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INTRODUCCION

Los tumores odontogénicos (TO) son principalmente lesiones benignas que derivan de
tejidos participantes de la odontogénesis, con una etiologia en su mayoria desconocida
(OMS,2005) ®¥. En este grupo de tumores destacan por su agresividad y frecuencia los
ameloblastomas (AM) y los tumores odontogénicos queratoquisticos (TOQ) (Ochsenius
2002, 2007) @789 Se describen 4 tipos de ameloblastomas, siendo los mas frecuentes:
Ameloblastoma Sdlido/Multiquistico (A-S/M) y el Ameloblastoma Uniquistico (A-U).
Los ameloblastomas sélidos y uniquisticos son tumores odontogénicos epiteliales, del
grupo de las neoplasias benignas, principalmente intradseos, de crecimiento lento,
localmente invasivo, cuyas células epiteliales pueden infiltrar tejidos y crecer entre las
trabéculas Oseas, con alta frecuencia de recidiva al realizar tratamientos conservadores
(213917D 1 55 tumores odontogénicos queratoquisticos son lesiones menos agresivas que
los ameloblastomas, consideradas como quistes del desarrollo segtin la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS 1992) "®” y como tumor benigno por esta misma institucién
el afio 2005 (OMS 2005) ©Y " Los TOQ, al igual que los ameloblastomas, son lesiones
en que prolifera epitelio de origen odontogénico dentro de los huesos maxilares, de
crecimiento lento y localmente invasivo, sin embargo, la capacidad de infiltrar es menor
que la de los ameloblastomas y gran parte de este epitelio odontogénico se encuentra
tapizando una cavidad quistica rodeada por tejido conjuntivo fibroso con multiples

16culos que en la mayoria de los casos se contintian con la cavidad mayor (OMS, 2005)



Y Los tumores odontogénicos queratoquisticos presentan una tasa de recurrencia

menor a los ameloblastomas, pero mayor a la mayoria de los quistes odontogénicos ©”
727379 Por otro lado, el quiste dentigero (QD) es una patologia comin en los huesos
maxilares, considerado un quiste epitelial del desarrollo odontogénico (OMS 1992) 57,
que rodea la corona de un diente incluido en los huesos maxilares, de baja agresividad y

minima frecuencia de recidiva %783,

A diferencias de los ameloblastomas, las lesiones como el tumor odontogénico
queratoquistico y el quiste dentigero que tradicionalmente los cirujanos han considerado
“quistes de los maxilares” estdn formados por un epitelio que reviste en forma continua
una cavidad quistica que puede presentar diverticulos y estan rodeados por una capsula o
pared formada por tejido conjuntivo fibroso que los separa del hueso circundante ©*2°V.
Generalmente en estas lesiones, el limite radiografico coincide con el limite
microscopico de la lesién y por este motivo un tratamiento mas conservador ya sea

enucleacién o descompresién de la lesién se asocia con menor porcentaje de recidiva @

203, 204, 205)

Las tres lesiones antes mencionadas, son exclusivas de los huesos maxilares, y requieren
interactuar con el hueso adyacente para su crecimiento. Diversos estudios muestran la

participacion de proteinas RANK, RANKL y OPG en procesos de osteoclastogénesis en



tumores odontogénicos tales como AM y TOQ y en quistes como QD; en algunos de
estos estudios se ha realizado inmunodeteccidn de estas proteinas, obteniendo resultados
diversos y controvertidos.

® y Da Silva © han observado similar o mayor

Autores como Tekkesin (7), De Matos
expresion inmunohistoquimica de RANKL en AM que TOQ y QD, o mayor expresion
de RANK en ameloblastomas, lo que estos autores interpretan como una mayor
expresion de moléculas inductoras de osteoclastogénesis en neoplasias mas agresivas.

1200 ¢ Siar "* han observado baja o minima

Sin embargo, autores como lakovou
expresion inmunohistoquimica de RANKL en ameloblastomas. Adicionalmente lakovou

observo una mayor expresion de OPG sobre RANKL en A-S/M comparado con A-U.

Por otro lado, los estudios de expresion de RANK, RANKL y OPG a nivel de mRNA en
tumores odontogénicos son escasos y se han dirigido principalmente al estudio de rankl

en ameloblastomas. Kumamoto y Ooya (133)

estudiaron la expresion de rankl y opg
mediante PCR (RNA total) e inmunohistoquimica en ameloblastomas y en dientes en
desarrollo, identificdndolas tanto a nivel de mRNA como de proteinas, los que ellos

consideraron como factores reguladores locales para la reabsorcidon 6sea y la progresion

y crecimiento tumoral.



Qian y Huang ©¥

, analizaron la expresion de RANKL en ameloblastomas tanto a nivel
de mRNA como de proteina, empleando RT-PCR e inmunohistoquimica, encontrando
expresion inmunohistoquimica y de mRNA de RANKL en todas las muestras; las
células de ameloblastoma en cultivo fueron capaces de inducir osteoclastogénesis, por lo

que concluyeron que RANKL juega un rol esencial en la osteoclastogénesis in vitro de

AM.

Ferry y cols (110), en estudios sobre mecanismos de reabsorciéon dsea, observaron que
RANKL fue expresado y secretado por células de ameloblastoma en ensayos in vitro,
resultando en diferenciacion de osteoclastos y formacion de lagunas de reabsorcidon en

cortes de dentina.

La evidencia cientifica revisada muestra muy escasos estudios sobre la expresion
cuantitativa de los mRNA de rank y opg en ameloblastomas, y de rank, rankl y opg en
tumor odontogénico queratoquistico y quiste dentigero y su comparacién con la

expresion a nivel de proteinas.



Frente a estos antecedentes, el objetivo del presente trabajo de investigacion es estudiar
la expresion de RANK/RANKL y OPG en los tipos de ameloblastoma que se presentan
con mayor frecuencia en nuestro pais: ameloblastoma sélido/multiquistico vy
ameloblastoma uniquistico y compararlos con su expresion en TOQs y QDs, mediante el
uso de inmunohistoquimica y la reaccién cuantitativa en cadena de polimerasa

(RT-qPCR).



I. MARCO TEORICO

I.1 REMODELACION OSEA; ROL DE LAS PROTEINAS DEL
COMPLEJO RECEPTOR ACTIVADOR DEL FACTOR NUCLEAR
kB, LIGANDO DE RANK Y OSTEOPROTEGERINA.

Nuestro organismo pasa por periodos de dafio y reparacién celular, formacion de nuevos
tejidos y atrofia de los mismos una vez que han cumplido su funcién primaria y el tejido
0seo no es la excepcion a estos cambios, es por esto que los estudios de los mecanismos
de remodelacién 6sea se ha convertido en un area de suma importancia en las

investigaciones que buscan entender el metabolismo del tejido dseo.

La remodelacion 6sea involucra la accidén conjunta, celularmente acoplada y
molecularmente regulada entre osteoclastos y osteoblastos. Cada una de estas células
presenta distintas vias de diferenciacién, en las cuales la via predominante de la
diferenciacion osteoclastica es la conformada por el receptor activador del factor nuclear
kB (RANK), ligando de RANK (RANKL) y osteoprotegerina (OPG). Esta via se basa
en osteoblastos que promueven la diferenciacién de osteoclastos a través de la
presentacion de RANKL y la union de este factor al receptor RANK presente en la

- 1,2,3
membrana celular de los precursores osteocldsticos mononucleares > .



El proceso de remodelacién 6sea se podria resumir en cuatro etapas segun Delgado-

Calle “:

Activacion: Activacidén de osteoclastos en una region determinada del
hueso a través de la atraccion de precursores de osteoclastos y la
induccién de su diferenciaciéon a osteoclastos maduros mediada por la
interaccion RANK/RANKL.

Reabsorcion: Los osteoclastos se unen a la superficie 6sea reabsorbiendo
la matriz mediante la secrecion de acidos y proteasas de matriz. Durante
esta etapa también se liberan factores de crecimiento tales como el Factor
de Crecimiento Insulinico (/GF) y Factor de Crecimiento Tumoral 3
(TGF-p), las que actian sobre células osteoblasticas ®_ Cuando la
reabsorcion estd por completarse, pre-osteoblastos maduran a
osteoblastos, deteniendo la secrecion de RANKL; en su lugar producen
OPG, un receptor seiuelo que bloquea la unién de RANKL a los
osteoclastos © ® 7. Esta etapa finaliza con la apoptosis de los osteoclastos.
Proliferacion: Conjuntamente a la apoptosis osteoclastica, se producen
sefales responsables del reclutamiento de osteoblastos hacia las
cavidades de reabsorcion.

Formacioén: Sintesis de matriz organica no mineralizada por parte de los

osteoblastos, quienes son responsables de su posterior mineralizacion.



Cualquier desequilibrio en el balance reabsorcion — formacién, conduce a una pérdida de
tejido 6seo si los niveles de reabsorcidon sobrepasan a los de formacidén (osteoporosis,
osteopenia, entre otros), o a un exceso del mismo, y no por ello con una mayor calidad,
si es la formacion 6sea la que supera a la reabsorcidon, como lo es por ejemplo en los
casos de osteopetrosis. El control de este equilibrio estd regulado por diversas
citoquinas, hormonas y factores de crecimiento, tanto en la actividad de osteoblastos
como de osteoclastos y este control puede ocurrir tanto en las etapas de diferenciacion

desde sus precursores inmaduros, como en cualquiera de las etapas de remodelado ®.

En la literatura se describe que el mecanismo principal de reabsorcién Osea seria la
alteracion del equilibrio del sistema RANK/RANKL/OPG, tras lo cual se podrian
describir citoquinas especificas a tumores de desarrollo intradseo, que pudiesen tener
una participaciéon en la estimulaciéon y/o regulacién de este proceso. En el caso de
tumores odontogénicos como el ameloblastoma, Zhong ® menciona una serie de
citoquinas entre las cuales IL-1a, IL-1pB, IL-6 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-

a), promueven actividad osteolitica, ademas de poder estimular el crecimiento celular.

La osteopontina (OPN) con RGD (tripéptido compuesto por L-arginina, L-glicina y
acido aspartico), estd asociada con la remodelacion 6sea, ademéas de jugar un rol de

induccién en el proceso de mineralizacion. Ademas, la OPN puede incrementar la



adhesion y la migracion celular, al unirse al receptor CD44v6 de las células epiteliales
del ameloblastoma, lo que favoreceria la infiltracion celular entre las trabéculas dseas,
pudiendo relacionar las caracteristicas de agresividad local con la habilidad osteolitica
de un ameloblastoma. OPN también ha sido encontrada en tumor odontogénico
queratoquistico donde se postula que tendrian un rol en la activacién de osteoclastos,

ademds promoveria la migracion, invasién y propagacion de células .

