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RESUMEN

INTRODUCCION

Los tumores odontogénicos (TO) constituyen un grupo heterogéneo de lesiones,
algunas de ellas, con potencial metastasico. Actualmente la clasificacion usada para
este tipo de lesiones, se basa en la publicada por la OMS el afio 2005 que considera
su comportamiento biolégico, asi como, el tipo de tejido odontogénico involucrado.
Otro tipo de lesiones de menor agresividad que se puede presentar en los huesos
maxilares son los quistes del desarrollo, entre los cuales el mas frecuente es el
quiste dentigero, el cual puede presentar caracteristicas clinicas y radiograficas
similares a los tumores antes mencionados.

Los mecanismos de desarrollo de los tumores odontogénicos son poco claros y tal
como en muchas neoplasias es probable que en la tumorigénesis de éstos
participen mdltiples procesos. Para una mayor comprension del comportamiento
clinico de estas lesiones es necesario entender los mecanismos biologicos vy
moleculares involucrados en el desarrollo de ellas, es por esto que el objetivo del
presente estudio es describir y comparar la expresion inmunohistoquimica de dos
moléculas que podrian contribuir en los mecanismos del desarrollo de estas
patologias: Ki-67 una molécula que se emplea como marcador de proliferacién
celular y COX-2, molécula que se sobreexpresa en varios tipos de tumores y cuyo rol
en la tumorigénesis no se conoce claramente, sin embargo se ha demostrado que el

uso de inhibidores de COX-2 retarda el desarrollo de algunas neoplasias.

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio contd con la aprobacion del Comité Etico-Cientifico de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile (Anexo N° 2, pag 81). Se
recolectaron 10 muestras de ameloblastoma sélido (AS), 10 muestras de tumor
odontogénico queratoquistico (TOQQ) y 8 muestras de quiste dentigero (QD), entre
los afios 1997-2010, en todas las cuales se realizO técnica inmunohistoquimica
para COX-2 y Ki-67.



RESULTADOS

Todas las muestras presentaron marcacion positiva para Ki-67 y COX-2. El indice
de proliferacion para Ki-67 de TOQQ, AS y QD fue del2,28%, 7,01% vy 2,41%
respectivamente. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas para Ki-
67, entre TOQQ v/s AS, AS v/s QD y también entre TOQQ v/s QD.

COX-2 expres6 un indice de marcacion de 43,11% en TOQQ, un 36,82% en AS y un
14,86% en QD. No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la
expresion de COX-2 para TOQQ v/is AS y AS v/s QD. A diferencia de TOQQ v/s QD

donde existié una diferencia estadisticamente significativa.

CONCLUSIONES

La expresion inmunohistoquimica para COX-2, fue mayor en TOQQ, lo cual podria
estar indicando un rol, entre varios otros factores en el desarrollo de esta lesion y
puede ser considerado un potencial blanco de tratamiento coadyuvante de los
TOQQ. La proteina Ki-67, presentd una mayor expresion en TOOQ y AS lo cual
indica que estos tumores presentan mayor indice de proliferacion celular que el QD,
sin embargo, para una mejor correlacion con el comportamiento clinico se requiere
analizar otros parametros que participan en el crecimiento de los tumores como son

las diferentes formas de muerte celular.



INTRODUCCION

En la Odontogénesis participan dos elementos fundamentales: un epitelio de origen
ectodérmico y un mesénquima que proviene de la cresta neural (ectomesenquima).
Las células ectodérmicas del estomodeo o boca primitiva, se invaginan para formar
estructuras que junto con el ectomesénquima formaran los dientes. Este proceso
comienza en la sexta semana en el embrion, posteriormente a la octava semana de
vida intrauterina se forman los gérmenes dentarios de los dientes deciduos para
finalmente culminar con la morfodiferenciacion de los dientes permanentes
(Abramovich, 1999).

Concluido este proceso, permanecen latentes, indefinidamente, células epiteliales y
mesenquimaticas de manera residual en los maxilares que pueden generar quistes
y tumores odontogénicos. Dentro de los TO podemos encontrar hamartomas,
neoplasias benignas y malignas con potencial metastasico. Estos tumores se
localizan exclusivamente en los huesos maxilares o en tejidos blandos (gingival y
tejido de revestimiento) adyacentes a éstos, pudiéndose presentar en cualquier
grupo etareo (Barnes y cols, 2005). En varias poblaciones del mundo, incluido
nuestro pais, los tumores odontogénicos mas frecuentes son los odontomas,
tumores odontogénicos queratoquisticos y los ameloblastomas (Ochsenius y cols
2002; Luo y Li, 2009; Gaitan-Cepeda y cols 2010; Ramos y cols, 2014), presentando
las dos ultimas lesiones una importante capacidad de crecimiento y destruccion de

los huesos maxilares.

El tumor odontogénico queratoquistico presenta morfologia de quiste uni o
multilocular, con o sin presencia de quistes satélites, crece desplazando las
estructuras vecinas y puede tratarse exitosamente mediante descompresion con
porcentajes bajos de recidivas (Wang y cols, 2013). Por otro lado, el ameloblastoma
sélido aun cuando puede presentar areas de quistificacion, es una neoplasia de
células epiteliales que infiltran entre las trabéculas de los huesos maxilares y su

tratamiento requiere procedimientos mas agresivos como la reseccion para
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dismuinuir los altos porcentajes de recidivas que pueden llegar a 93% al intentar
tratamientos muy conservadores (Carlson y Marx 2006).

Los restos epiteliales que permanecen en los maxilares también pueden dar lugar a
quistes del desarrollo, entre los cuales, el quiste dentigero es uno de los mas
frecuentes. El QD es una lesion de crecimiento lento, no infiltrante que expande y
desplaza estructuras, que requiere tratamientos quirdrgicos conservadores y que

practicamente no presenta recidivas (Regezi, 2002; Ochsenius y cols, 2007).

Para tener una mayor comprension del comportamiento clinico de estas lesiones es
necesario entender los mecanismos bioldégicos y moleculares involucrados en el
desarrollo de éstas. Respecto de los tumores odontogénicos queratoquisticos, se ha
reportado que tanto aquellos asociados a sindrome como los esporadicos puede
encontrarse mutaciones del gen supresor de tumores PTCH, sin embargo, se ha
postulado también que existen otros procesos asociados a la tumorigénesis de esta
lesion que autores como Mendes han llamado patron “network addiction®, lo que se
entiende como una red de mecanismos que contribuyen al desarrollo del TOQQ,
entre los que se ha descrito participacion de moléculas como p53, Bcl-2 y COX-2,
entre otros (Mendes 2011; Wang y cols, 2013). La etiopatogénesis de los
ameloblastomas es menos conocida, se ha sugerido que factores de crecimiento,
metaloproteinasas e inhibidores de metaloproteinasas participan en la naturaleza
invasiva de este tumor, también se ha detectado presencia de moléculas como COX-
2 tanto en las células neoplasicas como en el estroma de este tumor, lo cual podria
relacionarse con secrecion de metaloproteinasas que influenciarian la proliferacion e

invasividad del Ameloblastoma (Cecim y cols, 2014).

Frente a estos antecedentes el objetivo de este estudio es determinar, analizar y
comparar la expresion de las proteinas Ki-67 y COX-2, mediante
inmunohistoquimica, lo que contribuye a la comprension del comportamiento
biol6gico, al prondstico y también puede permitir el desarrollo de nuevos conceptos

de manejo clinico- terapéutico de estos dos tumores odontogénicos.



MARCO TEORICO

INDUCCION EPITELIO- MESENQUIMA Y ODONTOGENESIS TUMORES
ODONTOGENICOS

Los fendmenos de induccion entre epitelio y mesénquima odontogénico dan lugar a
la morfogénesis del diente. Las primeras sefiales que inician este proceso provienen
del epitelio oral y de células derivadas de la cresta neural (Jernvall y Ugboko, 2000).
De este modo la diferenciacion de las células del epitelio oral en los ameloblastos
dependera de instrucciones inductoras del mesénquima. De forma reciproca, la
diferenciacion de  células mesenquimaticas en odontoblastos depende de
informacion proveniente del epitelio (Dawis, 1988). El patron de morfogénesis
dentario esta4 determinado por la expresion regional de genes ectomesenquimales,
sin embargo, esta expresién es producida en repuesta a las sefiales epiteliales
(Jernvall y Ugboko, 2000). El origen, por lo tanto, de los diferentes tejidos dentarios
esta tanto en el mesodermo y la cresta neural dando lugar a la papila dental,
consecuentemente a odontoblastos, cementoblastos y fibroblastos, como en el
ectodermo que llevara a la formacién del 6rgano del esmalte y a los ameloblastos
(Thesleff y cols, 1990).

Estos tejidos odontogénicos pueden sufrir alteraciones en las reglas que controlan la
multiplicacién y diferenciacion celular y originar los llamados tumores odontogénicos.
La embriogénesis de las piezas dentarias, es un fendbmeno altamente dinamico, en el
cual los cambios inductivos que suceden en forma secuencial, aportan a la
odontogénesis y también a la patogenia de los tumores odontogénicos, un matiz
multifacético y de constante actividad (Stoelinga, 1976).

Los tumores odontogénicos, constituyen un grupo de enfermedades heterogéneas
que pueden corresponder desde proliferaciones de tejido hamartomatoso a
neoplasias benignas localmente agresivas y tumores malignos con potencial
metastasico. Los TO son derivados de elementos epiteliales, ectomesenquimaticos
y/o mensenquimaticos que forman el aparato dentario. Estos tumores son
infrecuentes, algunos incluso son extremadamente raros, pero pueden plantear un

importante y significativo reto diagnéstico asi como terapéutico (Barnes y cols, 2005;



-6-

Mosqueda, 2008). Por lo tanto, se encuentran exclusivamente dentro de los huesos
maxilares (intradseos) o periféricos, ya sea tejidos blandos adyacentes a areas
dentadas (mucosa adherida y gingival) o en &reas de mucosa alveolar en las zonas
desdentadas. Estos tumores pueden originarse en cualquier etapa de la vida de un
individuo (Barnes y cols, 2005; Mosqueda, 2008).

CLASIFICACION Y TIPIFICACION HISTOLOGICA DE TUMORES
ODONTOGENICOS SEGUN LA OMS 2005

Los tumores odontogénicos son lesiones de gran interés e importancia entre
patdlogos orales y cirujanos maxilofaciales, quienes por varias décadas han
estudiado y clasificado estas lesiones, asi como, proponiendo y desarrollando
tratamientos mas adecuados a los nuevos conocimientos. Es a partir de la primera
edicion publicada el afio 1971 por la OMS: “Tipificacion histolégica de tumores
odontogénicos, quistes de los maxilares y lesiones afines”, que los tumores
odontogénicos han atraido un mayor y creciente interés.

En la edicién del afio 1971 se introdujo una nueva terminologia y clasificacion para
este grupo de lesiones (Pindborg y cols, 1971). Debido a la necesidad de
reclasificacion de algunas de estas patologias por los avances en el conocimiento
de embriologia oral y maxilofacial junto a la identificacion de nuevas entidades
durante los afios posteriores, fue necesario actualizar esta clasificacion, por lo que

una segunda edicion se publicé el afio 1992 (Kramer y cols, 1992).

El marco tedrico basico de la primera edicibn permanecié esencialmente sin
cambios, sin embargo se afiadieron algunos tumores recientemente reconocidos

como el tumor odontogénico escamoso y el TO de células claras.

Desde entonces, el desarrollo de nuevas tecnologias en inmunohistoquimica,
biologia molecular y genética, asi como la clinica y seguimiento epidemiolégico de
algunas de las lesiones incluidas en las ediciones anteriores, divulgé la necesidad
de reclasificar a algunos de ellos de acuerdo con su probable histogénesis, o de
acuerdo con su comportamiento biolégico. El queratoquiste odontogénico comenzo a
ser considerado como una neoplasia benigna localmente agresiva que ha sido

renombrada como tumor odontogénico gueratoquistico.



Estos y otros cambios importantes se han incluido en la ultima clasificacion de
tumores de cabeza y el cuello de la OMS publicado en 2005, que es una guia para

el diagndstico de estas lesiones (Barnes y cols, 2005).

Los tumores odontogénicos son lesiones infrecuentes que se presentan < 2-3% de
todas las muestras orales enviadas para el diagnostico de los servicios de patologia
oral y aproximadamente un 0,002-0,003% de todos los tumores en el cuerpo
humano (Phillipsen y cols, 2006). El afio 2005 la OMS publicé en el libro “Patologia y
genética de los tumores de cabeza y cuello”, la ultima tipificacion histolégica y
clasificacion para tumores odontogénicos, en la cual se realizaron cambios
sustanciales, pero conservando los conceptos embriologicos de la clasificacion
anterior de la OMS, del aflo 1992 (Barnes y cols, 2005).

La clasificacion usada en la actualidad esta basada primero, en el comportamiento
de la lesiones, clasificAndolas en benignas. A su vez las lesiones malignas estan
basadas en los tipos de los tejidos odontogénicos involucrados: epitelio
odontogénico con un estroma fibroso maduro, sin ectomesénquima odontogénico;
epitelio odontogénico con ectomesénquima odontogénico, con o sin formacion de
tejido duro; meséquima y/o ectomesénquima odontogénico con o sin presencia de

epitelio odontogénico (Barnes y cols, 2005).