I.1.1 OSTEOPROTEGERINA (OPG)

El primero de los componentes del complejo RANK/RANKL/OPG en ser descrito fue la
osteoprotegerina (OPG) '? o TNFRSF11B, la que fue reportada de manera simulténea
por Simonet ef al ® y Yasuda "'?, estudiando cDNAs en intestino de rata y factores de
inhibicién y/o estimulacién de osteoclastos respectivamente. Se conoce como el factor
inhibidor de la osteoclastogénesis (OCIF), basado en su capacidad para suprimir la
osteoclastogénesis in vitro ''?, demostrandose poco después de su descubrimiento su
rol también en la supresion de la supervivencia, adhesion a superficies dseas y actividad
de osteoclastos 171819202122 "Egte miembro de la superfamilia de los receptores del
factor de necrosis tumoral se localiza en cromosoma 8q24; el mRNA de opg se expresa
en numerosos tejidos humanos (pulmén, corazon, rifiones, higado, intestino, estdémago,

cerebro, glandula tiroides y médula espinal) ademés del tejido 6seo 2.
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La osteoprotegerina se sintetiza inicialmente como un propéptido de 401 aminoéacidos, y
tras la pérdida de un fragmento de 21 aminoacidos, queda como proteina madura con

380 amino4cidos !9

, momento a partir del cual pierde sus dominios transmembrana y
citoplasmaticos, siendo secretada como proteina soluble, a diferencia de RANK Y
RANKL. El extremo C-terminal posibilita la homodimerizaciéon de la molécula. Su
extremo N-terminal contiene 4 dominios ricos en cisteina (D1-D4), siendo suficientes
para su union con su ligando RANKL vy para la inhibicién de osteoclastos, en estudios de

cultivos celulares "1,

OPG existe como formas monoméricas y homodiméricas, segiin Tomoyasu, 1998 ¢
ambas formas presentan una potencia similar para inhibir la osteoclastogénesis in vitro,
pero segin Schneeweis, 2005 (32), la forma homodimérica tiene una afinidad 1000 veces
mayor para RANKL que la forma monomérica, sugiriendo que el dimero de OPG, es un

inhibidor de RANKL mds potente que la forma monomérica .
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I.1.2 LIGANDO DE RANK (RANKL)

El descubrimiento de RANKL se puede remontar a principios de la década de los 80,

24)

cuando Chambers observd que células del linaje osteoblastico podrian estar

implicadas en la funcién del reclutamiento y actividad de los osteoclastos .

RANKL pertenece a la familia de receptor de factor de necrosis tumoral (TNFRSF11),
también identificado como el factor de diferenciacién de osteoclastos. En contraste con
el factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF), la expresion de RANKL por

los osteoblastos es inducible %% 27,

Usando el receptor sefiuelo (OPG) como una sonda, el ligando fue aislado y clonado
independientemente por dos grupos *~*” y se denominé ODF y ligando OPG (OPGL),
respectivamente. Este ligando, un nuevo miembro de la superfamilia de TNF, estimula la
diferenciacion de los osteoclastos, potencia la actividad de los osteoclastos maduros y
prolonga la vida de los osteoclastos al inhibir la apoptosis. En presencia de
concentraciones permisivas de factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF,
también denominado factor estimulador de colonias 1), el ligando es tan necesario como

suficiente para la formacién de osteoclastos y, por lo tanto, para resorcion Osea. La
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delecion selectiva del ligando en ratones conduce a la osteopetrosis, huesos acortados,

erupcion dentaria alterada y anomalias inmunolégicas 15229,

Se encontré que el ligando era idéntico con la molécula previamente informada en la
literatura de inmunologia como la citoquina inducida por activaciéon de TNF (TRANCE)
(€20)

o activador del receptor del ligando NF-kB % en el que se informé que estimulaba el

crecimiento de células T y la funcién de las células dendriticas.

RANKL es una proteina homotrimérica transmembrana tipo II que se expresa unida a la
membrana celular o secretada, siendo esta udltima una derivaciéon de su variante de
membrana gracias a un clivaje proteolitico por ADAM (un dominio desintegrina y

metaloproteasa) y metaloproteasa de matriz (26:27),

Existen al menos tres formas de RANKL, codificadas por un solo gen que puede
presentar varias posibilidades de «corte y pegado» del ARN trascrito 12D Dos de las
formas de RANKL poseen un dominio transmembrana que posiciona el carboxi-terminal
biologicamente activo al dominio extracelular (es decir, una proteina transmembrana de
tipo II) (9 La isoforma 1 parece ser la mas importante; tiene una secuencia que permite
su anclaje a la membrana. No obstante, algunas moléculas de RANKL soluble se
originan a partir del RANKL originalmente fijado a la membrana, cuando éste es

degradado por algunas proteasas, como la metaloproteasa de la matriz MMP14 13V,
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I.1.3 RECEPTOR ACTIVADOR DEL FACTOR NUCLEAR KB

RANK

RANK fue descubierto por Anderson en trabajos sobre células dendriticas derivadas de
médula 6sea. Es una proteina transmembrana tipo I, su gen se encuentra localizado en el

1 ®¥, cuya expresién fue inicialmente detectada exclusivamente en

cromosoma 18q22.
precursores de osteoclastos, osteoclastos maduros y células dendriticas, sin embargo, asi
como RANKL, RANK se expresa ampliamente en distintos origenes epiteliales:

glandula mamaria, cdncer de mama y células de cancer de prostata 2404142,

RANK humano consiste de 616 aminoacidos (aa) divididos de la siguiente manera:
383aa de dominio citoplasmatico C-terminal, 184aa de dominio extracelular N-terminal,
un péptido sefial de 28aa y un dominio transmembrana de 21aa, que contiene cuatro

pseudo repeticiones ricas en cisteina y dos sitios de N-glicolisacién ®**.

Esta proteina pertenece a la superfamilia de receptor de necrosis tumoral (TNFRSF), es
un activador central de factor de necrosis kKB (NF-kB), controlando su transcripcion y es

el receptor de sefializacién para RANKL .
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Se ha demostrado que algunas mutaciones en el ex6n 1 de rank causan un aumento en la
sefalizacion de NF-xB mediada por RANK, resultando en un aumento en la funcién de

osteoclastos y el aumento consecuente de la osteolisis *°.

1.2 OSTEOCLASTOGENESIS, IMPORTANCIA DEL SISTEMA

RANK-RANKL-OPG.

El osteoclasto es un macréfago multinuclear tejido especifico diferenciado desde células

129 por tanto,

precursoras monocitos/macroéfagos presentes o cerca del tejido 6seo
posiblemente la mayor parte de los precursores osteoclasticos indiferenciados se
encuentran en el seno de la médula 6sea hematopoyética. Sin embargo, como ocurre con
otras células de estirpe hematopoyética, existen también precursores circulantes en la
sangre periférica. De hecho, con los estimulos adecuados se puede inducir la
diferenciacion de células «monocitoides» circulantes hacia osteoclastos. Por otro lado,
se han identificado precursores osteoclasticos quiescentes mas diferenciados proéximos a

(128)

la superficie de las trabéculas O&seas Estas células representan un pool de

precursores listos para iniciar la resorcién, y en consecuencia un nuevo ciclo de

remodelado, en caso de que sea requerido .
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La expresion de M-CSF por células estromales osteoblasticas es necesaria para que las
células progenitoras se diferencien en osteoclastos, pero el M-CSF por si mismo es
incapaz de completar este proceso. Este requisito para el M-CSF se descubri
observando ratones que no expresan M-CSF funcional, los cuales tienen osteopetrosis
porque carecen de osteoclastos °*. El término de la diferenciacién de precursores
osteoclasticos (OCPs) requiere la expresion de RANKL por las células del estroma

osteobléstica y de RANK por OCPs .

Los recientes avances en biologia 6sea han identificado moléculas reguladoras del
remodelado dseo, proceso iniciado por la resorcidon osteoclastica, que erosiona una
laguna de reabsorcion, cuya profundidad varia entre 60 um en individuos jévenes y 40

um en individuos mayores %

, cruciales para la formacion, diferenciacion y actividad
de los osteoclastos. Para reabsorber el hueso con eficacia, los osteoclastos deben
adherirse firmemente a la superficie 6sea usando podosomas especializados ricos en
actina. Por medio de estos podosomas, forman sellos estrechos con la matriz dsea
subyacente en extensiones aproximadamente circulares de su citoplasma y dentro de
estas zonas selladas forman membranas de frontera rizadas. Este plegamiento de la
membrana citoplasmatica aumenta el area de la superficie celular para la secrecion de la
(157)

enzima proteolitica, catepsina K y acido clorhidrico (HCl) sobre la superficie 6sea

Mediante este mecanismo de sellado y secrecion, degradan simultdneamente la matriz y
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disuelven el mineral de hueso, mientras que protegen las células vecinas de los efectos
dafiinos del HCl. RANKL y beta integrina median la sefializacion de la matriz 6sea para
activar osteoclastos "°®. Los precursores de osteoclastos se fusionan entre si y se
vuelven multinucleados bajo la influencia de RANKL. Esta fusién requiere expresion
por OCP de DC-STAMP " y de Atp6v0d2, una subunidad de v-ATPasa, un
componente del complejo de bomba de protones H + ATP6i de tipo V que secreta H +
de los osteoclastos "*>. RANKL también induce expresién de fosfatasa 4cida resistente

a tartrato y catepsina K a través de NFATc1 1°.

Entre estas moléculas reguladoras estd el TNF, una sdper familia compuesta por 19
ligandos y 29 receptores cuya funcién principal es estimular la osteoclastogénesis '*2.
Todos los miembros de esta siper-familia exhiben actividad proinflamatoria mediante la
activacion del factor nuclear transcripcional NF-kB (RANK). RANK esta presente en la
superficie de los precursores de osteoclastos y es activado por RANKL (factor nuclear
NF-kB ligando), un miembro de la familia TNF, que es crucial para la formacion de

(14)

osteoclastos “ . La osteoprotegerina (OPG) es una glicoproteina soluble capaz de

mediar la remodelacidon 6sea, ya que se une al receptor RANKL e interrumpe las
interacciones RANKL / RANK expresadas por tejido 6seo (osteoblastos y células
mesenquimales), células inmunes (células T y B) y vasos sanguineos (células del

(14)

musculo liso y endotelio vascular) * ™. Se ha observado un desequilibrio en estos
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factores en la osteoporosis, osteopetrosis, artritis reumatoide, enfermedades

periodontales y la erupcion dental alterada 1**'*).