Probablemente el cambio mas discutido y controvertido es la incorporacion del
queratoquiste odontogénico a la categoria de tumores odontogénicos benignos. El
nuevo término asignado es “tumor odontogénico queratoquistico”. EI cambio de
terminologia y clasificacion se basa en que el queratoquiste odontogénico se
comporta como una neoplasia y no como una lesion quistica benigna convencional
(Phillipsen y cols, 2006).

Segun la tipificacion histolégica de tumores odontogénicos de la OMS del afio 1992,
el queratoquiste odontogénico (QO) se clasificaba como un quiste epitelial
odontogénico del desarrollo y se describian las variedades paraqueratinizadas y

ortoqueratinizadas (Barnes y cols, 2005).
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El afio 2005 la OMS publicé la ultima clasificacion histolégica para TO en la cual se
realizaron cambios respecto a la clasificacion anterior del afio 1992, entre los cuales,
el QO se considera una neoplasia odontogénica benigna epitelial y se le denominé
tumor odontogénico queratoquistico, sin embargo, solo se consideraron las lesiones
revestidas por un epitelio paraqueratinizado (Phillipsen y Reichart, 2002). La OMS
definié al TOQQ como un TO benigno, uni 0 multiquistico, que presenta un epitelio
plano estratificado paraqueratinizado. Puede presentarse solitario o mdultiple, y en
este caso, constituir uno de los signos asociados al Sindrome Nevo Basocelular

(Kramer y cols, 1992).

También se han publicado casos de tumores odontogénicos queratoquisticos
solidos, lo que eventualmente reforzaria la naturaleza neoplésica del TOQQ (Lezziy
cols, 2011; Vered y cols, 2004).

El descubrimiento de anormalidades cromosomales Yy alteraciones genéticas como
la mutacion del gen supresor de tumores PCTH, confirman este concepto de
neoplasia para el TOQQ (Shear “a”,2002; Shear “b”, 2002).

A pesar de las evidencias genéticas, anatomopatol6gicas y el comportamiento
biol6gico localmente agresivo en relacién al TOQQ, aun existe controversia en la
actualidad a aceptar esta lesion como una neoplasia (Nayak y cols, 2013).

Otro cambio importante de la clasificacion de la OMS en el 2005, es con relaciéon a
los ameloblastomas, que se definen como tumores de los huesos maxilares
originados a partir de epitelio odontogénico de crecimiento lento, pero localmente
invasivo, con una alta tasa de recurrencia si no es removido adecuadamente, pero

sin una tendencia a generar metastasis (Barnes y cols, 2005).

En la clasificacion anterior del afio 1992, se reconocia la existencia de 3 variedades
clinico-patolégicas de ameloblastomas: sélido (AS), uniquistico (AU) y periférico
(AP), con sus correspondientes patrones histolégicos: folicular plexiforme,
acantomatoso, desmoplastico, células basales y granular. Al pasar los afios, se
detectaron diferencias clinicas e imagenologicas entre los ameloblastomas que
presentaban exclusivamente el patron histolégico desmoplastico de los otros
patrones histologicos comprendidos en los ameloblastomas sélidos. Es por esto, que

en la clasificacion OMS 2005, se excluye al patron desmoplastico del espectro de los
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AS, y se considera una variedad distintiva, denominandola  ameloblastoma
desmopléstico, por lo que en la actualidad se consideran 4 tipos clinico-patolégicos
de Ameloblastomas. EI AS se considera un neoplasia benigna, pero con un alto

potencial de infiltracion y localmente agresiva (Barnes y cols, 2005).

De particular importancia es el hecho de que la nueva clasificaciéon, no se limita a
clasificar al ameloblastoma como una sola entidad con variedades clinico
patolégicas. Mas bien, se reconoce la existencia de diferentes variantes, utilizando
el término en plural “ameloblastomas”. Segun estos criterios se consideran 4 tipos
clinico-patolégicos de ameloblastomas, el ameloblastoma sélido (AS), el
ameloblastoma uniquistico, el ameloblastoma periférico y el ameloblastoma
desmoplastico, siendo, los AS y AU los mas frecuentes (Sriar y cols, 2012). Los
bioperfiles de estos ameloblastomas varian en funcion de, edad, distribucién
anatdmica, caracteristicas de imagen, y, en particular su pronéstico (Phillipsen y
cols, 2006). Si bien las ultimas clasificaciones de tumores odontogénicos han
presentado una exposicion relativamente corta, dependiendo de la persistencia de
los conceptos clinicos, morfolégicos y genéticos principalmente; que apoyan la
existencia de una entidad determinada, se puede esperar que en el futuro algunos
de las lesiones menos comunes conocidas en la actualidad o aquellos tumores
odontogénicos no clasificados podran ser adecuadamente definidos y categorizados

en futuras ediciones de esta clasificacion.
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EPIDEMIOLOGIA DE AMELOBLASTOMA SOLIDO, TUMOR ODONTOGENCIO
QUERATOQUISTICO, QUISTE DENTIGERO

Ameloblastoma soélido y tumor odontogénico queratoquistico

Diversos estudios epidemiolégicos basados en la clasificacion OMS 2005 han
descrito la frecuencia para este tipo de lesiones. Estos tumores son relativamente
infrecuentes, constituyendo entre el 1,3% al 5,8% de todas las lesiones de la
cavidad oral (Da Costa y cols, 2012; Varkhede y cols, 2011).

Estos mismos estudios basados en la clasificacion OMS 2005 han reportado como
los tumores odontogénicos mas frecuentes al ameloblastoma (Avelar y cols, 2008;
Gill y cols, 2011; Jing y cols, 2007; Lawal y cols 2013; Okada y cols 2007; Osterne y
cols, 2011; Siriwardena, 2011; Tawfik y Zyada, 2010; Varkhede y cols, 2011) al
TOQQ (Avelar y cols, 2009; Da Costa y cols, 2012; Gaitan-Cepeda y cols, 2010; El
Gehani y cols, 2009; Luo y Li, 2009; Ramos y cols, 2014; Servato y cols, 2013) y al
odontoma. (Ebenezer y Ramalingam, 2010; Ochsenius y cols, 2002) Todos tumores
odontogénicos benignos y siendo los dos primeros de naturaleza epitelial (Barnes y
cols, 2005).

Es importante reiterar que como resultado de su comportamiento biolégico, la OMS
redefinid el queratoquiste odontogénico como una neoplasia odontogénica benigna
denominandose en la actualidad “tumor odontogénico queratoquistico”, tal situacion
generd diversos cambios, como un aumento, en los registros de frecuencia y
prevalencia de los TO. Estas diferencias, surgen debido a los cambios, en la
terminologia y clasificacion, sin perjuicio también, debido a las diferencias étnicas o
genéticas humanas en la aparicién de diversos tipos de TO. (Barnes y cols, 2005;
Gaitan-Cepeda y cols 2010; Lawal y cols, 2013).

Estudios basados en la clasificacion OMS 2005 han descrito la frecuencia para
TOOQ y ameloblastoma en diferentes localizaciones geograficas. EI TOOQ
constituye la primera frecuencia en estudios, a nivel mundial como, Brasil 2008
(Avelar y cols, 2008), Libia 2009 (El-Gehani y cols, 2009), China 2009 (Luo y Li,
2009), Mexico 2010 (Gaitan-Cepeda, 2010), Brasil 2012 (Da-Costa y cols, 2012),
Brasil 2013 (Ramos y cols, 2014), India 2013 (Taghavi y cols, 2013).
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Estudios en Sri Lanka (Okada y cols, 2007), China (Jing y cols, 2007), India (Sriram y
Shetty, 2008), Egipto (Tawfik y Zyada, 2010), India (Gill y cols, 2011; Varkhede y
cols, 2011), Brasil (Osterne y cols, 2011), describen al ameloblastoma dentro del
primer lugar de frecuencia, no obstante estas series no describen segun tipo clinico,
por lo que no discriminan dentro de las 4 variantes patolégicas. Sin embargo,
estudios como Sri Lanka (Siriwardena y cols, 2012) y Nigeria (Lawal y cols, 2013)
consideran al ameloblastoma sélido como el tipo patolégico mas frecuente dentro de

los ameloblastomas.

Autores tales como Gaitan-Cepeda y cols, 2010; Ebenezer y Ramalingam, 2010;
Varkhede y cols 2011; Osterne y cols, 2011; Siriwardena y cols, 2012; Servato y cols,
2013; Da-Costa y cols, 2012; observaron que no hay una predileccion por sexo

tanto para el AS como para el TOQQ.

Quiste dentigero

Por otro lado, los quistes odontogénicos son cavidades patoldgicas recubiertas por
epitelio, originados a partir de componentes epiteliales del aparato odontogénico o
de restos celulares que quedan atrapados en el proceso de fusion dentro del hueso o

en los tejidos gingivales periféricos (Mosqueda y cols, 2002).

La prevalencia de los quistes odontogénicos varia segun distribucién geografica,
sexo Yy edad. Estudios internacionales han reportado una prevalencia general 7—
13% dentro de las lesiones del territorio maxilofacial (Prockt y cols, 2008). En Sicilia,
Italia, de un 10,4% (Tortorici y cols, 2008). En Brasil, reportaron prevalencias entre
6,6 - 9,9%, (Lima y cols, 2008), mientras que en México, describieron un 11,5%
(Avelar y cols, 2009).

Dentro de las lesiones quisticas odontogénicas mas prevalentes se encuentran el
quiste radicular y en un segundo lugar el quiste dentigero (Kambalimath y cols, 2014;
Demirkol y cols, 2014). El quiste dentigero se clasifica como un quiste del desarrollo
odontogénico de los maxilares por la OMS 1992 (Barnes y cols, 2005).

Estudios como, Prockt y cols, 2008 avalan estos indices con un primer lugar para el
quiste radicular con un 72,5% y un 22,20% para QD. En un estudio realizado en
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Francia, el afio 2006 (Meningaud y cols, 2006), se reportd una prevalencia de 22,3%
para el QD, ubicandolo en segundo lugar después del quiste radicular, al igual que el
estudio de Avelar y cols, 2009, quienes describieron un 30,7% de estas lesiones.

Mosqueda y colaboradores (Mosqueda y cols, 2002), reportaron una mayor
prevalencia de QD en la poblacion masculina, 56,9%, al igual que los resultados
obtenidos en Chile por Ochsenius y cols, 2007; con un 54,9% para el sexo

masculino.

En cuanto a la localizacion anatomica del QD, estos han sido principalmente
reportados en el maxilar superior, en caninos superiores (Tortorici y cols, 2008;
Peters y cols, 2012).

Respecto a la década de vida afectada, en la literatura internacional, se describe
una mayor prevalencia en la segunda década de vida, lo que es atribuible al proceso
eruptivo de caninos y terceros molares, piezas mas frecuentemente afectadas por

esta entidad patolégica (Ochsenius y cols, 2007).

En Chile, segun el estudio de Ochsenius y cols, 2007; los quistes epiteliales
odontogénicos de los maxilares corresponderian al 1,86% del total de muestras
biopsiadas del territorio maxilofacial. En esta serie, el QD representa el segundo
lugar de frecuencia entre todos los quistes odontogénicos con un 18,5%, siendo mas
frecuente en el sexo masculino 63%, entre la primera y segunda década de vida. Las

piezas dentarias mas afectadas fueron los terceros molares inferiores con un 28,9%.
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CARACTERISTICAS CLINICAS — HISTOLOGICAS - IMAGENOLOGICAS DEL
AMELOBLASTOMA ~ SOLIDO Y DEL TUMOR  ODONTOGENICO
QUERATOQUISTICO

Caracteristicas clinicas del ameloblastoma sélido

La OMS considera al AM como un tumor odontogénico epitelial de los huesos
maxilares, como una lesion solida, de crecimiento lento, localmente agresivo, con
una alta tasa de recurrencia sino es removido quirirgicamente de manera adecuada
y sin tendencia a dar metastasis (Barnes y cols, 2005). La OMS en el afio 2002,
recomienda dividir los tumores en cuatro categorias: benignos, intermedios
(localmente agresivos), intermedios (muy infrecuentemente metastatizan) vy
malignos. Las lesiones intermedias localmente agresivas frecuentemente presentan
recurrencia local, se asocian con un crecimiento infiltrativo, localmente destructivas,
sin evidente potencial de metastatizar y tipicamente requieren una gran excision con

un margen de tejido sano para asegurar un control local (Fletcher y cols, 2002).

La OMS el afio 2005 clasifica al ameloblastoma en 4 subtipos clinicos patolégicos:
ameloblastoma uniquistico (AU), ameloblastoma s6lido(AS), ameloblastoma
periférico (AP) y ameloblastoma desmopléastico (AD) (Barnes y cols, 2005).

Aunque es poco comun dento de las patologias intradseas de los huesos maxilares,
el AS se considera dentro de los tumores odontogénicos mas frecuentes,
dependiendo de la localizaciébn geografica del estudio (Barnes y cols, 2005;
Varkhede y cols, 2011; Jing y cols, 2007; Tawfik y Zyada, 2010; Osterne y cols,
2011; Siriwardena y cols, 2012). En algunas publicaciones se ha observado que se
presenta en un amplio rango etario, diagnosticAndose principalmente entre la cuarta
y quinta década de vida, salvo la variedad uniquistica que se diagnostica entre los 20
y 30 afos (Tawfik y Zyada, 2010; Gill y cols, 2011; Servato y cols, 2013).

Varkhede y cols, 2011, observaron que el ameloblastoma es mas frecuente en la
3era y 4ta década de vida. Mientras que Siriwardena y cols, 2012 y Da-Costa y cols,
2012, observaron que el AS se presentan principalmente en la 3era década de vida.
Autores como Gaitan-Cepeda y cols, 2010; Ebenezer y Ramalingam, 2010;
Varkhede y cols, 2011; Osterne y cols, 2011;.Siriwardena y cols, 2012; Servato y
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cols, 2013; Da-Costa y cols, 2012, en sus series de casos respectivos no
encontraron predileccion por sexo tanto para el AS como para el TOQQ, sin
embargo se han descrito marcadas diferencias geograficas y étnicas, para estas

lesiones.

En relaciébn a la localizacion anatomica, se presenta casi exclusivamente en
mandibula (80%), principalmente en la regiébn molar, &ngulo y rama, excepto en
poblacion africana, en quienes, cualquier area de la mandibula puede estar
involucrada, particularmente la sinfisis. Asi mismo, se localiza en baja proporcion en
el maxilar, en la region posterior y raramente en cavidades sinusales. (Barnes y cols,
2005). Tawfik y Zyada, 2010, observaron que el 94,11% de los ameloblastomas se
ubicaron en mandibula, de este porcentaje, un 35,29% se ubicaron en zona molar,
29,41% en angulo y 14,7% en rama. Servato y cols, 2013 estudiaron 431 casos en
ninos y adolescentes de Brasil, observando que el 74,6% de los ameloblastomas se
ubica en mandibula, principalmente en la zona de molar y rama (61,9%).

Los AS de volumen reducido pueden ser eventualmente asintomaticos, sin embargo,
las lesiones de gran volumen pueden provocan expansion y abombamiento de las
corticales 6seas de los huesos maxilares, y en el caso de la zona maxilar posterior,
pueden obliterar el seno maxilar y con posterioridad, extenderse a nivel intracraneal.

A pesar de esto el dolor y la parestesia son sintomas raros (Barnes y cols, 2005).

Dientes incluidos pueden estar asociadas con el AS, en tanto, que la reabsorcion
de las raices de piezas adyacentes es comun. La naturaleza agresiva de los
amelobastomas intradseos ha sido atribuida a sus caracteristicas celulares y a la
naturaleza biolégica de los huesos maxilares, lo que permite la propagacion rapida e
indetectable clinicamente en las etapas iniciales del tumor (Barnes y cols, 2005).

Debido al comportamiento localmente agresivo, a la capacidad de infiltrar los
espacios medulares y de extenderse a tejidos blandos vecinos, el tratamiento debe
incluir la excision con un adecuado margen de tejido sano lo cual contribuira a

disminuir las recurrencias.
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Caracteristicas histoldgicas del ameloblastoma sélido

El AS presenta caracteristicas basadas en la predominancia de dos poblaciones
celulares. La primera poblacidén corresponde a células basales que presentan a
menudo una distribucion en empalizada, con células que remedan a los
ameloblastos 0 mas estrictamente los pre-ameloblastos, lo que le da el nombre a
este tumor. Estas células muestran polaridad reversa, es decir, el nucleo se ubica
en posicién distante u opuesta a la ldmina basal, lo que se observa en los
ameloblastos previo al comienzo de la secrecidon de matriz del esmalte (Barnes y
cols, 2005; Morgan, 2011).

Las células epiteliales recién descritas, que remedan ameloblastos, se contindan
con un epitelio pluriestratificado con relativamente pocos contactos intercelulares y
un sobresaliente espacio extracecular centralizado, a menudo formado por
microquistes, estas ceélulas, recuerdan al reticulo estrellado del 6rgano del
esmalte. Las células epiteliales de los ameloblastomas carecen de variacion
croméatica en la tincién nuclear. Las figuras mit6ticas son escasas en la mayoria de
los ameloblastomas, de acuerdo con su lenta tasa de crecimiento (Barnes y cols,
2005; Morgan, 2011). Los componentes epiteliales a menudo estan dispuesto en
uno o 2 patrones: islas o foliculos, aparentemente rodeados por tejido conectivo; o
entrelazados en una red “plexiforme”. Estos 2 parametros son referidos como
folicular y plexiforme, respectivamente, sin embargo no hay evidencia que ellos
difieran en la respuesta al tratamiento. De hecho, muchos ameloblastomas

muestran ambos patrones en varias proporciones (Morgan, 2011).
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Caracteristicas imagenologicas del ameloblastoma solido

Radiograficamente el ameloblastoma ofrece una imagen radiollcida, pudiendo
presentar patrones variables. El mas frecuente es el multilocular, donde la apariencia
se describe en “pompas de jabon”; los limites de la imagen pueden ser lisos o
presentar ciertas irregularidades. Otras veces la imagen es unilocular o asociada a
un diente incluido, teniendo un aspecto muy semejante a un quiste dentigero o a
otras entidades similares, lo que explica que su imagen radiografica no sea
patognomonica (Sandra y cols, 2005).

Segun recientes articulos, las imagenes unilocular o multilocular son posibles en
ambos tipos de ameloblastoma, sélo que en los ameloblastomas uniquisticos es méas
frecuente encontrar una imagen unilocular y en el soélido es méas frecuente la
multilocular (Sandra y cols, 2005).

La expansion de tablas 6seas tanto vestibular como lingual es mas comun en
ameloblastomas que en TOQQ. La reabsorcion radicular de piezas vecinas puede o
no estar presente. El diagnodstico diferencial radiografico incluye principalmente
TOOQ, mixoma odontogénico y lesion central de células gigantes.

La tomografia axial computarizada y la resonancia nuclear magnética pueden ser
Utiles para establecer la extension y naturaleza quistica de la lesion, especialmente

cuando se localizan en el maxilar superior (Voorsmit, 1984).
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Caracteristicas clinicas del tumor odontogénico queratoquistico

El TOQQ se clasifica en la actualidad segun la OMS (2005), como un tumor
odontogénico epitelial benigno. Esta nueva clasificacion fue basada en su
comportamiento clinico, el alto porcentaje de recurrencia, su asociacion con el
SNBC, sus caracteristicas histologicas y el descubrimiento de anormalidades

genéticas (Barnes y cols, 2005).

El TOQQ comprende entre el 13% a 38,9% de todos los tumores odontogénicos,
describiéndose diferencias segun la localizacién geogréfica del estudio (Da-Costa y
cols, 2012; Gaitan-Cepeda y cols, 2010; Luo y Li, 2009; EI-Gehani y cols, 2009;
Avelar y cols, 2008). En los estudios de Avelar y cols, 2008; EI-Gehani y cols, 2009 y
Luo y Li, 2009, el TOQQ es el tumor odontogénico mas frecuente, con el 30%, 35,1%
y 38,7% respectivamente, seguido por el ameloblastoma y odontoma. En tanto en
México, con un 38,9%, también es el tumor odontogénico mas frecuente, seguido por

el odontoma y el ameloblastoma respectivamente (Gaitan-Cepeda, 2010).

La mayoria de los casos se presentan intradseos, sin embargo, se han descrito
casos de TOQQ periféricos. Las lesiones intradseas en la mayoria de los casos son
asintomaticas y son detectadas como hallazgos radiogréaficos, con menor frecuencia
se pueden presentar con aumento de volumen por expansion de las corticales 6seas
y provocar desplazamiento de las piezas dentarias vecinas. Asimismo, pueden
exteriorizarse e infectarse provocando una intensa respuesta inflamatoria y dolor
(Morgan, 2011).

En estudios epidemiolégicos no se han observado diferencias segun sexo (Gaitan-
Cepeda y cols, 2010; Ebenezer y Ramalingam, 2010; Varkhede y cols, 2011;
Osterne y cols, 2011; Siriwardena y cols, 2012; Servato y cols, 2013; Da-Costa y
cols, 2012).

El TOQQ, se presenta frecuentemente entre la 3era y 4ta década de vida, segun
estudios de Avelar y cols, 2008; Ebenezer y Ramalingam, 2010; Jing y cols, 2007;
existiendo variaciones como la observada por Da-Costa y cols, 2012, siendo su
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mayor frecuencia entre la 5ta y 6ta década de vida. Estos estudios no mencionan si
se excluyeron lesiones asociadas al SNBC, sin embargo, Luo y Li, 2009 en un
estudio de 1309 casos destacan que 45 de 462, fueron asociados al sindrome Nevo
baso celular (SNBC) o de Gorlin- Goltz, obteniendo una mayor frecuencia en la 3era

década de vida.

Boffano y cols, 2010 y Gonzalez-Alva y cols, 2008; estudiaron 261 y 183 casos de
TOQQ, respectivamente. Describieron un rango etario de 7-87 afios y 6-78 afos, con
un pick entre la tercera y cuarta década de vida. La relacion hombre: mujer fue de
2:1y 1,05:1. El sitio anatdbmico mas frecuentemente comprometido fue el mandibular
con un 73,2% y 70,5% respectivamente. Segun Boffano y cols, 2010, un 52,1% de
estos se presentaron en el region molar, angulo y rama mandibular del total de los
casos y segun Gonzélez-Alva y cols, 2008, encontraron un 41% en el area molar.
Segun Gonzélez-Alva y cols, 2008 un 66,6% de las recurrencias fueron mujeres y
s6lo en 33,3% hombres. El rango de recurrencia se presentd entre 1 y 23 afios
posterior a la cirugia. Este ultimo estudio determind una asociacioén con el SNBC en
el 6% de los casos, en tanto un 21,8% del total de estas lesiones se encontraron en

relacién a una pieza incluida.

El TOQQ se puede asociar al SNBC, el cual fue descrito por primera vez por Gorlin
y Goltz en 1960, el cual es un desorden autosémico dominante con penetracion
completa y expresividad variable, causado por la mutacion de un gen supresor de
tumores (PCTH), mapeado en el cromosoma 9¢g22.3-q3. En ocasiones puede no
presentarse con historia familiar por lo que el sindrome podria ser esporadico y

generarse por mutacion espontanea (Ahn y cols, 2004; Cobourne y cols, 2009).

Aun cuando la OMS en el afio 2005 define al TOQQ como una lesion potencialmente
agresiva e infiltrativa, una diferencia importante de esta lesion con el ameloblastoma
sélido, es que el TOQQ presenta morfologia quistica y responde en la mayoria de los
casos en forma exitosa frente al tratamiento de descompresion, el cual es una
terapia muchisimo mas conservadora que la reseccion que requieren los

ameloblastomas solidos.
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Caracteristicas histoldgicas del tumor odontogénico queratoquistico

El TOQQ estd formado por un epitelio escamoso estratificado paraqueratinizado
depapilado formando por una delgada capa con un espesor de 5-8 células. El estrato
basal, a menudo en empalizada, presenta células columnares o cuboidales. El
nacleo de las células basales a menudo es intensamente basofilo y puede orientarse
lejos de la membrana basal. Otra caracteristica importante distintiva es la
paraqueratinizacion en la superficie luminal del epitelio, la cual a menudo presenta
una superficie corrugada. En presencia de una intensa inflamacion, esta lesion
pierde sus caracteristicas celulares y arquitecturales morfologicas mas

caracteristicas (Barnes y cols, 2005).

Las figuras mitdticas suprabasales, inusuales para los quistes odontogénicos y para
la mayoria de de los TO benignos, pueden ser frecuentes. La union entre tejido
conectivo y epitelio es a menudo plano y a veces se encuentra separado de la
membrana basal, pero en algunos casos puede mostrar un incipiente patrén,
ocasionalmente asociados con mudltiples restos epiteliales odontogénicos o quistes
satélites en la pared. Algunos de estos factores pueden contribuir a la recurrencia en

una parte importante de los casos (Barnes y cols, 2005; Morgan, 2011).

Caracteristicas imagenoldgicas del tumor odontogénico queratoquistico

El TOQQ se evidencia como una imagen radiolicida uni o multilocular. Las
corticales abomban y pueden adelgazarse, pudiendo desplazar las raices de las
piezas dentarias aunque es raro observar reabsorcion de las mismas. Las
caracteristicas radiogréficas del TOQQ no difieren de otros quistes odontogénicos
con los que debe hacerse diagnéstico diferencial, asi como con algunas lesiones
tumorales que cursan con radiolucidez mandibular como el ameloblastoma (Bagan,
2011).
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Caracteristicas clinicas - histoldgicas - imagenoldgicas del quiste dentigero
El quiste dentigero o folicular es clasificado por la OMS en 1992 como un quiste
odontogénico del desarrollo, cavidad patolégica que rodea la corona de un diente no
erupcionado, sin comprometer la superficie radicular de dicha estructura dentaria.
Se origina por alteracion del epitelio del érgano del esmalte después de la formacién
completa de la corona por la acumulacién de liquido entre las capas del epitelio
reducido del érgano del esmalte o entre este y la corona dental (Kramer y cols, 1992;
Al-Talabani y Smith, 1980).

El QD esta siempre asociado a la corona de un diente en evolucion intradsea.
Suelen descubrirse por hallazgo radiografico, son de crecimiento lento, expansivo y
asintomatico. Pueden provocar abombamiento de las corticales Oseas, asimetria
facial, desplazamiento dentario y resorcion radicular de los dientes adyacentes
(Olson y cols, 2000; Saap y cols, 1997).