Cuando RANKL, interacciona con su receptor RANK, se activan diferentes vias de
sefalizacion intracelular; por lo menos cinco cascadas de sefalizacion distintas
mediadas por quinasas son inducidas durante la osteoclastogénesis y la activacion-
inhibidor de la quinasa NF-kB (IKK), quinasa N-terminal c-Jun (JNK), p38, quinasa
regulada por sefial extracelular (ERK) y via Src. El paso preliminar clave en la
sefnalizacion RANK es la unién de factores citoplasmicos asociados a TNFR, o TRAF, a
dominios especificos dentro del dominio citoplasmico de RANK "?. Estas proteinas
son de vital importancia; tal es asi que los modelos murinos knock out para TRAF6, en
los que se bloquea la expresion de este gen, desarrollan osteopetrosis al carecer de
osteoclastos '*”. Las TRAF inician la cascada de sefiales, a través de la activacion de
varias vias, incluyendo NF-B, JNK y Src. La via NF-xB, quiza la mas importante de las
tres, implica la traslocacion del factor de transcripcion NFkB al nicleo, liberandolo de
los complejos IKK que lo retiene en el citoplasma, donde es inactivo '*"*”. TRAF6
actia como un adaptador clave para ensamblar proteinas de sefializacion que dirigen la
expresion génica especifica de los osteoclastos conduciendo a la diferenciacion y
activacion. Las dos vias més estudiadas son la activacion de los factores de transcripcion

NF-kB y activador de la proteina-1 (AP-1), cuyas actividades se induce rapidamente
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después de la unioén del ligando. La mutagénesis dirigida del componente p50 / p52 de
NF-kB, asi como el componente cFos de AP-1, da como resultado una osteopetrosis
debido a un bloqueo en la osteoclastogénesis. La activacion de estos factores de
transcripcion puede ser inducida por cascadas de sefalizacién mediada por proteinas
quinasas, incluyendo IKK1 / 2 (NF-kB) y JNK1 (AP-1) "**. A continuacién de TRAFS,
se ha demostrado que la sefializacion RANK en OCs activa JNK1 (144), Akt / PKB (143),

p44 /42 ERK ", p38 MAPK "* y Ia via canénica NF-kB *?.

Por otro lado, la estimulacién de la via JNK promueve la formacion y activacion del
complejo AP-1, formado por c-Fos y c-Jun. De forma conjunta, AP-1 y NF-kB son
capaces de inducir la expresion del factor de transcripcion NFATc1. Al igual que ocurre
con el factor de transcripcion NF-kB, NFATc1 debe traslocarse al nicleo para llevar a
cabo su funcién. Para ello es necesario activar la via de Src. A través de la estimulacion
de esta via se consigue un aumento de los niveles intracelulares de calcio. El aumento
del calcio provoca la activacion de la calcineurina, que cataliza la eliminacién de un
grupo fosfato de NFATcl. Esta defosforilaciéon es la que promueve finalmente la
traslocacion de este factor al nicleo. Alli NFATc1 induce la expresion de diversos genes

implicados en la osteoclastogénesis '*'*".
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La activaciéon mediada por la via RANKL-RANK vy la induccién de c-fos, NFATc1 /
NFAT?2, vias NF-kB canodnica y no canénica durante el desarrollo osteoclasto (OC) es
necesaria para la activaciéon de genes especificos en OC, incluyendo acido tartartico
resistente (trap), catepsina-k, receptor de calcitonina, asi como c-myc, para promover la

proliferacién OC 4V

. La sefializacion de RANKL-RANK también juega un papel
crucial en la funcién de resorcion 6sea de OCs maduros, que después de la unién de OCs
a la superficie 6sea mediada por Vb3, conduce a la activacion de vias dependientes de
Src, incluyendo Syk, a través de la formacioén de complejos implicando RANK, Slp -76,
Vav3 y Rac. La activaciéon de estas vias y los reordenamientos citoesqueléticos
promueven la formacién de bordes ondulados a través de fusiones entre vesiculas

secretorias lisosémicas y la membrana citoplasmatica V.

La activacion de la via c-src mediada por RANK se vincula como un requisito critico
para el desarrollo normal de OC % 1% 146 14D 1 ¢ estudios de la diferenciacién de OC
también han identificado una via coestimuladora fundamental para la sefializacién de
RANK que involucra ITAM (immunoreceptor tyrosine based activation motif) que

contiene receptores DNAX, proteina de activacion de 12 kDa (DAP12) y la subunidad g

(148)

de receptor Fc . Esta via coestimuladora es necesaria para la osteoclastogénesis

mediada por RANK y para la cascada de reacciones a través de la proteina quinasa

k(149, 150) (151)

Sy , que activa la fosfolipasa Cg (PLCg) y las quinasas BTK y Tec
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conduciendo eventualmente a la activacion mediada por calcio de NFATcl / NFAT2

(148)

Varios factores humorales que promueven la resorciéon de hueso actian, al menos en
parte, incrementando la expresion de RANKL. Es el caso de la parathormona, la 1,25-
dihidroxivitamina D o algunas citoquinas, como la IL-1, IL-6, IL-11 (131,141 " A demas de
inducir la diferenciacion de los precursores, RANKL puede potenciar la actividad de los
osteoclastos maduros e inhibir su apoptosis. RANKL puede tener también un efecto
quimiotactico indirecto sobre los precursores. La esfingosina 1-fosfato o SIP es un
fosfolipido que modula la permeabilidad capilar y ejerce efectos quimiotacticos sobre
diversos tipos de células. El S1P se encuentra en la sangre en concentracion
relativamente elevada y parece provenir esencialmente de las plaquetas y de los
hematies. En modelos experimentales murinos se ha demostrado que el S1P es también
quimiotactico sobre los precursores osteoclasticos. Por otro lado, el RANKL reduce la
expresion de los receptores de membrana del S1P. En consecuencia, se ha elaborado una
teoria que postula que en condiciones normales los precursores circulantes de los
osteoclastos que llegan al microambiente 6seo tienden a pasar de nuevo a la circulacion
en funcion del efecto quimiotactico de S1P. Sin embargo, cuando aumenta la produccién
de RANKL en una determinada zona del hueso, la disminucién de la expresion de los

receptores de S1P hace que ese efecto quimiotictico sea menos intenso y que los
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precursores osteoclasticos permanezcan en el foco, siendo asi posible su ulterior
diferenciacion bajo el estimulo del propio RANKL y de otros factores pro-

osteoclastogénicos 7.

Curiosamente, ademas de RANKL los osteoblastos producen OPG, que es un inhibidor
del RANKL. En efecto OPG es una proteina soluble que guarda una alta similitud
estructural con el RANK. En consecuencia, actia como sefiuelo, se fija al RANKL e
impide la interaccion de éste con su receptor RANK. Recientemente, se ha sugerido que
OPG puede regular el trafico intracelular de RANKL. Segun esta hipotesis, cuando hay
abundante OPG hace que la mayor parte del RANKL sintetizado se mantenga en el
interior de vesiculas intracelulares y, en consecuencia, inactivo. Por el contrario, en
ausencia de OPG, RANKL se localizaria preferentemente en la membrana, donde es

capaz de interaccionar con los precursores osteoclasticos'*®.
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1.3 LESIONES DE ORIGEN ODONTOGENICO

Las lesiones de origen odontogénico corresponden a un grupo heterogéneo de lesiones,
tanto en su naturaleza histolégica como en su comportamiento clinico; que se
desarrollan en los huesos maxilares a partir de tejidos epiteliales, ectomesenquimaticos o
ambos, los cuales participan del 6rgano formador del diente. Entre los tumores
odontogénicos (TO) encontramos verdaderas neoplasias, la mayoria de tipo benignas y
con menor frecuencia neoplasias malignas; otras en cambio pueden representar

malformaciones tumorales tipo hamartomas © %,

Se conoce que las fuentes potenciales para el desarrollo de tumores odontogénicos es

variado, los que incluyen “®:

1. Lamina dental prefuncional (epitelio odontogénico con la habilidad de
desarrollo en un diente), el que es mas abundante a distal de terceros
molares inferiores.

2. Lamina dental postfuncional, concepto que reine a los remanentes
epiteliales tales como restos epiteliales de Serré, localizados en encia;

restos epiteliales de Malassez en el ligamento periodontal y el epitelio
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reducido del esmalte, el cual cubre la superficie del diente antes de su
erupcion.

3. Capa basal del epitelio gingival

4. Papila dental, origen de la pulpa dentaria, el que tiene el potencial de ser
inducida a producir odontoblastos y sintetizar dentina y/omaterial
dentinoide

5. Foliculo dental

6. Ligamento periodontal, el cual tiene el potencial de inducir la produccién

de material mineralizado fibroso y cemento-6seo.

La OMS ha clasificado a estos tumores en benignos y malignos; y dentro del grupo de
tumores benignos incluye tres grandes grupos, segin el origen de los grupos celulares

que forman la lesién ©*:

e Tumores de epitelio odontogénico: se componen por proliferaciéon de epitelio
odontogénico sin participacién de ectomesénquima odontogénico. Se pueden
distinguir una serie de tumores, dentro de los cuales los ameloblastomas y los

TOQ se encuentran entre los mas agresivos y frecuentes.
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* Tumores de ectomesénquima odontogénico: la lesién estd formada por
proliferacion del componente mesenquimatico.

* Tumores mixtos: ambos componentes forman a las lesiones o tumores

Clasificados por frecuencia, se presentan tres entidades como los tumores

odontogénicos mds comunes segun la clasificacién de la OMS del afio 2005 ©*:
*  Odontoma: compuesto y complejo.
* Ameloblastomas: Siendo el mds comin el ameloblastoma

sOlido/multiquistico, en segundo lugar, por frecuencia el ameloblastoma
uniquistico y en tercer y cuarto lugar el ameloblastoma periférico y el
ameloblastoma desmoplastico respectivamente.

e Tumor Odontogénico Queratoquistico, a partir de su incorporacion a los
tumores odontogénicos segun la clasificaciéon de la OMS del afio 2005, se

encuentra entre los mas frecuentes.