Suelen ocurrir en la mandibula con mayor frecuencia respecto al maxilar superior,
afectando mas comunmente los terceros molares y los caninos en ambos maxilares.
En el maxilar inferior a consecuencia de este quiste, en la zona molar puede llegar a
producirse una resorcion parcial de la rama ascendente, con el desplazamiento del
molar y se caracteriza por un crecimiento expansivo, pero no infiltrativo. En el maxilar
superior, en la zona del canino produce expansion de la porcién anterior y puede
semejar una celulitis 0 una sinusitis, aunque puede producir una sinusitis por
invasion del antro sinusal. Puede también progresar hacia las fosas nasales y a la
fosa pterigomaxilar produciendo dolor, infeccion y en ocasiones supuracion y fistulas

al exterior.

Suele haber mayor predominio en el sexo masculino sobre el femenino y una mayor
incidencia de los 20 a 40 afios de edad. (Ochsenius y cols, 2007; Martinez-Perez y
Varela-Morales, 2001; Clauser y cols, 1994; Gardner, 1981; Johnson y Sapp, 1994;
Medina, 1993).
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Radiograficamente se observa una zona radioltucida redondeada y bien circunscrita
asociada a la corona de un diente sin erupcionar. El tratamiento es la enucleacion
quirurgica donde su tasa de recurrencia es muy baja. El diagnéstico diferencial se
realiza con ameloblastoma uniquistico, TOQQ y tumor odontogénico adenomatoide
(Regezi, 2002; Concha, 2002).

CICLOXIGENASA 2 (COX-2) Y PROGRESION TUMORAL

La ciclooxigenasa es una enzima reguladora clave implicada en la conversion de
acido araquidonico a las prostaglandinas, particularmente la prostaglandina H2 que
es precursora de los prostanoides (PGD,, PGE,, PGF,,, PGl,, TXA)), los cuales
juegan un papel clave en varios procesos fisioloégicos importantes tales como
oncogeénesis, inflamacién, reproduccion celular, apoptosisy metabolismo 6seo. Se
han descrito 2 isoformas de la ciclooxigenasa, COX-1 y COX-2, con una homologia
del 60% y una afinidad y una capacidad para convertir el acido araquidonico a
PGH, de rango similar (Gallo y cols, 2002; Famaey 1997; Hla y Neilson, 1992).

La isoforma COX-1 se expresa de manera constitutiva en practicamente todos los
tejidos del organismo y se le atribuye un papel regulador en la homeostasis
fisiologica de los diferentes 6rganos o tejidos, que incluye la citoproteccion gastrica,
la vasodilatacion renal y la produccién de prostanoides proagregantes y tromboxano
en las plaquetas (Dubois y cols, 1998).

Por otro lado, la isoforma COX-2 si bien es constitutiva en algunos tejidos como el
cerebro, rifidn u ovario, es inducible, lo que significa que sea practicamente
indetectable en la mayoria de tejidos en condiciones basales, mientras que su
expresion aumenta en respuesta a las citoquinas, factores de crecimiento y
mitdgenos (Noguera y cols, 2006).

Se ha demostrado que existe una expresion de COX-2 en células epiteliales
neoplasicas en una amplia variedad de diferentes tipos de tumores humanos (Mohan
y Epstein, 2003), particularmente aquellos que involucran el es6fago, estomago,
mama, pancreas, pulmon, colon, piel, vejiga urinaria, préstata y tumores de cabeza y

cuello (Abrahao y cols, 2010; Greenhough y cols, 2009; Molinolo y cols, 2007).
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Por lo tanto, la expresion de COX - 2 se inducira en condiciones fisiopatoldgicas,
tales como los estimulos inflamatorios y oncogenes, mediante la unién a un receptor
de superficie acoplado a la proteina G que conduce a cambios de AMP ciclico
intracelular y calcio (Mendes y cols, 2009; Mohan y Epstein, 2003; Feller y cols,
2013).

La literatura ha demostrado la evidencia que la sobreexpresion de la COX-2 juega
un papel importante en el crecimiento tumoral y en la diseminacion de éstos
interfiriendo con diferentes procesos bioldgicos tales como la proliferacion, adhesion

celular, vigilancia inmunolégica, apoptosis y angiogénesis (Mendes y cols, 2009).

La importancia de la COX-2 en la tumorigénesis se demostro primero en modelos de
roedores con poliposis adenomatosa familiar, una enfermedad genética que conduce
al cancer gastrointestinal, en el que la pérdida de la actividad COX-2 por supresion
genética o la inhibicion enzimética selectiva suprimiria la formacién de pdélipos

intestinales (Zweifel y cols, 2002).

La evidencia adicional para la importancia de la COX-2 en la tumorigénesis se
inform6 por Liu y cols, 2001, quienes demostraron que la sobreexpresion de COX-2

en la glandula mamaria de ratones transgénicos condujo a la tumorigénesis.

La activacion de COX-2 ha demostrado ser un evento temprano durante
carcinogénesis, y el aumento de su expresion se ha asociado con el desarrollo de
una inestabilidad gendémica (Mohan y Epstein, 2003; Kutchera y cols, 1996; Hida y
cols, 1998).

La acumulacion de pruebas sugiere que la sobreexpresion de COX-2 esta implicada
en el crecimiento del tumor al interferir con diferentes procesos bioldgicos (Suyama 'y
cols, 2008; Oshima y cols, 1996; Feller y cols, 2013). Incluso existen evidencias de
gue en los pacientes con adenomatosis poliposa familiar tratados con inhibidores de
COX-2 como, Celecoxib, disminuyen el riesgo de transformacion maligna (Reddy y
cols, 2000).
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La expresion de COX-2 podria entregar evidencia sobre la fisiopatologia y el
comportamiento clinico de los tumores de la cabeza y cuello, incluyendo neoplasias
odontogénicas benignas de los maxilares con comportamiento agresivo, como el
Ameloblastoma y el tumor odontogénico queratoquistico. En dltima instancia, la
investigacion de marcadores moleculares asociados con el comportamiento biolégico
de los tumores nos ayudara a entender los mecanismos moleculares subyacentes y
asi poder predecir el resultado clinico, para el desarrollo de nuevas aplicaciones
terapéuticas y asi una mejor adaptacion del paciente al tratamiento (Mendes y cols,
2009).

Sin embargo, todavia siguen siendo poco conocidos los mecanismos tumorigénicos
de la sobreexpresion de COX-2 y los mecanismos que pueden actuar en las
diferentes etapas de la enfermedad.

COX-2 INFLAMACION E INMUNOSUPRESION

Los mediadores inflamatorios tales como citoquinas, eicosanoides y factores de
crecimiento desempefian un papel critico en el mantenimiento, supervivencia y
proliferacion de células tumorales (Zweifel y cols, 2002; Lin y cols, 2002). La
regulacion de la expresion COX-2 es fisioldgicamente vital para la sintesis de PGE2
(Suyama y cols, 2008; Ogata y cols, 2007). La sintesis incrementada de
prostaglandinas, como consecuencia de la sobreexpresion de COX-2, puede
aumentar la proliferacion celular, la promocién de la angiogénesis y la inhibicion de
la vigilancia inmunolégica anti tumoral (Zweifel y cols, 2002; Chan y cols, 1999;
Sheng y cols, 1998; Tsuji y cols, 1998).

La interleucina-1a (IL-1 a) es un citoquina multifuncional pro-inflamatoria, se expresa
fuertemente en las células epiteliales de tumores odontogénicos queratoquisticos.
IL-1 estimula la produccion de prostaglandina E2 (PGE2) en células mesenquimales,
incluyendo fibroblastos tumores odontogénicos queratoquisticos, que luego estimula
la osteoclastogénesis mediante el aumento de la expresion de la activacion del
ligando de receptor activador para el factor nuclear Kappa B (RANKL) (Suyama y
cols, 2008; Ogata y cols, 2007; Mifflin y cols, 2002; Oka y cols, 2005).
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PROLIFERACION CELULAR

El crecimiento, diferenciacion y proliferacion celular son fendmenos finamente
regulados por mecanismos moleculares que actdan a diferentes niveles del ciclo
celular. El prondstico de los tumores con frecuencia se relaciona con su capacidad
de proliferacion. La tasa de crecimiento de los tejidos esta determinada por la
actividad proliferativa y la muerte celular programada (apoptosis) (Gerdes y cols,
1983).

Los métodos inmunohistoquimicos usados en la evaluacion de proliferacion celular
presentan ventajas particulares sobre otras técnicas debido a la mantencion de la
arquitectura celular y tisular, la relativa simplicidad de la técnica y la rapidez en los
resultados (Shear “a”,2002; Shear “b”, 2002).

La proteina Ki-67 o MIB-1 es un antigeno que se determina mediante el
anticuerpo monoclonal desarrollado por Gerdes y colaboradores en 1983. Esta
proteina nuclear no histénica se expresa en todas las fases del ciclo celular
excepto en Gy, por lo tanto, el anticuerpo monoclonal Ki-67 permite la deteccion
inmunohistoquimica de células que se encuentran en alguna etapa del ciclo celular
y su expresion proporciona una medida directa de la fraccion de crecimiento del
tejido. La expresion de Ki-67 ha sido descrita como un éptimo marcador de
proliferacion celular en lesiones premalignas y malignas epiteliales, siendo uno de
los méas confiables y utilizados en la actualidad. El anticuerpo monoclonal Ki-67
detecta un antigeno nuclear que se expresa exclusivamente en las células que
entran al ciclo celular (fases G1, S, G2 y mitosis) pero no en GO, por lo es util para
evaluar la tasa de proliferacion en tumores' Permite evaluar facil y rapidamente la
proporcién de células que proliferan en un tumor, ya que determina la fraccion de
crecimiento de una poblacién celular. Ha demostrado también ser un buen
marcador de recidiva de lesiones tumorales y se ha correlacionado con estadios
TNM mas avanzado y metastasis. Migaldi y cols, 2008; Lothaire y cols, 2006;
Kuroyanagi y cols, 2009).
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Estudios anteriores al afio 2005, han estudiado la expresion de Ki-67 en el epitelio
de queratoquistes odontogénicos respecto a otros quistes odontogénicos (De
Manzoni y cols, 1998; Bongers y cols, 1996; Lamaroon y cols, 2004; Slootweg 1995;
Kim y cols, 2003). Estudios comparativos entre gqueratoquistes odontogénicos y
quistes dentigeros han demostrado un incrementado potencial proliferativo del
revestimiento epitelial del queratoquiste odontogénico comparable al del
ameloblastoma (Li y cols, 1995).

Soluk y cols, 2012, han comparado la expresion de Bax, Bcl-2 y Ki-67 en TOQQ,
quiste radicular y ameloblastomas. En el caso de Ki-67, se observd una expresion
mayor en TOQQ luego en ameloblastomas y por Ultimo quistes radiculares, a su
vez, los AM mostraron una expresion mayor que los quistes radiculares. Células
inmunopositivas fueron encontradas en capas suprabasales del epitelio de TOQQ,
especialmente destacable en el nucleo de células grandes, mientras que en AM la
expresion se observo principalmente en capas periféricas de las islas tumorales. La
alta expresion de estas proteinas en el TOQQ se correlaciona con su
comportamiento clinico, explicando su agresividad local y alta recurrencia (Soluk y
cols, 2012).
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HIPOTESIS Y OBETIVOS

HIPOTESIS

Existe una sobreexpresion de COX-2 y de la proteina Ki-67 en las células
epiteliales de ameloblastoma sélido, tumor odontogénico queratoquistico y quiste
dentigero.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la expresion de COX-2 y Ki-67 en ameloblastoma soélido, tumor
odontogénico queratoquistico y quiste dentigero de muestras obtenidas del
Biobanco del departamento de Patologia y Medicina Oral de la Facultad de

Odontologia de la Universidad de Chile entre los afios 1997 - 2010.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Cuantificar, la expresion de COX-2 y Ki-67 mediante inmunohistoquimica
en el epitelio de ameloblastoma sélido, tumor odontogénico queratoquistico

y quiste dentigero.

e Comparar la expresion de COX-2 y Ki-67 mediante inmunohistoquimica en
el epitelio de ameloblastoma soélido, tumor odontogénico queratoquistico y

quiste dentigero.
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MATERIALES Y METODOS

TIPO DE ESTUDIO REALIZADO

Estudio observacional descriptivo transversal

ASPECTOS ETICOS

Este proyecto de tesis esta adscrito del Proyecto de Investigacion FIOUCh 13-003
cuyo protocolo de estudio fue aprobado por el comité ético cientifico de la Facultad
de Odontologia (21/08/2013) y el comité institucional de bioseguridad campus norte
(BID) (20/10/2013) (Ver Anexo N°2, pag 81).

UNIVERSO Y SELECCION DE LA MUESTRA

Del Biobanco del departamento de Patologia y Medicina Oral de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile se seleccionaron 28 muestras entre los afios
1997 y 2010 (10 muestras de AS, 10 muestras TOQQ y 8 muestras de QD), segun
criterios de inclusion y exclusion del estudio. EI muestreo correspondio al tipo no

probabilistico por conveniencia.

A) Criterios de inclusion

Muestras que correspondan a los siguientes diagndsticos histopatolégicos
definitivos: ameloblastoma sélido, tumor odontogénico queratoquistico y quiste
dentigero segun la OMS 2005.

B) Criterios de exclusién
e Muestras que dispongan informacion clinica incompleta en relacion a edad,
sexo Y localizacion anatomica.
e Muestras de TOQQ asociadas al Sindrome Nevo Basocelular o Sindrome de
Gorlin-Goltz.
e Muestras que correspondan a recurrencias y/o recidivas post-tratamiento

quirdrgico, segun la revision de las fichas de las biopsias de los registros.
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e Para las pruebas de Inmunohistoquimica, las muestras que dispongan de
escaso epitelio y/o presenten inflamacion moderada a severa, y/o muestras

con sobreinfeccion y/o epitelio hiperplasico para los TOQQ,

VARIABLES DEL ESTUDIO

Definiciones operacionales:

l. Sexo: El sexo del paciente sera determinado por el registro de la ficha de
biopsia de cada individuo: femenino o masculino.

Il. Localizacion anatomica: Para la distribucion de la localizacion anatémica de
las lesiones en los huesos maxilares se considerara las siguientes areas:
(A) anterior, (B) premolares, (C) molares, esta Ultima, en el caso de la
mandibula, comprenderd ademas la rama ascendente y angulo mandibular
y (>) para dos o mas éareas.

Il. Edad: La edad se expresara en afos y se distribuira por décadas.

V. Tipo de lesion: Correspondera segun los criterios diagnosticos
histopatolégicos para AS, TOQQ y QD, segun la clasificacion de la
Organizacion Mundial de la Salud afio 2005.

PROCEDIMIENTOS

Recoleccién de muestras

Se obtuvieron bloques de parafina de las muestras registradas en la base de datos
digital del Biobanco del departamento de Patologia y Medicina Oral de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile entre los afios 1997 y 2010 para la lesiones
que presenten el diagndstico histopatoldgico de AS, TOQQ y QD, luego se
realizaron procedimientos de laboratorio correspondientes a la obtencion de nuevas
laminillas para tinciébn hematoxilina/eosina. Posteriormente, se reevaluaron segun los
criterios histopatologicos a microscopia oOptica a distintos aumentos (objetivos: 10x,
40x y 100x). Estas observaciones microscopicas se realizaron en forma ciega, en
un microscopio Olympus BX41. Del universo de muestras se seleccionaron 28
muestras (10 muestras AS, 10 muestras TOQQs y 8 muestras de QD) segun

criterios de inclusion y exclusion.
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Recopilacion de datos clinicos

La informacidn clinica (sexo, localizacion anatomica y edad) fue obtenida a partir de
las fichas clinicas de los pacientes registradas en la base de datos digital del
Biobanco del departamento de Patologia y Medicina Oral de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile (Microsoft®Acess2003). La informacion
obtenida fue recopilada en una planilla del programa Microsoft Office: Microsoft Excel
2007.

Anonimizacién de lainformacion y datos personales

La informacion disponible en las fichas clinicas de los pacientes, registradas en el
Biobanco del departamento de Patologia y Medicina Oral, asighadas a las muestras
del estudio que comprendieron variables demogréficas (edad, sexo, nacionalidad,
fecha de nacimiento y estado civil) y datos personales (nombres, apellidos, registro
Gnico tributario (RUT), domicilio, nimero telefonico, profesion o actividad y prevision
social) fueron anoénimas, mantenidas en estricta confidencialidad y no fueron
utilizadas con fines comerciales y/o divulgacion a terceros. Solamente las variables
edad y sexo del paciente fueron utilizadas en el estudio con fines estadisticos

descriptivos de la investigacion.

Muestra bioldgica codificada o reversiblemente disociada

Las muestras biologicas fueron codificadas por personal externo al estudio mediante
cegamiento simple (los miembros del estudio desconocieron la asignacion de los
codigos). Las muestras no podian asociarse por los investigadores a una persona
identificada o identificable al sustituirse o desligarse la informacion que identificaba

al paciente.

Los codigos fueron asignados a cada muestra de manera aleatoria mediante una
clave alfanumérica, ejemplo: 1.01; 1.02; 1.03, etc. Esta asignacién de cdédigos la
realiz6 personal externo al proyecto de investigacion. En esta operacion se registré
de manera digital y escrita en un formulario, el codigo del registro de la muestra
biolégica del Biobanco del departamento de Patologia y Medicina Oral de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile y la nueva clave que se asigné

a este codigo en la codificacion, de tal manera de revertir esta operacion, con el
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objetivo de devolver las muestras biologicas al Biobanco una vez finalizada la etapa
experimental del estudio y preservar la asociacion de estas con la base de datos del
registro. La devolucién y descodificacion también fue realizada por personal

externo al estudio.

Procesamiento

Inmunohistoquimica y Procedimiento de Laboratorio
1. Se seleccionaron 10 bloques de parafina de biopsias de tumor

odontogénico queratoquistico solitario, 10 bloques de parafina de
ameloblastoma sélido y 8 bloques de parafina para QD. Estas muestras han
sido fijadas en formalina al 10% y procesadas para técnica histologica
convencional.

2. Se realizaron secciones de 4 um de espesor en un micrétomo de rotacion
Reichert-Jung, obteniendo 4 cortes de cada muestra, dos para cada uno de
los anticuerpos utilizados, una para H/E y una para el control negativo, los
que fueron montados en portaobjetos silanizados (3-
Aminopropyltriethoxysilane, Polysciences, Inc., U.S.A.). Luego estas placas
se llevaron a la estufa de secado por 1 hora a 60°c y se dejaron toda la
noche a 37°C.

3. Las placas fueron desparafinadas e hidratadas mediante una bateria
consistente en 2 bafios de xilol (15 minutos cada una), 2 inmersiones de
alcohol de 99° (15 minutos cada una), otros 2 bafios de alcohol de 95° (10
minutos cada una), 1 bafio de agua corriente (5 minutos) y por ultimo una
inmersion de agua destilada. ( 5 minutos)

4. Las muestras se delimitan con lapiz hidr6fobo, para luego someterlas a
lavados con PBS (Buffer fosfato salino) PH 7.4 por 10 minutos en vaso
coplin vertical. Posteriormente se realiza la recuperacién de los sitios
antigénicos a través de calor humedo con vaporera (precalentada
previamente 20 minutos) con buffer citrato a PH 6,0. Se exponen a vapor
por 20 minutos para después dejar enfriar las muestras en frezeer (-4°) por

20 minutos o hasta llegar a los 20°c.
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5. A continuacion se realiz6 el bloqueo de la peroxidasa enddgena con
perdoxido de hidrégeno (H20,) al 3% (Metanol), por 20 minutos, para luego
realizar lavado con buffer PBS PH 7,4 en vaso coplin vertical por 30
minutos.

6. Posteriormente, se realiz6 bloqueo de antigenos inespecificos con suero
segun protocolo del sistema de inmuno deteccion (BSB 0203, Bio SB,
Santa Barbara, California) por 20 minutos. Los anticuerpos utilizados fueron
los siguientes: mouse anti ki-67 monoclonal antibody (BSB 5711, Bio SB,
Santa Barbara, California), Mouse anti COX-2 monoclonal antibody (BSB
5842, Bio SB, Santa Barbara, California).

7. Se sometieron a lavados con PBS (30 minutos en vaso coplin vertical) entre
cada etapa. Se realizd contra tincibn con hematoxilina, hidratacion en
alcoholes ascendentes (96° y absoluto) y xilol para terminar con el montaje de
la muestras.

8. Para la inmunodeteccion se utiliz6 el método Avidina-Biotina-Peroxidasa
y revelado con DAB (BSB 0203, Bio SB, Santa Barbara, California).

Descripcién de los anticuerpos utilizados:

ANTICUERPO | TIPO CLON | ISOTIPO | CATAL.N° | TIPO ANTIC DILUCION | LOCALIZ
COX-2 Conejo RNT- | IgG BSB 5362 | Concentrado | 1:100 Citoplas.
monoclonal | COX-
2
KI-67 Conejo EP5 lg G BSB 5712 | Concentrado | 1:50 Nuclear
monoclonal
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Controles positivos y negativos
Se emplearon las siguientes muestras para los controles positivos:

e COX-2: Adenocarcinoma de colon

e Ki-67: Carcinoma de células escamosas de mucosa bucal
Para los controles negativos se omitidé el anticuerpo primario y secundario en las
muestras empleadas como controles positivos y fue reemplazado por solucion PBS
PH 7.,4.

Cuantificacion de los antigenos en estudio
La presencia y cuantificacion de células marcadas positivamente a la

inmunodeteccion se determind contabilizando visualmente el nUmero de células

positivas (color marrén) en relacién al total de células del campo.

Se evaluaron los siguientes estratos del revestimiento epitelial: basal, suprabasal,
intermedio y superficial. El indice de Proliferacion (IP) en el caso de Ki-67 o el indice
de marcacion (IM) para COX-2, se obtuvo a través de una microfotografia a 40X
realizada en microscopia Optica convencional (Olympus BX41), en 5 campos por
caso estudiado. Este método semi-cuantitativo se basé en el empleado por Dong y
cols, 2010. El conteo de células marcadas de la zona seleccionada se realiz6 a
través del programa Micrometrics SE Premiun donde se contabilizaron las células
positivas en el epitelio para los anticuerpos respectivos para posteriormente dividir
por el total de células contabilizadas por campo, para después multiplicar por 100 y
asi obtener el porcentaje. La informacion obtenida fue recopilada en una planilla del
programa Microsoft Office: Microsoft Excel 2007.

Este recuento se realiz6 en forma ciega por dos observadores. Para cuantificar el
grado de concordancia de los examinadores se realizo el Test estadistico de Kappa,
recomendado por Landis y Koch, 1977, el cual dio un coeficiente de 0,78 lo que
permitié afirmar que existe una fuerza de concordancia “considerable” segun la tabla
de expresion cualitativa.

Para realizar el andlisis de los resultados para COX-2, se categorizd en subgrupos
segun IM observado en 5 campos (40x) por cada muestra, ya que los rangos de IM

eran muy distantes entre si.
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La categorizacion se realizo en 4 grupos:
¢ Nulo, cuando no existia expresion de COX-2.
e Leve, cuando se encontr6 0,1- 20% de intensidad en el epitelio.
e Moderado, entre 20,1 - 50% de intensidad en la tincion.

e Severo, cuando la expresion de COX-2 era > al 50,1% en el epitelio.

La intensidad de marcacién para considerar positiva la expresion de COX-2 es
similar a la tincién de células inflamatorias correspondientes a macrofagos y
linfocitos B activados (como patron para valorar la positividad en la

inmunomarcacion citoplasmatica de las células epiteliales de los TO).

Para el andlisis de la expresion de Ki-67, no se categorizaron los resultados, solo
se utilizé el IP como tal, el cual corresponde al igual que para COX-2 el IM que es

el cuociente entre las células positivas y el total de células.

ANALISIS DE LA INFORMACION

El andlisis se realiz6 mediante estadistica descriptiva para caracterizar las variables
demogréficas de la muestra. La estadistica descriptiva y analitica se realizé usando
el programa STATA 11 SE.

A través del Test de Shapiro-Wilk se determind la distribucion no paramétrica para
las variables indice de proliferaciéon para Ki-67 e indice de marcacion para COX-2 en
TOQQ, AS y QD. Posteriormente se utiliz6 U-Mann Whitney-Wilcoxon para comparar
las frecuencias de expresion de marcacion existente entre los grupos TOQQ, AS y

QD para células marcadas con inmunohistoquimica en los campos observados.

Se consider6 una diferencia estadisticamente significativa, si la significancia bilateral
arrojada en cada test era menor o igual que 0,05 (p<0,05), con un intervalo de

confianza del 95%.
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RESULTADOS

CARACTERIZACION DE LA MUESTRA

Del universo de 145 casos registrados en el Biobanco del departamento de
Patologia y Medicina Oral de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile
entre los afios 1997 y 2010, seleccionamos 10 muestras las cuales corresponden a
diagnosticos histopatoldgicos de ameloblastoma solido, también de un total de 356
biopsias de tumor odontogénico queratoquistico de tipo solitario, se seleccionaron 10
muestras y de un dltimo universo de 155 casos para Quiste dentigero se
selecionaron 8 muestras, segun criterios de inclusion y exclusion del estudio.

A partir de los bloques de parafina correspondientes a estos casos, se obtuvieron
cortes histopatologicos los que fueron sometidos a técnicas de imnunohistoquimica,
descartandose aquellas lesiones que por desprendimiento del epitelio nos
permitieron obtener 5 campos a 40X. Esto resultdé en 10 muestras de AS, 10 de
TOQQ y 8 de QD para el estudio inmunohistoquimico.

Caracteristicas Demogréficas:

La muestra quedo6 constituida por, 5 mujeres y 5 hombres en el caso de AS, 6
mujeres y 4 hombres en el caso de TOQQ, 3 mujeres y 5 hombres en el caso del
QD.Ver Tabla 1.