La etiologia de la mayoria de los TO permanece desconocida, sin embargo, se han

descrito mutaciones del gen ptch en los tumores odontogénicos queratoquisticos

(10,47,49,50) (45,51,52)

y de B-catenina en el tumor odontogénico quistico calcificante
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La falta de marcadores especificos para confirmar el origen odontogénico de todas las
lesiones incluidas en la actual clasificaciéon de la OMS sobre tumores odontogénicos,
hace que el diagndstico se base principalmente en consideraciones anatdmicas, relacion
dental o en similitudes histomorfoldgicas de algunos tumores con las estructuras

odontogénicas mencionadas anteriormente .

1.3.1 AMELOBLASTOMA

El ameloblastoma (AM), es un tumor odontogénico de origen epitelial que posee un

potencial de crecimiento lento e ilimitado, con un comportamiento agresivo local, alta

(62)

tasa de recurrencia y raramente metastasico =, normalmente asintomatico hasta que el

aumento de volumen se hace notorio, pudiendo llegar hasta la perforacién de la cortical

6sea e invasion de tejidos vecinos %Y.

Aproximadamente un 94% de los ameloblastomas son de desarrollo intradseo y
presentan una imagen radiografica multilocular o unilocular asociada a reabsorcion dsea
y dentaria, por lo que para su crecimiento requiere interaccionar con los mecanismos de

e, . 2 . .z . 2
remodelacion 6sea, fendmenos escasamente estudiados en relacion a esta patologia 2
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Etiologia

Todos los cambios celulares que pueden sufrir los restos de epitelio odontogénico,
incluyendo proliferacion, diferenciacion, senescencia, tumorogénesis, etc., se producen a
través de la activacidn o inactivacion de vias de sefializacion molecular relacionadas. La
sobreexpresion o subexpresion de importantes moléculas de sefializacion puede
desempefiar un papel importante en la tumorigénesis de los ameloblastomas ©* . Estas
vias, se desconocian en su mayoria hasta el 2014, cuando se relaciond de manera
bastante importante la activacion de la via de sefalizacion mediada por la proteina

(191)

kinasa activada por mitégenos (MAPK) Varios estudios han demostrado la

activacion de componentes de la via MAPK en la linea celular de ameloblastoma (AM-

1), en varias circunstancias, las que incluyen estimulacién con TNFa (193)

y factores de
crecimiento fibroblastico 7 y 10 '°?. La via de sefializacién Ras/MAPK se activa fuera
de la célula, controlando procesos celulares tales como proliferacion y diferenciacion
por medio de cascadas de fosforilaciéon. El receptor 2 del factor de crecimiento de
fibroblastos (FGFR2) es uno de los varios receptores que activan RAS "*?. Una vez
activado, entre otras proteinas, se activa braf, la cual se puede asociar a una serie de
neoplasias malignas, que incluyen melanoma, leucemia de células pilosas y cancer

colorectal. Méas de 40 diferentes mutaciones se han identificado en el oncogen humano

braf; el 90% de estas mutaciones considera un cambio de bases de adenina por timina en
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el par de base posicion 1,799. Esta mutacion misense, localizada en el exén 15, resulta
en un cambio en el residuo 600 que sustituye glutamina por valina (V600E) % 1),
Ademads, es posible la activaciéon de la cascada de sefiales, en ausencia de cualquier
estimulo extracelular, lo que permitiria a la célula neoplésica ser autosuficiente en

sefiales de crecimiento con la via de sefiales que constituye BRAF %%,

La mutacién brafV600OE ocurre en células somaticas y ha demostrado jugar un rol

importante en la patogénesis del ameloblastoma 7> 8% 190

, no siendo registrada en
casos de tumor odontogénico queratoquistico o en quistes dentigeros '*”. Esta mutacion
se ha mostrado exclusiva para tumores de origen ameloblastico, sugiriendo un potencial

rol como sefial diagnéstica "7V,

En la investigacion de Brown 2014 (190), fueron evaluados un total de 84
ameloblastomas, a través de PCR alelo especifica brafV60OE, inmunohistouimica VEI,
panel lon AmpliSeq Cancer Hotspot y secuenciacion Sanger. La eficacia de un inhibidor

BRAF se evalué en una linea celular derivada de ameloblastoma (AM-1) (188, 190)

Las mutaciones somaticas, activadoras y mutuamente exclusivas ras-braf y fgfr2 fueron
identificadas en el 88% de los casos; brafV600E fue la mutacién mas comun, encontrada

en un 62% de los ameloblastomas. Esta mutacion se asocié con una edad mas temprana



28

de aparicion, mientras que los casos de tipo salvaje BRAF se presentaron con mayor
frecuencia en el maxilar y mostraron recurrencias mas tempranas. Hubo un 100% de
concordancia en lo observado entre la inmunohistoquimica y la detecciéon molecular de

la mutacién de braf V60OE °0.

En el estudio de Diniz 2015 (194), reportd mutaciones en BRAF en un 82% de casos de

ameloblastomas. La incidencia acumulada de 4 investigaciones es de 62,7% (96/153)

(175, 188, 190, 194)

El perfil de mutacién de los ameloblastomas se correlaciona con histopatologia,

19D, Sweeney et al (138) postularon que los

localizacion, edad al diagnostico y prondstico
tumores con BRAF y SMO mutados representan dos subtipos moleculares distintos con

ameloblastoma con diferentes caracteristicas clinico-patoldgicas, incluyendo

localizacidn, patrén histologico (folicular versus plexiforme) y posiblemente prondstico

(191)

Entre otros factores que se relacionan con la patogénesis del ameloblastoma se
encuentran genes que codifican factores de transcripcion, factores de crecimiento y sus
receptores y constituyentes de matriz extracelular tales como, en un orden decreciente de

sobreexpresion: c-fos, receptor de la superfamilia de factor de necrosis tumoral miembro
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1A (TNFRSFI1A) y metaloproteinasas de matriz (MMPs), como por ejemplo MMP-2,
MMP-9 y MMP-14 ©33%3339 por ejemplo la sobreexpresion de MMP-9, en los
ameloblastomas posiblemente es modulada por la no metilacién de su gen pudiendo
influir en las caracteristicas de agresividad y alta recurrencia del ameloblastoma ©”.
MMP-9 juega un importante rol en la angiogénesis, asi como en la invasioén tumoral y
metastasis, principalmente por su capacidad de clivar el coldgeno IV presente en la
membrana basal ®%.

RANK regula la expresion de un gran nimero de citoquinas proinflamatorias, tales
como el factor de necrosis tumoral a, interleuquina-1 e interleuquina-6, como también

metaloproteinasas (MMPs) %

Las MMPs son proteasas que causan cambios
estructurales y funcionales en componentes de la matriz extracelular. Bajo condiciones
fisiolégicas, MMPs son pobremente expresadas en los tejidos, lo que cambia en
condiciones patoldgicas, resultado de un desbalance entre la actividad de MMPs y sus

inhibidores .

El hecho de que RANKL y MMP-9 se expresan en ameloblastomas sugiere que las
células del ameloblastoma tienen el potencial de inducir osteoclastogénesis, resultando

L. S 7,54, 62
en una rapida destruccion 6sea "3+ 62,
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Clasificacion

La clasificacién de la OMS del afio 2005 © describe cuatro tipos de ameloblastomas:
Ameloblastoma sélido/multiquistico (A-S/M), Uniquistico (A-U), Extraéseo o tipo

Periférico (A-E/P) y Desmoplastico (A-D), siendo los més frecuentes los dos primeros.

Ameloblastoma Sélido/Multiquistico

Aunque es infrecuente, el A-S/M es el segundo tumor odontogénico mis comin en
América, no exhibiendo variaciones por sexo, ocurriendo en un amplio rango de edad,
preferentemente entre los 30 a 60 afios Y. Ocurre preferentemente en los huesos
maxilares y raramente en las cavidades sinusales. Aproximadamente un 80% ocurre en

la mandibula, con una marcada predileccién por la regién posterior “*.

El diagnéstico definitivo de un A-S/M no puede hacerse radiograficamente debido a su
imagen similar con otros tumores odontogénicos, por ejemplo, tumor odontogénico
queratoquistico o mixomas, por lo que se requiere el uso de estudios histopatologicos

complementado con tomografia computarizada o resonancia magnética ©*.
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Caracteristicas histolégicas

Existen dos patrones histopatoldgicos basicos en que se presenta el A-S/M y estos con

un patrén celular bastante caracteristico, patrén folicular y plexiforme, ambos sin una

(64)

relevancia clinica Las figuras mitdticas son escasas en la mayoria de los

ameloblastomas, de acuerdo con su lenta tasa de crecimiento 7

El tipo folicular puede ser clasificado en 4 subtipos: células fusiformes, acantomatoso,
granular y de células basales. El tipo folicular consiste en islas de epitelio odontogénico
en un estroma fibroso. Las células basales tienen forma columnar, con distribucidén en
empalizada, nicleo de polaridad inversa, hipercromaticas, citoplasma generalmente se
encuentra vacuolado. Las células centrales pueden disponerse libremente asemejando el

reticulo estrellado (61’62’64); las células centrales pueden sufrir necrosis, formado

(62)

microquistes . El tipo folicular puede crecer formando nddulos multiquisticos,

resultando en una masa tumoral multilocular ¢,

El tipo plexiforme contiene epitelio que prolifera en un patrén de “red de pesca”. Se
presentan capas celulares entre el epitelio proliferativo con uniones desmosdmicas bien

definidas, simulando capas de células fusadas. Los ameloblastomas plexiformes con
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formacion de quistes multiples son tumores odontogénicos raros y benignos que pueden

alcanzar proporciones grotescas, afectando a una gran regién de la mandibula ©?.

Ameloblastoma uniquistico

El A-U en las clasificaciones antiguas de la OMS se consideraba una variante, desde el
2005 la OMS lo considera un tipo distinto de ameloblastoma que presenta una cavidad
patoldgica revestida por un epitelio neoplasico. La edad promedio de aparicion esta entre
los 16 y los 35 afios, lo cual es significativamente inferior al A-S/M que en varias series
es de 45 afios “”. El A-U es una lesion de crecimiento expansivo, que puede destruir una
porcidn significativa de la mandibula. Normalmente no se comporta como A-S/M y no

infiltra el hueso circundante ¥,

Radiogréaficamente se presenta como una radiolucencia unilocular bien corticalizada, a
menudo pericoronal de un diente incluido, puede ocurrir la reabsorcion radicular. Asi
como con A-S/M, el diagnéstico definitivo debe realizarse mediante estudios
histopatologicos, ya que con frecuencia el diagnoéstico clinico radiografico es de un
quiste dentigero ®”. En este examen histoldgico se observa una cavidad quistica,
recubierta por el tipico epitelio amelobléstico, con o sin crecimiento tumoral luminal y/o

mural.
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En la presentaciéon luminal, puede presentarse un crecimiento intraluminal, el cual
usualmente exhibe un patrén epitelial plexiforme, no habiendo infiltracion hacia la pared

fibrosa 2%,

En la variante mural, la pared quistica es infiltrada por el epitelio ameloblastico,
pudiendo presentar un patrén epitelial folicular o plexiforme. A veces ambos patrones se

pueden presentar en la misma lesién “*.