El rango de edad para AS va de 16 a 75 afos, distribuyéndose entre la 2da y 8va
década, con un promedio de 41,5 SD+20 y una mediana de 39,5 afios. En el caso de
TOQQ, se presentd entre los 9 y 67 afos, encontrdndose la mayoria de los
pacientes entre la 4ta y 5ta década, con un promedio de 37,1 SD+ 18 y una mediana
de 38 afios. El QD se presentd entre los 7 y 63 afios, distribuyéndose
mayoritariamente en la primera década, con un promedio de 24 SD+ 22,2 afios, Yy

una mediana de 12,5 afos.
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RELACION PROMEDIO Y MEDIANA RELACION
LESION HOMBRE: RANGO DE EDAD (ANOS) MAXILAR: MANDIB.
MUJER (ANOS)
AS 1:1 41,5 SD+20 39,5 1:2,33
(16-75)
TOQQ 1:1,5 37,1SD+18 38 0:10
(9-67)
QD 1,66:1 24 SD+22,2 12,5 7:1
(7-63)

Tabla 1. Relacion hombre: mujer; promedio, rango etario y mediana; y relacién maxilar: mandibular
para ameloblastoma sélido (AS), tumor odontogénico queratoquistico (TOQQ) y quiste dentigero

(QD).

GRAFICO 1. FRECUENCIA DE AS,TOQQ Y
QD SEGUN DECADAS
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Grafico 1: Frecuenciade AS, TOQQ y QD segin décadas.
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El AS se localizd principalmente en los siguientes sectores: sector posterior y
premolar mandibular con un 70% en total, en el maxilar en la zona posterior un 20%
y un 10% en la zona anterior. La region més frecuente en el caso del TOQQ fue la
zona mandibular posterior con un 80% y un 20% en la zona anterior mandibular. El
QD mayoritariamente se encontrd en el maxilar asociados a canino e incisivo central
en el sector anterior, luego en la zona de premolares y molares asociados a primer
molar y primer premolar y en la zona mandibular solamente

asociado a segundo premolar en la zona de pm. Ver Fig.1

TOoOQQ

Figura 1. Localizacién anatomica de ameloblastoma sélido, tumor odontogénico queratoquistico y
quiste dentigero.
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CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS DE AS, TOQQ, QD Y CONTROLES

Previo al estudio inmunohistoquimico se observo previamente las distintas
muestras mAas sus respectivos controles positivos y negativos, con tincion
hematoxilina-eosina. Ver Fig 2.

En todas estas muestras se encontraban zonas sin inflamacion o inflamacion muy
escasa y ausencia de necrosis, lo que se explicita en los criterios de inclus y
exlusion

De las 10 lesiones de AS, 2 presentaron un patrén folicular (20%), 6 patrén

plexiforme (60%) y 2 folicular-plexiforme (20%).
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CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DE KI-67 Y COX-2 EN
AMELOBLASTOMAS SOLIDOS.

Los 10 casos de AS presentaron marcacion positiva para los 2 anticuerpos en
estudio en el epitelio odontogénico neoplésico. Las proteinas Ki-67 se detectaron a
nivel nuclear, mientras que COX-2 se observo a nivel citoplasmatico. En los AS se
observdG marcacion de Ki-67 predominantemente en las células columnares
periféricas, en tanto, las células que asemejan el reticulo estrellado presentaron

menor marcacion. Ver Fig.3

El promedio de marcacion del total de células epiteliales evaluadas en 5 campos por
caso, fue de un 7,012 % SD+ 4,5 para Ki-67 y para COX-2 fue de 36,82%, SD+21
junto con este IM se realizd una clasificacion en diferentes categorias (Leve,

Moderado, Severo) por su amplio rango de expresion. Ver Tabla.2

Casos IP Ki-67 IM COX-2 Categorizacion

AS % % COX-2

1 5,67 18,88 Leve

2 17,93 37,76 Moderado

3 6,27 15,74 Leve

4 9,18 17,94 Leve

) 3,45 67,02 Severo

6 4,63 11,9 Leve

7 10,6 48,46 Moderado

8 5,64 64,66 Severo

9 3,28 75,38 Severo

10 3,47 10,5 Leve
Promedio 7,012 SD+4,5 | 36,82 SD+ 21 Moderado

Tabla 2. Indice de proliferacién y marcacién para cada una de las lesiones de AS y promedios
finales para Ki-67 y COX-2 (categorizacion)
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40X

10X

Solido (AS) a 10X y 40X.

Figura 3. Marcacion inmunochistoquimica de Ki-67 y COX-2 en Ameloblastoma
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CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DE KI-67 Y COX-2 EN TOQQ

Los 10 casos de TOQQ presentaron marcacion positiva para el anticuerpo y la
enzima en el epitelio odontogénico en los distintos campos evaluados. Ki-67
presentd distribucion nuclear y COX-2 localizacion citoplasmatica, al igual que en
AS. En TOQQ la proteina Ki-67 fue observada principalmente en estratos
suprabasales del epitelio. Ver Fig 4.

El indice de marcacion promedio de células epiteliales positivas fue de un 12,28%
SD+ 3,0 para Ki-67, y para COX-2 de 43,11 % SD+ 26 (Moderado). Ver Tabla 3

Casos IP Ki-67 IM COX-2 Categorizacion
ToQQ % % COX-2
1 13,18 18,88 Leve
2 7,59 12,52 Leve
3 8,74 26,14 Moderado
4 11,72 76,54 Severo
5 17,54 64,6 Severo
6 12,12 71,66 Severo
7 15,71 73,88 Severo
8 11,11 15,2 Leve
9 13,99 39,8 Moderado
10 11,1 31,9 Moderado
Promedio 12,28 SD+ 3,0 | 43,11 SD=* 26 Moderado

Tabla 3. indice de proliferacion y marcacion de cada una de las lesiones de TOQQ y

promedios para Ki-67 y COX-2 (Categorizacion)
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10X

40X

KI-67

COX-2

Figura 4. Marcacion inmunohistoquimica de Ki-67 y COX-2 en Tumor Odontogénico Queratoquistico
(TOQQ) a 10Xy 40X.
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CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DE KI-67 Y COX-2 EN QD
De los 8 casos de QD, 7 de éstos presentaron marcacion positiva para Ki-67 con un

IP promedio de 2,41% SD+ 2,7 y para COX-2 que tiene una expresion citoplasmatica
tuvo un IM promedio de 14,86% SD+ 6,3 (Leve). Ver Tabla 4.

Casos IP Ki-67 IM COX-2 Categorizacion

QD % % COX-2

1 6,31 9,32 Leve

2 0 18,22 Leve

3 0,5 39,7 Moderado

4 0,68 14,4 Leve

5 5,55 0 Nulo

6 0,5 7,6 Leve

7 4,87 16,36 Leve

8 0,87 13,35 Leve
Promedio 2,41 SD+ 2,7 14,86 SD+6,3 Leve

Tabla 4. indice de proliferacion y marcacion para cada una de las lesiones de QD y promedios
finales para Ki-67 y COX-2
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Figura 5. Marcacion Inmunohistoquimica para Ki-67 y COX-2 en Quiste Dentigero (QD) a 10X y 40X.
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COMPARACION DE LA EXPRESION DE KI-67 ENTRE TOQQ, AS Y QD

Al comparar la expresion inmunohistoquimica de la proteina Ki-67 en AS, TOQQ y
QD se observé una mayor expresion en TOQQ, con un porcentaje de células
positivas de 12,28% SD+ 3,0, un 7,01 % SD+ 4,5 para AS y un 2,41% SDz 2,7
para QD.

Al aplicar el test de U Mann- Whitney (Wilcoxon) se obtiene que para el caso de
TOQQ vs AS, TOQQ vs QD Y AS vs QD, la expresion de Ki-67 mostro diferencias
estadisticamente significativas con un p-valor <0,05 para las 3 comparaciones de

lesiones.

COMPARACION DE LA EXPRESION DE COX-2 ENTRE TOQQ, AS Y QD

Al comparar la expresion inmunohistoquimica de COX-2 en AS, TOQQ y QD se
observé una mayor expresion en TOQQ, con un porcentaje de células positivas
promedio de 43,11% SD+ 26, un 36,82 % SDz 21 para AS, y un 14,86 % SD+ 6,3
para QD.

Al aplicar el test de U Mann- Whitney (Wilcoxon) se obtiene que solo para el caso
de TOQQ vs QD la expresion de COX-2 mostrd una diferencia estadisticamente
significativo, a diferencia de la comparacion entre QD vs AS y AS vs TOQQ donde
la expresion de COX-2 no mostro diferencias estadisticamente significativas con

un p-valor <0,05.
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CATEGORIZACION COX-2
LESION N° NULO LEVE | MODERADO | SEVERO PROMEDIO
IM
TOQQ 10 0 3 3 4 43,11%
AS 10 0 5 2 3 36,82%
QD 8 1 6 1 0 14,86%

Tabla 5.Tabla resumen de categorizacién y promedios finales para COX-2

TOQQ AS QD
IM (COX-2) | 43,11 SD+ 26 | 36,82 SD+21 | 14,86 SD+6,3
B B
IP (Ki-67) | 12,28 SD+3,0 | 7,012 SD#4,5 | 2,41 SD+2,7
a-B a-y B-vy

Tabla 6. Tablaresumen de indice de marcacién y proliferacion de TOQQ-AS-QD.
o Si existe diferencia estadistica significativa, ente TOQQ- AS con el Test de Mann- Whitney con un p-valor <0,05.
B: Si existe diferencia estadistica significativa, ente TOQQ- QD con el Test de Mann- Whitney con un p-valor <0,05.

Y: Si existe diferencia estadistica significativa, ente AS- QD con el Test de Mann- Whitney con un p-valor <0,05.
IM: Indice de marcacion.

IP: Indice de proliferacion.
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DISCUSION

El presente estudio se realizé con el objetivo principal de determinar la expresion de
COX-2 y Ki-67 en el epitelio de ameloblastomas sélidos, tumores odontogénicos
gueratoquisticos solitarios y quistes dentigeros, registrados en el Biobanco del
departamento de Patologia y Medicina Oral de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile entre los afios 1997 y 2010.

En nuestro estudio, se obserd, una relacion hombre: mujer para TOQQ de, 1:1,5;
para AS, 1:1 y QD, 1,66:1, de acuerdo a la distribucion por sexo El rango etario
para TOQQ, comprendio entre los 9 y 67 afos, registrandose la mayoria de los
pacientes entre la 4y 5% década de vida, con un promedio de edad de 37,1 SD+ 18
afos (mediana: 38 afos). El rango de edad para AS se presento entre los 16 y 75
afios, con una amplia distribucién desde la 2% a la 8" década de vida, con un
promedio de 41,5 SD+ 20 afios (mediana: 39,5 afios). El rango de edad para QD fue
entre los 7 y 63 afios con un promedio de 24 SD+ 22,2 afios (mediana: 12,5 afios),
sin embargo, la distribucion fue marcadamente mayor en la 2° década de vida con
un 37,5% de frecuencia. En relacion a la localizacion anatémica de las muestras, el
100% de los casos de TOOQ se localizaron en mandibula. EI AS se encontrd
mayoritariamente también en mandibula, con una presencia del 70% y una relacion
maxilar: mandibular de 1:2,3. EI QD se encontr6 principalmente asociado a caninos
superiores, con una relacion maxilar: mandibular de 7:1. En la epidemiologia descrita
en la literatura internacional para este tipo de lesiones, autores como Avelar y cols,
2008; Servato y cols, 2013 han descrito que no existe una predileccion respecto a la
distribucion por sexo para TOQQ Y AS, con una relaciéon h.m de 1:1,3 y 1,1:1
respectivamente. Para el QD, se describe una predileccién por el sexo masculino en
los estudios de Ochsenius y cols, 2002; Tortorici y cols, 2008 y Demirkol y cols,
2014, con unarelacién h: mde 1,7:1, 1,6:1; y 1,7:1; respectivamente.

Nuestros datos epidemiologicos, sobre edad, sexo y localizacion anatdmica, no son
comparables a series de estudios de prevalencia para TO reportados en la literatura,

esto es debido al reducido nimero de casos de nuestra investigacion.
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En nuestro estudio, para el marcador celular Ki-67 se observd un indice de
proliferacion mas alto para TOQQ, en comparacion con AS y QD, siendo este de un
12,28%, 7,012% y 2,41 respectivamente. Este mayor indice de proliferacion del
TOQQ respecto al AS también fue descrito por Amaral y cols, 2012, en un estudio
realizado con 11 casos de ameloblastomas solidos y 11 casos de TOQQ, con
indices de proliferacion para TOQQ y AS de 9.8% y 3,4% respectivamente. Soluk y
cols, 2012, en un estudio con 20 casos de AS y 20 casos de TOQQ, realizado en la
Universidad de Estambul, describen un mayor indice de proliferacion de Ki-67 para
TOQQ respecto al AS. Mendes y cols, 20117a”, con 20 casos de TOQQ; 2 de estos
asociados al Sindrome Nevo Baso Celular, evaluaron y compararon la expresion
inmunohistoquimica de Ki-67, p53 y COX-2 describiendo una marcacion positiva de
Ki-67 en 18 casos (90%) de los TOQQ, con un namero idéntico de muestras con
expresiones leves y fuertes (45% para cada intensidad de marcacion) y solo 2 casos
(10%) fueron negativos para un total de 20 TOQQ. Asimismo, Nadalin y cols, 2011;
describieron inmunopositividad similar, para Ki-67 en 16 muestras (94,1%) de un
total de 17 casos. Respecto a la expresion de Ki-67 en AS, Florescu y cols, 2012,
demostraron una inmunopositividad en 14 casos de un total de 17. (82,3%).
Similares resultados fueron los obtenidos por Bologna-Molina y cols, 2008, que
sefialan un promedio de indice de proliferacion para Ki-67 de 12,8% para 45 casos
de AS y de 15,1% para 75 casos de AU, la diferencia con nuestro estudio fue que
evaluaron mas de un tipo clinico-patolégico de ameloblastoma. Los resultados
encontrados en estos estudios son similares a los encontrados en nuestra
investigacion, en cuanto a una mayor expresion de Ki-67 en TOQQ v/is AS,
expresado a través de su indice de proliferacién. Sin embargo, los resultados del
presente estudio difieren de los de Gabdail y cols, 2012, en el cual incluyeron 14 y 32
casos para AS y TOQQ respectivamente, como resultado se obtuvo un indice de
marcacion para Ki-67 mayor en AS que para TOQQ, obteniendo un IP de 14,75% y
12,92% respectivamente, lo que es totalmente opuesto a lo encontrado en nuestro
estudio donde el indice de proliferacion para Ki-67 fue mayor para TOQQ que para
AS.



-51-

Esta mayor deteccion de proliferacion celular en TOQQ respecto de AS observada al
evaluar la expresion de Ki-67 en nuestro trabajo y en las mencionadas
investigaciones, no se correlaciona con la mayor agresividad que presenta el AS v/s
el TOQQ. Esta aparente incoherencia entre los resultados moleculares y el
comportamiento clinico de estas lesiones, podria explicarse por los mecanismos de
crecimiento tumoral, los que ocurren por un desbalance entre la tasa de proliferacion
y muerte celular, mayor proliferacion en comparcion con la baja muerte celular.

Es importante mencionar que para la presente investigacion solo se evalu6
proliferacion celular a través del marcador Ki-67, no tomando en cuenta la muerte
celular, ya que cuyo estudio cuantitativo en muestras histopatoldégicas es mas
complejo que la cuantificacion de proliferaciéon celular. La muerte celular, debe haber
estado presente en estos tejidos en cualquiera de sus formas de presentacion, tales
como, apoptosis, necrosis, autofagia u otras.

Por otra parte, dentro de nuestro estudio, también observamos la expresion de Ki-67
en quiste dentigero, la eleccibn de esta patologia se debe béasicamente a la
diferencia en el comportamiento clinico-patolégico de esta lesion quistica en
comparacion con los TO (TOQQ y AS). El QD, es una lesion que puede expandir
pero no infiltrar, es una lesén que raramente recidiva y no es localmente agresiva,
por lo que presenta un buen comportamiento, pero al igual que para TO existen
estudios donde se realiza la inmunomarcacion de Ki-67, para poder estudiar
proliferacion celular en este quiste. Autores como Gller y cols, 2012, describieron un
indice de proliferacion 7,43% para el QD. Gaiger de Oliveira y cols, 2011 sefialaron
que la inmunopositividad para Ki-67 fue mayor en las células basales (16,06%) que
en las suprabasales (3,28%) del revestimiento epitelial del QD. Nafarzadeh y cols,
2013 sefialan un promedio de IP de 5,33%, lo cual es similar a lo observado en
nuestro estudio, en cuanto al bajo indice de proliferacion para Ki-67 en esta lesion,
lo que corrobora su buen comportamiento. Rahman y cols, 2013 describen un IP
para QD de 23,81%, este resultado en particular difiere del nuestro, lo cual puede
ser atribuible a diferentes variables, como por ejemplo, la falta de elaboracién de un
adecuado protocolo inmunohistoquimico o la poca rigurosidad de los critrerios de
inclusion no planteados especificamente por Rahman y cols, 2013 en su estudio. A
pesar de esto, nuestro bajo indice de proliferacion para Ki-67 (2,41%), al igual que
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para COX-2 (14,86) es lo esperado en esta investigacion. Es importante mencionar
que la expresion de COX-2 en QD no ha sido publicada en la literatura internacional

hasta el momento.

Junto con la expresion de Ki-67 se evalué la expresion de COX-2 mediante
inmunodeteccion. La actividad COX-2 esta relacionada con el desarrollo neoplasico
en diferentes tipos de tumores, mediante mecanismos como la inhibicion de la
apoptosis en las células tumorales y el favorecimiento de la expansion tumoral al
inducir la angiogénesis en el tumor. (Tsujiy cols, 1998; Stephen y cols, 2000). La
expresion de COX-2 ha sido ampliamente estudiada en adenocarcinomas de colon
(AC), como también se ha descrito su expresion en poliposis adenomatosa familiar
(Chan y cols, 1998; Stephen y cols, 2000; Wasilewicz y cols, 2010). Asimismo se ha
descrito su expresion en cancer de mama y pulmon. (Soslow y cols, 2000). También
existe evidencia de inmunopositividad de COX-2 en neoplasias de cavidad oral
como, el carcinoma de células escamosas. (Gallo y cols, 2002; Chan y cols, 1999).
El papel de la COX-2 en la tumorigénesis de colon ha sido bien establecido y ha
servido como fundamento para el uso de los inhibidores selectivos de COX-2. Como
se habia mencionado anteriormente, se ha demostrado una sobreexpresion de
COX-2 en adenocarcinomas de colon, como también se ha descrito una disminucion
en la expresion COX-2 cuando se administran inhibidores selectivos para esta
enzima en estas patologias, detectandose, por lo tanto, una reduccion en el epitelio y
estroma de adenocarcinomas de colon pero no en mucosa normal. (Rigas y Kashfi,
2005)

La aspirina y otros AINES inhiben tanto COX-1 como COX-2, mientras que los
Coxibs, como el Celecoxib, Valdecoxib y Etoricoxib, entre otros, inhiben
selectivamente la isoforma COX-2. Estudios han demostrado que el Celecoxib
proporciona una eficacia significativa quimiopreventiva contra el desarrollo de polipos
gastro-intestinales evitando el desarrollo de cancer y por ende su accién es mucho
mas eficiente que la de los inhibidores de COX no selectivos, también se ha
comprobado que tiene menos efectos adversos secundarios que otros inhidores de

COX-2 (Reddy y cols, 2000). Sin embargo el requisito de dosis altas y el aumento de
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incidencia de eventos cardiovasculares y ulceraciones gastrointestinales han sido
elementos de disuasion para una amplia y mayor difusion de esta aplicacion clinica
y farmacolégica. Observaciones a largo plazo sugieren gque los inhibidores de COX-2
selectivos pueden contribuir al aumento de riesgo cardiovascular en individuos con
condiciones protrombdéticas, esto es de suma importancia a tener en cuenta para ser
considerado como una reaccion adversa medicamentosa en la administracion de
estos farmacos, como también es importante tener presente los posibles eventos
tromboembdlicos para estos pacientes. (Rao y cols, 2012; Solomon y cols, 2005;
White y cols, 2003). Diversos estudios experimentales han demostrado que la
administracion de Celecoxib en modelos tumorales murinos disminuye la
proliferacién celular y aumenta la apoptosis, este efecto no se haya limitado a las
células neoplasicas, puesto que se ha observado que este farmaco ocasiona una
accion similar en las células endoteliales, lo que potencia su efecto antiangiogénico

(Leahy y cols, 2002; Masferrer y cols, 2000).

No obstante, la expresion de COX-2 ha sido muy poco estudiada para tumores
odontogénicos (TO). Existen solo 5 trabajos a la fecha, en la literatura que asocian
estos marcadores con TOQQ y AS. Autores como Driemel y cols, 2007; Mendes
y cols, 2011"a” "b”; Wang y cols, 2013 y Cecim y cols, 2014 han estudiado su
expresion en TOQQ y AME.

En nuestro estudio la expresién de COX-2 en TOQQ y AS no presentaron grandes
diferencias entre si, el promedio para el indice de marcacion de COX-2 fue de
43,11% +26 (Moderado) y 36,82%+21 (Moderado) respectivamente, siendo mayor
para TOQQ. También se pudo constatar una marcacidon de COX-2 en todos los
estratos del epitelio, sin embargo se observd un leve aumento de la expresion en
células basales por sobre las de estratos suprabasales, tanto para TOQQ como para
AS. Es importante mencionar que debido al tamafio pequefio de nuestra muestra,
son necesarios estudios mas amplios, para asi mejorar nuestro conocimiento sobre

el papel de la COX-2 en el mecanismo patogénico de estas neoplasias.
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Mendes y cols, 20117a”, estudiaron biopsias de pacientes que fueron tratados en
el Centro Médico Universitario (Vumc) en Amsterdam, Holanda, tomando 20
muestras de TOQQ, las que fueron sometidas a inmunohistoquimica para COX-2,
para luego clasificarlas basandose en la intensidad de la expresion del anticuerpo
en las células epiteliales. Como resultado se obtuvo un 93,3% (14 muestras) de
iInmunopositividad para COX-2 en TOQQ. En otro estudio de este mismo autor,
Mendes y cols, 2011 "b” se sefiala que la expresion de COX-2 en TOQQ
desempeiia un papel importante en el crecimiento tumoral y la diseminacion de
éste al interferir con, proliferacion celular, adhesion celular, vigilancia inmune,
apoptosis y angiogénesis. De las 116 casos analizados en el estudio de Mendes y
cols, 2011"b”, 33 (28,4%) fueron negativos para COX-2, 36 (31%) tuvieron
expresion leve positividad y 47 (40,5%) fuerte positividad. Otro estudio es el de
Cecim y cols, 2014, cuantificaron la expresiéon de COX-2 en 14 muestras de AS en
6 campos (40x), a través de la intensidad de expresion de la enzima, obteniendo
una inmunopositividad para COX-2, pero sin reportar un indice de marcacion
especifico. La investigacion de Driemel y cols, 2007, corresponde al Unico estudio
hasta a la fecha, donde analizaron tanto para TOQQ como para AS la expresion
de COX-2, en el cual se observo que la mayoria de los casos de AM mostraban
una inmunopositividad para COX-2. Se detect6 COX-2 en 12 casos de un total de
15 (82%) de AM, pero solo 23 casos (33%) de un total de 70 TOOQ. Wang y cols,
2013, a través de un método semicuantitativo basaron su clasificacion en la
intensidad de expresiéon de COX-2 en TOQQ, utilizaron 16 casos, excluyendo los
asociados a SNBC y los clasificaron en 2 grupos. Grupo I: TOQQ previo a la
descompresion y Grupo Il: TOQQ descomprimido + enucleacion. En el Grupo |
COX-2 se expreso6 en 15 de 16 casos (6 fuertes y 9 débiles). En el Grupo Il, 4 de
los 16 fueron leves o negativos y en los 12 casos restantes la expresion de COX-2
se redujo significativamente. Como resultado se obtuvo que la expresion de COX-
2 en TOQQ con descompresion disminuy6 significativamente en comparacion con
las muestras obtenidas previo al inicio del tratamiento, disminuyendo de un 93,8%
a un 18,8% sus indices de marcacion, se concluye que una reduccion significativa
de la expresion de COX-2, se asocia con el tratamiento descompresivo de los
TOQQ, es decir con una disminucion del desarrollo de la neoplasia.
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Mendes y cols, 2011”b”, sugieren que la expresion de COX-2 puede ser un
marcador importante involucrado en el comportamiento biolégico del TOQQ, por lo
que su presencia podria determinar la posibilidad de recidiva de esta patologia,
por lo que es fundamental tener un mejor y mayor manejo de las posibilidades
terapéuticas a realizar. Es importante mencionar que debido al tamafio reducido
de nuestra muestra, son necesarios estudios mas amplios, para asi mejorar el
conocimiento sobre el papel de COX-2 en el mecanismo patogénico de estas

neoplasias.

Los resultados reflejados en nuestro estudio en conjunto con la bibliografia
analizada, sugieren que COX-2, podria ser un marcador importante implicado en
el comportamiento biolégico de TOQQ y AS. Asi también debido a los multiples
estudios realizados en adenocarcinoma de colon esporadicos, como también en
poliposis adenomatosa familiar, donde se observarvé que la administracion de
inhidores de COX-2 jugarian un rol fundamental en la inhibicion del crecimiento de
estas neoplasias, en conjunto con los resultados de los trabajos antes
mencionados respecto a la expresiéon de COX-2 en estos TO, es lo que nos invita
a estudiar un posible rol terapedtico de estos AINES para los tumores
odontogénicos, los cuales podrian retardar el desarrollo y/o las recurrencias tanto
de AS como TOQQ, y/o disminuir los tiempos de descompresion de los TOQQ.
Esta nueva perspectiva en el tratamiento de estos tumores odontogénicos podria
proporcionar una mejora sustancial de la morbilidad de los pacientes afectados.
Para esto es necesario disefiar nuevas investigaciones, como ensayos clinicos,
los cuales nos permitirian aportar al desarrollo de nuevas terapias, para contribuir
con un plan de tratamiento adecuado y efectivo, que entregue al paciente una

mejor calidad de vida.
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CONCLUSIONES
e EI indice de expresion inmunohistoquimica para el marcador de
proliferacion celular KI-67, fue més alto para TOQQ que para AS Y QD.
e El indice de Marcaciéon para COX-2 fue similar entre TOQQ y AS.

e Solo para el caso de TOQQ vs QD la expresion de COX-2 mostrdé una

diferencia estadisticamente significativa.
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DIFO N°® 0143/2013
Mat. Aprobacién y asignacion codigo
FIOUCh

Sefior

Dr. Enrico Escobar
Departamento de Patologia
Facultad de Odontologia
PRESENTE

Estimado doctor Escobar:

Me permito informar a usted que su proyecto “Expresiéon Inmunohistoquimica de Ciclooxigenasa-2 y su
relacion con el ciclo y proliferacion celular en tumores odontogénicos epiteliales localmente agresivos y
carcinomas espino celulares de mucosa bucal” fue aprobado en el Concurso de Proyectos de Investigacion
en Odontologia FIOUCh 2013.