Respecto al tratamiento, la variante luminal no infiltra en el hueso adyacente, por lo que

no requiere de otro tratamiento que la enucleacién completa de la lesion ©*%%.

Tratamiento y prondstico

El tratamiento por eleccion es la remocion quirdrgica con un amplio margen de
seguridad, con una excepcion en los casos de ameloblastoma uniquistico, en el que la
enucleacion de encontraria justificada D Los margenes adecuados pueden confirmarse
histolégicamente en el postoperatorio o radiolégicamente con imagenes intraoperatorias.
El seguimiento a largo plazo es critico ya que las recurrencias pueden ocurrir hasta 45
afios después de la reseccién inicial 7”. Las lesiones que se localizan en la regién

posterior de la maxila, son las que tiene el peor pronéstico “*.
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1.3.2 TUMOR ODONTOGENICO QUERATOQUISTICO (TOQ)

El TOQ se clasifica como un tumor de origen odontogénico, intraéseo, uni o
multiquistico, con un caracteristico epitelio estratificado paraqueratinizado; con un
potencial agresivo. Puede ser solitario o multiple, en tal caso puede ser uno de los signos

del sindrome nevoide basocelular (SNBC) (63.64.73.74.75)

El TOQ se puede diagnosticar en un amplio rango de edad, pero la mayoria de los casos
(60%) son diagnosticados en pacientes entre los 10 y los 40 afios. Preferentemente se
presenta en mandibula con alrededor del 60% al 80% de los casos, con una marcada
tendencia a localizarse en el 4ngulo mandibular, extendiéndose anterior y superiormente
9 Puede ser asintomatico o provocar dolor, tumefaccién y drenaje, pudiendo penetrar

(63,64)

la cortical 6sea e invadir estructuras adyacentes , presentando una alta tasa de

. 74
recurrencia cercana al 29% ¥,

La imagen radiografica de TOQ, puede mostrarse como una pequeiia radiolucidez
unilocular, redonda u ovoidea, o ser una amplia lesion con margenes festoneados. La
imagen radiolicida tiene tendencia a ser bien definida con distintos margenes
esclerdticos o difusos; los dientes adyacentes pueden estar desplazados, habiendo siendo

rara la reabsorcién radicular ©¥.
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El diagnéstico definitivo se basa en sus caracteristicas histopatolégicas “>. EL TOQ esté
revestido por un epitelio estratificado plano paraqueratinizado regular, por lo general
con un espesor de 5- 8 capas de células y sin crestas epiteliales. Presenta una capa basal
bien definida de células columnares o cuboideas en empalizada. Los nucleos de las
células columnares tienden a orientarse alejadas de la membrana basal y a presentar una
intensa basofilia. La capa de paraqueratina usualmente presenta una superficie
corrugada, la cual se descama en la mayorfa de las cavidades Y. Algunas veces las
células del estrato basal invaden la regidén adyacente de tejido conectivo, con una
formaciéon consecuente de microquistes satélites que, conectados a vacuolas
relativamente fragiles y delgadas, se considera la principal causa de la alta tasa de
recurrencia posquirtrgica (10-60%), la que aumenta en pacientes con lesiones multiples
(9 En presencia de un intenso infiltrado inflamatorio, las células y la conformacién

estructural de estas en el epitelio tumoral, pierden las caracteristicas usuales “*.

Su crecimiento se da principalmente en sentido anteroposterior, pudiendo alcanzar un
tamafilo notable sin deformar significativamente la estructura Osea. Las lesiones
multiples de este tipo son mas raras, pero no excepcionales. La tendencia particular al
crecimiento rapido se debe a una mayor actividad de las células epiteliales que revisten
el quiste, las que estimulan la actividad osteolitica de las sustancias de prostaglandina en

la poblacion celular del revestimiento del quiste y una mayor acumulaciéon de restos
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hiperqueratésicos en el lumen del quiste, lo que contribuye a un aumento en la presiéon

hidrostatica ?.

Segin Madras 7V

, para minimizar la invasividad y la recurrencia, la opcién de
tratamiento mas efectiva parece ser la enucleacion del TOQ y la posterior aplicacion de
la solucion de Carnoy. Alternativamente, la marsupializacién seguida de cistectomia es
igualmente eficaz, ya que este tratamiento no da como resultado una tasa de recurrencia

significativamente mayor que la enucleacién més la solucién de Carnoy .

En la investigacién de Heikinheino ©°

se sefala que estudios en casos de TOQ, fueron
detectadas supresiones en genes relacionados con genes de caderina (cdh5S y cdh18); de

esta forma se brindaria una explicacion al frecuente desprendimiento observado en el

epitelio de revestimiento quistico, una caracteristica tipica de esta lesion.

Existe una asociacién entre mutaciones del gen ptch y el desarrollo de TOQs, pero
también se ha descrito pérdidas de alelos en algunos genes que contribuyen a la

explicacion de las caracteristicas de agresividad del TOQ (44.46.48,171),

o cdkn2a: codificante de la proteina inhibidor 2A de quinasa dependiente de
ciclina o p16,

» tp53: codificante de la proteina P53
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* mcc: codificante de la enzima metilcrotonil-CoA carboxilasa,

» tslcl: gen supresor de tumor que codifica un miembro de la superfamilia de las
inmunoglobulinas. Tiene una alta homologia de su dominio extracelular con
otras moléculas de adhesion celular de la superfamilia de IG (IgCAMs), plantea
la posibilidad de que #sic] participa en la interaccién célula-célula ©V.

e Jtas2

« fhit: Fragile Hisdtidine Triad, corresponde a un gen supresor de tumores

1.3.3 QUISTE DENTIGERO

Los quistes dentigeros (QDs) se definen como un quiste que se origina por la separacion
del foliculo que rodea a la corona completamente formada de un diente definitivo,

incluido, unido a su cuello, desarrollandose por la acumulacién de liquido en el espacio

3)

folicular ®®, raramente se desarrolla en un diente temporal ®”. Es importante destacar

que esta definicion debe ser estricta en la evaluacion radiografica, ya que lesiones
radioldcidas adyacentes a dientes incluidos, pueden sub estimar el diagndstico de QD, al

no considerar un posible diagnéstico de ameloblastoma o TOQ ®®.

(85)

Segin Ledesma " es el segundo quiste odontogénico, con una frecuencia de un 35.5%,

)

por su lado, Shear @9 menciona una frecuencia de 17.1%, la frecuencia relativa de QD
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en Chile, corresponde a 18,5%, también en un segundo lugar de mayor frecuencia, segtin

. . . . 5,86,87
Ochsenius ®”, teniendo una mayor prevalencia en el sexo masculino ® ),

Los dientes involucrados con mayor frecuencia son: terceros molares (28,9%), caninos
. . . 7

maxilares (20,1%), en el tercer lugar segundos premolares inferiores con un 12,1% @7

En las primeras etapas suelen ser asintomaticos, , pudiendo llegar a expandir las

. . . . .o . v e 7
corticales causando asimetria facial, con crecimiento lento, expansivo y no infiltrante "

63,78, 79)

De inicio asintomético, cuando logran ser palpables, suelen presentar una capsula
depresible (signo de Dupuytren). Cuando afectan al seno maxilar, pueden manifestarse
por dolores infraorbitarios, sinusitis maxilar unilateral cronica u obstruccion nasal
unilateral. Todas estas lesiones se pueden complicar cuando se extienden fuera del seno
maxilar y afectan al seno etmoidal, la base del craneo, la fosa pterigopalatina y/o la fosa

infratemporal ©'-**%9,

Radiograficamente muestra un area radiolucida unilocular alrededor de la corona del
diente incluido. Los bordes del quiste presentan un margen esclerdtico bien definido,
hasta que se infecta. Se observa reabsorcion radicular de los dientes vecinos al quiste.
Ocasionalmente, se pueden observar trabéculas dando la impresion errénea de

multilocularidad ®®. Se pueden describir tres variantes radiograficas del QD ®¢:
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* QD central: la corona es rodeada simétricamente, de esta forma la presion
ejercida sobre la corona del diente causante y lo empuja en sentido contrario a su
erupcion.

* QD lateral: imagen radiografica que resulta de la dilatacién del foliculo s6lo en
un drea de la corona. Esta variante es comtin verla en terceros molares inferiores
incluidos semierupcionados.

* QD circunferencial: el diente completo aparenta estar rodeado por el quiste. Es

importante diferenciar esta variante de un TOQ.

Tratamiento

Es indispensable realizar una tomografia computada antes de adoptar cualquier decisioén
terapéutica, ya que permite apreciar su ubicacidn exacta, volumen y relaciones con los

tejidos adyacentes, asi como el estado de las corticales 6seas G0

El énfasis del tratamiento estd dirigido a un tratamiento conservador, en que, para la
resolucion de la lesidn, no es necesario considerar margenes de seguridad al momento de

realizar la excéresis de la lesion.
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Segin Hyomoto (2003) y Motamedi y Talesh (2005) ®°, es posible que posterior a la
eliminaciéon de la lesidn, el diente incluido en relacion al QD puede erupcionar
normalmente, ya sea con o sin ayuda ortodoncica. Este potencial de erupcion tiene
relacion con el nivel de desarrollo radicular, que entre menor sea este, mayor potencial
tiene de erupcionar normalmente. Ahora, otros factores a considerar son: posicidon y
angulacion del diente incluido, edad del paciente, tamaifio del quiste. Un procedimiento
inicial para el tratamiento del QD, es realizar una aspiracién con una agujade 16 0 18 y
asi confirmar que se trata de una lesion quistica y no tumoral. El tratamiento de grandes
QD se puede complementar con la descompresion del quiste y asi mejorar el prondstico

postquirudrgico, realizando excéresis de una lesion mas pequefia que la original.
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1.4 TUMORES ODONTOGENICOS Y REABSORCION OSEA.

La fisiopatologia de los huesos maxilares muestra caracteristicas distintas en
comparaciéon con la del hueso axial y apendicular. La presencia de dientes en los
maxilares determina no solo la existencia de tejidos mineralizados distintos al hueso
como: esmalte que recubre la corona, dentina y cemento como revestimiento de la raiz
(176)

, sino que también implica la presencia de restos de epitelio odontogénico en el

contorno radicular ubicados en el ligamento periodontal.

La articulacién de los dientes a los huesos maxilares esta asegurada por una estructura
anatomica especializada: el hueso alveolar que esta conectado al cemento radicular por
el ligamento periodontal. El diente y los huesos alveolares estin directamente
involucrados en la masticacion. La fisiologia de la célula 6sea maxilofacial es tnica en
si. Algunas caracteristicas fisiopatoldgicas discriminan la regién maxilofacial del hueso
axial y apendicular. Una labilidad tnica caracteriza al hueso alveolar que aparece y
desaparece con la pérdida del diente. Su plasticidad biomecanica, intimamente

relacionada con el movimiento dental, permite el desplazamiento ortoddncico del diente

(96)
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En la actualidad, no se delimita una especificidad molecular para las células dseas del
territorio bucal. Esta especificidad 6sea podria ser indirecta (es decir, relacionada con el
diente y su situacién peculiar dentro del medio bucal). La corona dental esta expuesta a
microorganismos orales y a la biomecdnica masticatoria. La caries dental y las
enfermedades periodontales pueden destruir los tejidos mineralizados; los procesos
infecciosos e inflamatorios afectan la pulpa dental y el periodonto, pudiendo extenderse
dentro del hueso maxilar. En un contexto fisioldgico, las proteinas de la matriz de
esmalte producidas por las células dentales pueden enriquecer el microambiente del

hueso alveolar ®®,

Los recientes avances en biologia 6sea han identificado moléculas reguladoras de la
remodelacidon Osea, que son cruciales para la formacion, diferenciacion y actividad de
los osteoclastos. Entre estas moléculas reguladoras estd el TNF, una super familia
compuesta por 19 ligandos y 29 receptores cuya funcidén principal es estimular la

osteoclastogénesis 1?2

El ameloblastoma y el tumor odontogénico queratoquistico, se caracterizan por un
comportamiento benigno, pero localmente invasivo, con un alto riesgo de recurrencia
6.7).

; ambos, aunque con mayor grado el ameloblastoma, pueden presentar un

compromiso de los tejidos blandos adyacentes, infiltraciéon en el hueso esponjoso, y el
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crecimiento destructivo. En general, el ameloblastoma presenta imagenologia de
radiolucidez multilocular que algunos radidlogos describen como “pompas de jabon”,
con frecuente reabsorcion radicular, mientras que el tumor odontogénico queratoquistico
aparece como un area radiolicida unilocular o multilocular con bordes lisos o
festoneados, y el quiste dentigero se observa como un area radioltiicida unilocular en

torno a la corona de un diente incluido ¢+,

En el ameloblastoma, varias citoquinas, incluyendo la interleuquina-1a, la interleuquina-
1B, la interleuquina-6 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), tienen actividad
osteolitica y también pueden estimular el crecimiento celular. Las actividades de estas
citoquinas fueron consistentes con sus papeles tanto en el crecimiento del
ameloblastoma como en la expansion intraésea. Ademads, la localizacion
inmunocitoquimica de IL-1a e IL-6 en ameloblastoma se confirmé mediante hibridacion
de mRNA, lo que apoya la hipdtesis de que la expansion osteolitica en la invasion de
ameloblastomas participan IL-la e IL-6, siendo uno de los principales factores

osteoliticos .

Al revisar la literatura en relacidn a proteinas asociadas a osteoclastogénesis en tumores

odontogénicos tales como ameloblastomas y TOQ y en quistes como QD y QR se
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observa que se han realizado estudios a través de inmunodeteccion de las proteinas
RANK, RANKL y OPG, con resultados controvertidos.

(121)’ en casos de ameloblastomas recurrentes, la triada

En la investigaciéon de Siar
RANK-RANKL-OPG se detectdé heterogéneamente en muestras de ameloblastomas
recurrentes. RANK, fundamental para la diferenciacion de osteoclastos, se expreso
fuertemente en el epitelio tumoral. Por el contrario, RANKL, un activador de
osteoclastos, fue marcadamente subexpresado y la localizacién de proteinas fue
predominantemente estromal. OPG, un factor inhibidor de la osteoclastogénesis, se

detect6 en el epitelio neoplasico mas que en el estroma, lo que sugiere la inactivacion

funcional de RANKL 2V,

En el estudio de Tekkesin  se comparé la expresion de RANK mediante
inmunohistoquimica en queratoquistes, ameloblastomas y quistes radiculares (QRs),
observandose un mayor numero de células RANK positivas en el estroma de
queratoquistes en comparacion con las otras entidades, con medias de células RANK" de
65% para queratoquiste, 50% para ameloblastoma y un 50% para los QRs. La expresion
de RANKL fue uniforme en los tres tipos de tumores, por lo que estos autores
consideraron que la variable que determina la osteoclastogénesis es la expresion de

RANK.



45

Por otro lado, Da Silva © encontré similar inmunodeteccion de RANK, RANKL y OPG
en el epitelio odontogénico de TOQ, AM y QD, sin embargo, en el estroma de estos
tumores encontr6 mayor numero de células positivas para RANK y RANKL en
ameloblastomas comparados con QD. Ademads, encontré que la mayoria de los
ameloblastomas tenian mayor nimero de células RANKL positivas que células OPG

positivas.

En el estudio de De Matos

se observo que TOQ y ameloblastomas mostraron mayor
marcacion inmunohistoquimica de RANKL que QR y QD en el epitelio. Junto con esto

observaron una relaciéon OPG menor a RANKL mas frecuente en ameloblastomas y una

relacidn de mayor expresion de OPG que RANKL en QD.

Otro autor que ha estudiado mediante inmunohistoquimica las proteinas RANK,
RANKL y OPG en otros tumores odontogénicos es Andrade y col. G4 quien encontrd
similar patron de expresion para RANKL y OPG en el epitelio de tumores
odontogénicos benignos con distinto grado de agresividad tales como: tumor
odontogénico quistico calcificante, tumor odontogénico epitelial calcificante, y tumor

odontogénico adenomatoide entre otros.

La caracteristica mas controvertida del ameloblastoma es su invasividad en el hueso

circundante a través de la destruccion Osea osteoclastica, a pesar de su naturaleza
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benigna ©”; y si bien existen algunos estudios sobre la expresién inmunohistoquimica de

las proteinas RANK, RANKL y OPG en tumores odontogénicos, a nuestro entender
existe escasa literatura sobre los mRNA de estas moléculas en tumores odontogénicos.

Kumamoto y Ooya (133)

investigaron la expresion de la proteina relacionada con la
hormona paratiroidea (PTHrP), RANKL y OPG mediante PCR (RNA total) e
inmunohistoquimica en ameloblastomas y en dientes en desarrollo. La expresion de
mRNA de pthrp, rankl y opg fue detectado en todas las muestras de gérmenes dentarios
y de ameloblastoma. La expresion de RANKL y OPG fue menor en ameloblastomas que
en dientes en desarrollo, interpretindolo como una disminucién de la capacidad de
regular el metabolismo 6seo debido a la transformacion neoplasica del epitelio

odontogénico .

5 (“0), estudiaron en muestras obtenidas de diversos

En la investigacién de Ferry, 200
tipos de ameloblastoma y de células de ameloblastoma en cultivo (AM-1, Harada *) la
expresion de RANKL y TNFa, mediante andlisis de western blot. También se estudi6 en
10-CM (medio concentrado 10 veces de células AM-1) la secrecién de RANKL, TNFa y
OPG mediante ELISA encontrando que RANKL presentd una concentracion més de 10

veces mayor que la de TNFa y OPG. Adicionalmente, en ensayos in vitro demostraron

que estas células eran capaces de inducir osteoclastogénesis y reabsorcién de dentina.
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Segin los resultados de Ferry, RANKL ha demostrado desempefiar un papel mas

importante que el TNFa en la induccién de la osteoclastogénesis 1.

0 ©¥, analizaron la expresién de RANKL y

Por otro lado, Qian y Huang en el afio 201
MMP-9 en ameloblastomas empleando RT-PCR e inmunohistoquimica, encontrando
expresion inmunohistoquimica de RANKL en todas las muestras y de MMP-9 sélo en
algunas muestras, adicionalmente observaron que las células de ameloblastoma in vitro
eran capaces de inducir diferenciacion de células de la médula 6sea a osteoclastos con
capacidad de resorcién de hueso. Estos autores concluyeron que las células de
ameloblastoma tienen la capacidad de inducir osteoclastogénesis y que RANKL juega

un rol esencial en la formacién de osteoclastos in vitro ©¥.

(120), el ameloblastoma so6lido mostr6 una expresion de OPG

Segin Iakovou
significativamente mayor (P = 0,004) asociado al patréon folicular (P <0,05) en
comparacion al patrén plexiforme o mixto. La ausencia o baja inmunoreactividad de
RANKL se observo en el 79,3% de los tumores sdlidos. Se encontré un resultado
estadisticamente significativo (P <0,05) en el ameloblastoma uniquistico, segin los
diferentes patrones histopatologico (no se observd expresion de RANKL cuando

compar6 el patrén plexiforme con el folicular) "*”. Se observé una mayor expresién de

OPG sobre RANKL en el 86,2% de los A-S/M comparado con el 36,4% del A-U. No
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hubo diferencias en la relaciéon de expresion de TRAIL / RANKL en el A-U, mientras
que el 55,2% de los ameloblastomas sélidos mostraron una mayor expresion de TRAIL

sobre RANKL 29,

La literatura recién mencionada muestra que faltan estudios sobre la expresion
cuantitativa de los mRNA de RANK, RANKL y OPG en lesiones benignas de los
huesos maxilares con diferentes grados de agresividad y de infiltracién ésea como
ameloblastomas, tumor odontogénico queratoquistico y quiste dentigero. Tampoco
existen estudios que comparen la relacidon entre la expresion a nivel de mRNA y de las
proteinas de RANK, RANKL y OPG en las lesiones de los huesos maxilares recién

mencionadas.