Dicho proyecto ha recibido el siguiente cédigo de inscripcién en la Direccién de Investigacion: FIOUCh 13-003.
La fecha de inicio es octubre de 2013 y cuenta con una duracién maxima de dos afios (fecha de término:
octubre de 2015).

Recuerdo a usted que, segun informacién entregada el 30 de agosto, todas las compras seran realizadas con el
centro de costo de la Direccion de Investigacion y las solicitudes de adquisiciones y de salida de bodega,
deberan ser firmadas por el Director de Investigacién; la Direccién Econémica y Administrativa NO recibira
solicitudes de compras para proyectos FIOUCh que no provengan de la Direccion de Investigacion.

Por lo sefialado anteriormente, solicito a usted hacer llegar a esta Direccién el Formulario de Adquisicién
completo (se adjunta), cotizaciones en caso de ser necesario e indicar la fecha en que requiere los productos se
encuentren en la Facultad.

Para formalizar el inicio del proyecto, solicitamos a usted firmar la carta de compromiso adjunta.

Sin otro particular, se despide cordialmente de usted,

sPr. GONZALO RODRIGUEZ MARTINEZ
4 Director de Investigacion

GRM — cmg

FACULTAD DE ODONTOLOGIA-DIRECCION DE INVESTIGACION
SERGIO LIVINGSTONE P. N° 943 - PISO 3, INDEPENDENCIA
Teléfono: 2978 1845 e-mail: investigacisn@odontologia.uchile.cl
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ANEXO 2
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UDUN"ULOUW ACTA DE APROBACION DE PROTOCOLO DE INVESTIGACION

Gl | NIVERSIDAD DE CHILE

ACTA N®: 2013/11

1. Acta de Aprobacion de Protocolo de Estudio N° 2013/20.

2. Miembros del Comité Etico-Cientifico de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile participantes en la aprobacion del Proyecto:

Dra. Maria Angélica Torres Dra. Claudia Lefimil Puente
Presidente del CEC Secretaria del CEC
Dr. Eduardo Rodriguez Srta. Karin Lagos
Miembro permanente del CEC Miembro permanente del CEC
Dra. Blanca Urzua Dra. Ximena Lee
Miembro permanente del CEC Miembro permanente del CEC
3. Fecha de Aprobacion: 14/08/2013
4. Titulo completo del proyecto:  “Expresidn inmunohistoquimica de ciclooxigenasa-2 y su

relacion con el ciclo celular y proliferacion en tumores
odontogénicos epiteliales localmente agresivos y carcinomas

espino celulares de mucosa bucal”. Proyecto Fiouch. Version

30/07/2013.
5. Investigador responsable: Dr. Enrico Escobar Lopez.
6. Institucion: Departamento de Patologia y Medicina Oral, Facultad de

Odontologia, Universidad de Chile.

7. Documentacion Revisada:
e CV del Investigador principal y del Investigador Alterno.

e Autorizacién del Director del Departamento de Patologia y Medicina Oral para el uso

de material biolégico almacenado en el Biobanco del Departamento.
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8. Fundamentacion de la aprobacion:

Marcadores moleculares, como la ciclooxigenasa-2 (COX-2), se encuentran aumentados en
diversas neoplasias, especialmente en aquellas malignas, cumpliendo un papel importante en el
crecimiento y diseminacion tumoral. Sin embargo, no existen estudios acabados al respecto. En el
presente estudio se propone evaluar la expresion inmunchistoquimica de COX-2, ki-67 (un
marcador de proliferacion celular) y ciclina D-1 (un regulador de division celular) en tumores
odontogénicos benignos epiteliales y carcinomas espino celulares de mucosa bucal. El analisis de
la expresion de COX-2, y de otros marcadores moleculares, en asociacién al comportamiento
clinico de los tumores, puede entregar nuevos conocimientos acerca de la fisiopatologia de
tumores malignos de cabeza y cuello, y de neoplasias odontogénicas benignas de los maxilares
que presentan un comportamiento agresivo; y eventualmente ayudaria a predecir la progresion
tumoral y el pronéstico clinico, alentando al desarrollo de nuevas aplicaciones terapéuticas.

Las muestras a utilizar corresponden a biopsias mantenidas en el Biobanco del
Departamento de Patologia y Medicina Oral. El estudio tiene validez cientifica, es de interés y los
investigadores tienen experiencia en el tema.

Este comité ha emitido una evaluacién de este proyecto basado en la capacidad de los
comités éticos cientificos de decidir la legitimidad ética de una investigacién que usa muestras y
datos de ficha clinica anonimizados sin consentimiento informado, cuando la investigacion no es de
riesgo. De otro modo, seria impracticable y no se podria responder a una pregunta importante de
investigacion de acuerdo a pautas éticas internacionales (Pautas CIOMS 2008 de Estudios
Epidemiolégicos) en ausencia de legislacion especifica en Chile, ya que el articulo 13 de la ley
20.584 no hace referencia a investigacion retrospectiva en fichas clinicas y bases de datos y se

refiere mas bien a temas de salud poblacional y ensayos clinicos.

En consecuencia, el Comité Etico Cientifico de la Facultad de Odontologia de la Universidad
de Chile, Aprueba el estudio “Expresion inmunohistoquimica de ciclooxigenasa-2 y su relacion con
el ciclo celular y proliferacion en tumores odontogénicos epiteliales localmente agresivos vy
carcinomas espino celulares de mucosa bucal”’, Proyecto Fiouch, Versiéon 30/07/2013, bajo la
conduccion del Dr. Enrico Escobar Lépez, del Departamento de Patologia y Medicina Oral,
Facultad de Odontologia, Universidad de Chile.

Este Comité se reserva el derecho de monitorear este proyecto si lo considera necesario y el
investigador debera, bajo mutuo acuerdo, presentar los antecedentes solicitados. L
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“: Presidente C.E.C.
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c/c.: Investigador Principal y Secretaria C.E.C.
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s IW| Administracién Conjunta Campus Norte

Comité Institucional de Bioseguridad
Administracion Conjunta Campus Norte
FDO N°15

Santiago, 20 de Octubre de 2013.

CERTIFICADO

El Comité Institucional de Bioseguridad (CIB) ha analizado el Proyecto de
Investigacion presentado al Concurso FIOUCH 2013, ftitulado “Expresion
Inmunohistoquimica de Ciclooxigenasa-2 y su relacion con el ciclo y
proliferacion celular en tumores odontogénicos epiteliales localmente agresivos
y carcinomas espino celulares de mucosa bucal ”. El Investigador Responsable de
este proyecto es el Dr. Enrico Alejandro Escobar Lopez, Académico del Departamento
de Patologia y Medicina Oral, Facultad de Odontologia, Universidad de Chile.

Los procedimientos experimentales, que involucran el uso de agentes quimicos de
riesgo, como azida sodica y varios reactivos con alto potencial inflamable, se
realizaran en el laboratorio IREPO dirigido por el Prof. Cristian Pefiafiel Ekdhaldel en la
Facultad de Odontologia. El investigador no declaré la utilizacion de compuestos con
potencial carcinogénico o teratogénico.

El CIB certifica que el laboratorio y la Facultad mencionada anteriormente, cuenta con
las facilidades para el manejo y desecho del material quimico a utilizar en el proyecto
de acuerdo al Manual de Bioseguridad, Conicyt 2008. Ademas, el investigador se
compromete a velar por el cumplimiento de las normas de bioseguridad, durante el
desarrollo del proyecto.

Se extiende el presente certificado a solicitud del Dr. Enrico Escobar para ser
presentado a Direccion de Investigacion de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile.

A Py g

Dr. Mario Chiong Dra. Andrea Paula-Lima
Presidente Secretaria

Facultad de Odontologia. Sergio Livingstone P. 943, Independencia, Fono 9781793-9781832, Fax: 9781748,
Santiago. http://odontologia.uchile.cl
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas. Sergio Livingstone P. 1007, Independencia, Fono 9781792 Fax:
9781748, Santiago. http://www.quimica.uchile.cl/



Figura 2. Ameloblastoma soélido, tumor odontogénico queratoquistico, quiste
dentigero y controles con técnica histolégica corriente, tincion hematoxilina-

eosina.

2.A-B: Ameloblastoma Sdélido de variedad plexiforme. Se observa el estrato basal en
empalizada con polarizacién reversa (flecha negra) y a continuacion una estructura que

remeda al reticulo estrellado (flecha negra).

2.C-D: Tumor odontogénico queratoquistico (paraqueratinizado) en el cual se aprecia el
clasico epitelio delgado, sin papilas, con estrato basal hipercromético y en empalizada
(estrella negra).

2.E-F: Quiste dentigero que presenta un epitelio delgado cubico con aproximadamente 3

capas de células de grosor (flecha negra).

2.G-H: Adenocarcinoma de colon (control + de COX-2) en el cual se observa las células

neoplasicas formando estructuras tubulares (flecha negra).



Figura 3. Marcacién inmunohistoquimica de Ki-67 y COX-2 en Ameloblastoma
Sélido (AS) a 10X y 40X.

3.A-B: Ameloblastoma solido de tipo folicular en el cual se observa marcacién nuclear de
Ki-67en células epiteliales tanto en el estrato columnar (flecha blanca) como en zonas de

tipo reticulo estrellado (flecha negra).

3.C-D: Ameloblastoma solido de tipo plexifome en el cual se observa un alto pocentaje de
células epiteliales neoplasicas con marcacién citoplasmatica positiva para COX-2 (flecha

negra).



Figura 4. Marcacion inmunohistoquimica de Ki-67 y COX-2 en Tumor odontogénico
gueratoquistico (TOQQ) a 10X y 40X.

4.A-B: Tumor odontogénico queratoquistico en el cual se observa células epiteliales con
marcacién nuclear positiva para Ki-67 predominantemente en estratos parabasales (flecha

negra).

4.C-D: Tumor odontogénico queratoquistico en el que se observa marcacion positiva
citoplasméatica para COX-2, practicamente en todos los estratos, excepto el estrato

superficial paraqueratinizado (flecha negra).



Figura 5. Marcacion inmunohistoquimica de Ki-67 y COX-2 en Quiste dentigero
(QD) a 10x y 40x.

5.A-B: Quiste dentigero en el cual se observa muy escasas células epiteliales del estrato

basal con marcacion positiva para Ki-67 (flechas negras).

5.CD: Quiste dentigero en el cual se observa marcacién débil de COX-2 en el citoplasma

de células epiteliales.



Figura 6. Marcacion inmunohistoquimica de COX-2 en AS, TOQQ, QD y controles.
(10x,40x,100x)

6.A-B-C: Ameloblastoma solido donde se observa intensa marcacion positiva en el
citoplasma de las células epiteliales neoplasicas tanto para el tipo plexiforme (A-B) como
para el folicular (C).

6.D-E-F:Tumor odontogénico queratoquistico con intensa marcacion positiva
predominante en el citoplasma de células epiteliales neoplasicas. También se observa

marcacién positiva en algunos fibroblastos de la pared de la lesién (flechas negras)

6.G-H-I:Quiste dentigero en el cual se observa marcacion débil de COX-2 en el
citoplasma de células epiteliales del quiste. Escasos fibroblastos de la pared presentan

marcaciéon para COX-2 (flecha negra).

6.J-K-L:Adenocarcinoma de colon (control + de COX-2) en el cual se observa una muy
intensa marcacion en el citoplasma de un alto porcentaje de las células epiteliales

neoplasicas..

6.M-N-O: Adenocarcinoma de colon (control - de COX-2) en el que se omitié el anticuerpo
primario. No se observa marcacién parda en las células neoplasicas epiteliales ni en el

estroma.



Figura 7. Marcacién inmunohistoquimica de Ki-67 en AS, TOQQ, QD y controles.
(10x,40x,100x)

7.A-B-C: : Ameloblastoma sélido donde se observa marcacién positiva en el nucleo de

algunas células epiteliales neoplésicas, tanto basales como las del tipo reticulo estrellado.

7.D-E-F:Tumor odontogénico queratoquistico marcacion positiva para Ki-67 en el nucleo

de algunas células epiteliales, tanto del estrato basal como parabasal.

7.G-H-I: Quiste dentigero con marcacion de Ki-67 en el nlcleo de escasas células

epiteliales del estrato basal.

7.J-K-L:Carcinoma de células escamosas (control + para Ki-67) en el cual se observa un
alto porcentaje de células neoplasicas con marcacion nuclear. En la figura L (100x),

destaca la presencia de 2 células en mitosis (flecha negra).

7.M-N-O: Carcinoma de células escamosas (control - para Ki-67) en el cual se omitio el
anticuerpo primario. No se observa marcacion nuclear en células epiteliales neoplasicas,

ni en el estroma.
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