Frente a estos antecedentes, el objetivo del presente trabajo de investigacién es estudiar
la expresion de RANK/RANKL y OPG en los tipos de ameloblastoma que se presentan
con mayor frecuencia en nuestro pais: ameloblastoma sélido/multiquistico vy
ameloblastoma uniquistico y compararlos con su expresion en TOQs y QDs, mediante el

uso de inmunohistoquimica y la reaccién cuantitativa en cadena de polimerasa (QPCR).
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II. HTIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

La expresion de las proteinas RANKL, RANK y OPG se localizan principalmente en los
estratos basales comparado a los estratos superiores de los epitelios de: ameloblastomas
sOlido/multiquistico, ameloblastoma uniquistico, tumor odontogénico queratoquistico y

quistes dentigeros.

Mayores niveles cuantitativos de expresion de mRNA de rankl, se observan en
ameloblastomas so6lido/multiquistico y ameloblastoma uniquistico, seguido de tumor
odontogénico queratoquistico y por dltimo quistes dentigeros. Los niveles de expresion
cuantitativos de mRNA de rank y opg son similares en ameloblastomas
sOlido/multiquistico, ameloblastoma uniquistico, tumor odontogénico queratoquistico y

quistes dentigeros
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la expresion y localizacién tisular de las proteinas RANKL, RANK y OPG
en ameloblastomas  sélido/multiquistico, ameloblastoma uniquistico, tumor

odontogénico queratoquistico y quistes dentigeros.

Determinar los niveles cuantitativos de expresion de mRNA de RANKL, RANKL y

OPG en ameloblastomas sdlido/multiquistico, ameloblastoma uniquistico, tumor

odontogénico queratoquistico y quistes dentigeros.

Objetivos Especificos

1. Determinar la localizacién tisular en los diferentes estratos de los epitelios y el
porcentaje de expresion de RANK, RANKL y OPG en ameloblastomas, tumor

odontogénico queratoquistico y quiste dentigero mediante inmunohistoquimica.

2. Cuantificar los niveles de expresion de los mRNAs de rank, rankl y opg en
ameloblastomas, tumor odontogénico queratoquistico y quiste dentigero

mediante RT-qPCR.
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3. Analizar y comparar la expresion de las proteinas RANK, RANKL y OPG con
los niveles de expresion de sus respectivos mRNA en ameloblastomas, tumor

odontogénico queratoquistico y quiste dentigero mediante inmunohistoquimica.

4. Describir la distribucidén etaria y de sexo de pacientes con ameloblastomas,
tumor odontogénico queratoquistico y quiste dentigero y la localizacion
anatomica de estas lesiones en relaciéon a la expresion de RANK, RANKL vy

OPG.
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III. MATERIALES Y METODO

TIPO DE ESTUDIO

Estudio observacional descriptivo transversal

MUESTRA

SELECCION DE CASOS

Con la aprobacién de comité de ética de la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Chile, se reviso la base de datos del Servicio de Biopsias, dependiente del Departamento
de Patologia, de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, seleccionando
muestras de biopsias con diagndstico de ameloblastomas (AM), tumor odontogénico
queratoquistico (TOQ) y quiste dentigero (QD), registradas entre los afios 1995 y 2008,
seglin criterios diagnodsticos histopatoldgicos basados en la clasificacion de Tumores

Odontogénicos de la Organizaciéon Mundial de la Salud del afio 2005 69,
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Estas muestras corresponden a envios de biopsias, para solicitud de informes
anatomopatoldgicos con fines diagndsticos. Estas biopsias fijadas en formalina,
provenientes de hospitales publicos, servicios odontolégicos privados y servicios de
cirugia maxilofacial universitarios de la Region Metropolitana de Santiago de Chile. Las
muestras estudiadas fueron en su mayoria de tipo incisional y en los casos de biopsia
escisional se evalué solo uno de los segmentos para conservar la mayor parte de la

muestra.

CRITERIOS DE INCLUSION

Muestras que correspondan a los diagnoésticos histopatologicos de: Ameloblastoma
Sélido/Multiquistico (A-S/M), Ameloblastoma Uniquistico (A-U), Tumor Odontogénico
Queratoquistico (TOQ) y Quiste Dentigero (QD). Se preseleccionaron 120 casos
registrados segun este criterio, correspondiendo a 54 casos de Ameloblastomas, 54 casos

de TOQ y 12 casos de QD.
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CRITERIOS DE EXCLUSION

1. Muestras asociadas a recurrencias y/o recidivas post-tratamiento quirtirgico

2. Muestra remanente muy escaso en taco de parafina

3. Muestras que presenten inflamacién moderada a severa @ "%,

4. Muestras que contengan escasa o nula cantidad de epitelio, que impida realizar
un recuento de por lo menos tres campos representativos una vez realizados la

inmunohistoquimica de RANK, RANKL, OPG.

5. Casos asociados a TOQ sindromico (Sindrome Nevoide Basocelular)

RECOLECCION DE MUESTRAS

Aplicados los criterios de exclusion, se seleccionaron 20 casos de AM, 12 casos de TOQ
y 11 casos de QD; cada uno de estos fueron utilizados para realizar inmunohistoquimica
de RANK, RANKL, OPG. De los casos seleccionados, se realizé una seleccion de
muestras para RT-qPCR de mRNA de rank, rankl, opg: AM (n=8), TOQ (n=11), QD

(n=5).

El proceso de seleccidon de casos y muestras, se resumen en la figura 1.



Figura 1. Proceso de seleccion de
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Figura 1. S/M, Solido Multiquistico; U, Uniquistico, TOQ, Tumor Odontogénico
Queratoquistico; SNBC, Sindrome Nevoide Basocelular; QD, Quiste dentigero; THQ,

Inmunohistoquimica; RT-qPCR, quantitative reverse transcription polymerase chain reaction.

INMUNOHISTOQUIMICA

Una vez obtenidos los moldes seleccionados, se realizaron 3 cortes de 4um a cada uno
con navajas de corte para tejidos duros y blandos marca Feather, en micr6tomo marca E.
Leitz Wetzlar, posteriormente colocadas en un bafio de flotacion marca Labline a 38°C;
cada corte fue recogido en portaobjetos cargados positivamente (Cellpath Ltda, UK) y

secados a 60° C por 30 minutos en estufa marca Memmerty.

Las muestras fueron desparafinadas en una bateria de xilol y alcohol durante un tiempo
total de 55 minutos. Para la recuperacion de antigenos, las muestras fueron incubadas en
una solucién de buffer citrato (pH 6), en vaporera a 95° por 20 minutos; enfriadas en

congelador hasta alcanzar 21°C, para ser lavadas en buffer PBS durante 5 minutos.

El bloqueo de la peroxidasa endogena se realizé incubando las muestras en metanol al
0,3% en HO, durante 45 minutos a temperatura ambiente de 21°C. El bloqueo

secundario se realiz6 con suero normal (Prediluted Normal Horse Serum, R.T.U
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Vectastain® Universal Elite® ABC KIT, catalog No. PK-7200), a temperatura ambiente

durante 30 minutos.

La incubacién con anticuerpos primarios se realizé con los anticuerpos descritos en la
tabla I.

TABLA 1. Caracteristicas de anticuerpos utilizados en procedimientos de

inmunohistoquimica en esta investigacién

X X Tipo de Nuamero de Control Concentracion
Anticuerpo Laboratorio . . .. .
Anticuerpo catalogo positivo utilizada
anti-
R&D
f. M lonal de rat6 G.CCG
actor System, onoconal Ae raON N IABOSIT  or oy i 25ug/ml
nuclear kB MN. USA IgG2A PR
(RANK) ’
li an:; _d R&D Monoclonal de ratén Linfonodo
L System, MABG26 25ug/ml
RANK I1gG2B humano
MN, USA
(RANKL)
anti - R&D Antigeno purificado .
. . . Linfonodo
osteoprotegerina System, por afinidad de IgG AF805 humano 15ug/ml
(OPG) MN, USA policlonal de cabra

G.C.C.G: Granuloma Central Células Gigantes

Para RANK y OPG se incubaron las muestras durante 30 minutos a temperatura
ambiente de 21°C, mientras que RANKL, se incubd durante toda la noche a una
temperatura de 4°C en cdmara humeda. Como control negativo se reemplazé el
anticuerpo primario por buffer PBS. El anticuerpo secundario para RANK y RANKL se
hizo reaccionar durante 30 minutos (Ig biotinilado prediluido de caballo anti ratén/anti

conejo, listo para usar. R.T.U Vectastain® Universal Elite® ABC KIT). En el caso de



58

OPQG, las muestras se incubaron con anticuerpo secundario anticabra durante 30 minutos

(R.T.U. Biotinylated Horse Anti-Goat IgG Antibody (Ready-to-Use).

Las muestras fueron luego incubadas en cromégeno (ImmPACT™ DAB, SK-4105,
Vector laboratories) durante 1,5 minutos y contra tefiidos con hematoxilina de Harris por

10 segundos.

Controles positivos y negativos.
Se utilizaron las siguientes muestras para los controles positivos (figura 2):
* RANK: granuloma central a células gigantes

¢ RANKL - OPG: linfonodo humano

Como control negativo, se omiti0 la incubacién con el anticuerpo primario,

sustituyéndolo por buffer PBS.

Del total de muestras seleccionadas, se obtuvieron cortes de 4 pum, los que fueron
montados en portaobjetos cargados positivamente y se realizd el procedimiento de
inmunohistoquimica en cada muestra para RANK, RANKL y OPG. Del total de

muestras seleccionada de A-S/M y A-U (n=20), TOQ (n=12) y QD (n=11), se



59

descartaron las muestras en que se desprendid el epitelio, obteniendo el siguiente

resultado descrito en la tabla II:

Tabla II. Casos analizados por técnica inmunohistoquimica para RANK, RANKL y OPG
en AMs, TOQ, QD

Molécula en estudio

Lesion en estudio RANK RANKL oPG
Ameloblastoma S/M 7 5 6
Ameloblastoma U 9 6 7
Tumor Odontogénico Queratoquistico 12 12 12
Quiste Dentigero 11 11 11

S/M, sélido/multiquistico; U, uniquistico

Figura 2.
Controles positivos empleados en la

técnica inmunohistoquimica.
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B. Anticuerpo RANKL
R&D (catalog number MAB626)
Concentracion: 25 pg/ml
Control positivo: linfonodo.
Aumento original 400x.

C. Anticuerpo OPG
R&D (catalog number AF805).
Concentracion 15 pg/ml
Control positivo: linfonodo.
Aumento original 400x.

Localizacion tisular y Recuento celular

60

N —

1 { v - & . AT |
1 & S bl - L Ay = _bl
ll oy . e » _)"—‘._Q-. L _1
Burk, J oo ST W o SR
| BRSO e T 7, Wl i, B I S S |
| o LR, = T AT W SR, L - Yl TR |
IV ra. >, o il SIS _ e el IR e 1
B e T R e 1T ae i |
B s 5 WISRTEWE Y IRt it AR &
Bt T el M NSRBI e T R, oy
B oy Wil e *e o i Bt T «TF 7 SR,
| NS N R T QDA S Y ey, TR
B i i oot Tamba' % T 9 R0, d
| B Ll e A ST T N T R R Y |
| L, o' el Wiy ¥~ DL BT
L B Ny r = L P
| g L " ¢ . L b S
k- i J 49, £ Pt FEY
| ! 3 \ - A P
Lo &5 o Ty T )
BB, b ALY Y. TR P SR LT A
e —

Las muestras para inmunohistoquimica fueron codificadas con un nidmero y cada

anticuerpo con una letra, seguido por otro nimero segtn se tratase del campo a observar,

numerados del 1 al 5, codigos que so6lo fueron conocidos por el tesista de esta

investigacion. La marcacion celular positiva para RANK, RANKL y OPG fue evaluada

en células epiteliales por un especialista de patologia oral, perteneciente al departamento



61

de Patologia Oral de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, Prof. Dra.
Ana Verénica Ortega Pinto, quien, al realizar el recuento celular, desconocia el
anticuerpo empleado y la lesidon analizada, ya que las placas histopatoldgicas estaban

marcadas por la codificacion.

La observacion se realizé con un microscopio Olimpus BX41 y con un aumento inicial
total de 40x, se seleccionaron 5 campos, con mayor densidad de epitelio de
(179,180),

inmunomarcacion positiva (hot-spots) ; cada uno de esos campos se observo a una

magnificacion total de 400x y fueron fotografiados con este aumento.

La localizacién de las proteinas en estudio, se determiné por la marcacién
inmunohistoquimica (coloracion parda) que se diferencia de la tincién de contraste que
presenta color azul (Hematoxilina de Harris) la cual presenta afinidad tintorial por
moléculas acidas y por lo tanto tifie de color azul los nucleos celulares. Se emplearon
parametros  morfolégicos para determinar localizacion de la  marcacion
inmunohistoquimica como estratos epiteliales, marcaciéon nuclear, citoplasméatica o de
membrana, etc. basandose en criterios de expertos en patologia de quistes y tumores

odontogénicos ®+*%"
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El recuento de células positivas se realizé utilizando el programa Image J (National
Institutes of Health, Bethesda, MD) (6’7’27’94), con el que el operador marca las células

positivas y el programa realiza la contabilizacion de estas.

Se considerdé positivas células de color marrén segin criterios de Polley “®". Los
resultados se expresaron en porcentaje de células positivas, respecto al total de células

epiteliales contabilizadas por caso.

Los datos obtenidos se reunieron en una planilla Excel, Microsoft Excel 2016 ®

TECNICA RT-qPCR (qPCR)

Purificacion de RNA total y sintesis de la primera cadena de DNA complementario

(CDNA) (182, 183).

La extraccion del RNA total se realizé utilizando un kit de extraccién para muestras
fijadas en formalina y embebidas en parafina (Optimun FFPE RNA Isolation Kit,
Ambion, Austin, TX, USA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. E1 RNA

obtenido se suspendid en 30 ul agua milli-Q libre de RNAsas y su calidad y cantidad se
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analiz6 utilizando un espectrofotometro (Nanodrop®, Thermo Fisher Scientific, USA) a

260 nm y 280 nm. EI RNA se almacen6 a -80°C a una concentraciéon de 1 pg/ml.

La primera cadena de cDNA se sintetizara utilizando un kit de transcripcién reversa
(SuperScript ™ III, Invitrogen, Grand Island, NY, USA) de acuerdo con las instrucciones

del fabricante.

RT-gPCR "%

Los niveles de expresion de rank, rankl y opg se cuantificaron mediante RT-qPCR a
partir de 50 ng de cDNA utilizando los primers apropiados (Tabla III) y el reactivo
KAPA™ SYBR® Fast qPCR Reagent (KAPA Biosystems, Woburn, MA, USA), de
acuerdo a las recomendaciones del fabricante, en un termociclador en tiempo real
StepOnePlus® (Applied Biosystems, Singapore) siguiendo el siguiente protocolo de
amplificacion: 95°C por 3 min, 40 ciclos de 95°C por 3 seg y 60°C por 30 seg y
finalmente una curva de lisis de 95°C por 15 seg, 60°C por 1 min y 95°C por 15 seg para
la deteccidon de productos de amplificacion no especificos y falsos positivos. Como

control endégeno se cuantificaran los niveles de expresion de la subunidad 18S rRNA.
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Tabla III, primers 4. 185, 186) y tilizados en cuantificacién RT-qPCR
Forward primer (5= 3") Reverse primer (5-3)
rank tcaacaaggacacagtgtge tttggtggttttctagetgg
rankl aaccagatgggatgtcggtggcatta agcgatggtggatggctcatggttag
opg gtcatctaaagcaccctgtag tgaagaatgcctcctcacac
18S ctcaacacgggaaacctcac cgctccaccaactaagaacg

ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se realizara usando el programa SPSS v19.0.

Para los resultados de inmunohistoquimica:

Para determinar si la distribucién es normal, se realizé test Shapiro Wilk por
cada marcador en cada una de las lesiones

Mediante test ANOVA se compar6 el indice de marcacién entre anticuerpos
RANK, RANKL y OPG para cada lesion y de cada una de estas proteinas entre

A-S/M, A-U, TOQ y QD
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Para los resultados de RT-qPCR:

+ Los datos de RT-qPCR se cuantificaron utilizando el método 2-*2<"

* La normalidad de la distribucién de los datos se analiz6 usando la prueba
Kolmogorov-Smirnov y las diferencias de los niveles expresados de rank, rankl y
opg por cada tipo de lesidn se expresan como promedio + desviacion estandar y
evaluaron usando las pruebas ANOVA y post-hoc de Tukey.

* Correlacion entre RT-qPCR / inmunohistoquimica se analiz6 con test de Pearson

Se considerard una diferencia estadisticamente significativa si la significancia es

p <0,05.
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IV. ASPECTOS ETICOS

Las muestras (tacos de parafina) obtenidas por biopsia incisional de los pacientes con las
lesiones a estudiar en esta investigacion, s6lo fueron empleados para anélisis
inmunohistoquimicos y RT -qPCR y no se utilizaron para otro tipo de estudios; los
objetivos y procedimientos de la presente investigacion no cambiaran el diagndstico,
pronéstico y por ende, el plan de tratamiento que los pacientes a los cuales pertenezcan
las muestras pudiesen haber seguido o seguirdn a futuro. Estas biopsias han sido
enviadas al Servicio de biopsias por los cirujanos dentistas que han realizado el acto
quirudrgico para la obtencioén de la muestra con el objetivo de obtener un diagndstico en
beneficio del paciente. Las muestras, placas histolégicas y fichas clinicas de los
pacientes estan registradas y almacenadas en el servicio de biopsias. Este trabajo de
investigacion estd adscrito al Proyecto FONDECYT Regular N° 1140904. Ademas, la
presente investigacion sigue igual manejo de las muestras y es una continuacion de la
unidad de investigacion del estudiante de magister, la cual estuvo adscrita al Proyecto de
investigacién FIOUCH 09-11, el que conté con aprobacién del Comité de Etica de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile. Se adjunta en el anexo 1, copia del
Acta de Aprobacién del Comité de Etica, de la Facultad de Odontologia de la

Universidad de Chile.
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La informacién recopilada de las fichas de biopsias de los pacientes, que comprenden
variables demograficas (edad, sexo, nacionalidad, fecha de nacimiento y estado civil) y
datos personales (nombres, apellidos, rol dnico tributario (RUT), domicilio, nimero
telefénico, profesion o actividad y prevision social) se mantuvo en absoluta
confidencialidad. El detalle de los datos antes mencionados, sélo es conocido por el

encargado del SAP-FOUCH y no por parte de los investigadores.

Para esta investigaciéon s6lo son conocidos los datos respecto a edad y sexo de los

pacientes y la localizacién anatomica de las lesiones.
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V. RESULTADOS

V.1 LOCALIZACION TISULAR EN LOS DIFERENTES ESTRATOS DE LOS
EPITELIOS Y EL PORCENTAJE DE EXPRESION DE RANK, RANKL Y OPG
EN AMELOBLASTOMAS, TUMOR ODONTOGENICO QUERATOQUISTICO
Y QUISTE DENTIGERO MEDIANTE INMUNOHISTOQUIMICA.

En el caso de los AMs, la expresion inmunohistoquimica de RANK y OPG fue
localizado en el citoplasma celular, observada con mayor positividad en el estrato basal
que en reticulo estrellado, con escasa marcacion en células del estroma. La
inmunomarcacion de RANKL se localizé principalmente en el estrato basal y fue menor
que RANK y OPG, presentando un patrén de marcacién celular principalmente nuclear

y secundariamente citoplasmatica (tabla 6, 7).

Respecto a los casos de TOQ, la marcacion de RANK se presentd en citoplasma, con
una intensidad similar tanto en estrato basal, como en estratos superiores, asi como
también se expreso en células del estroma. RANKL tiene una expresion nuclear, de igual
positividad en los distintos estratos del epitelio. OPG se observd con una marcacion

nuclear y citoplasmatica (tabla 6, 7)
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La marcacion de RANK y OPG en quistes dentigeros, se observd con un patrén
citoplasmatico de moderado a intenso y RANKL, se presentd con una marcacioén nuclear

de intensidad variable en los distintos casos (tabla 6, 7)

Tanto en los AM S/M como A-U y en los QD se observé mayor porcentaje de células
positivas a OPG que ha RANK, sin embargo, estas diferencias no fueron significativas

(tabla IV).

Las microfotografias correspondientes a la inmunohistoquimica de RANK, RANKL y

OPG en AM, TOQ y QD, se pueden observar en las figuras 3, 4 y 5.
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FIGURA 3. Microfotografias representativas de inmunohistoquimica para RANK

en Ameloblastomas, Tumor odontogénico queratoquistico y Quiste dentigero.

RANK se observé con marcacion citoplasmatica en los tres tipos de lesion. (A)
Ameloblastoma multiquistico en que se observa mayor inmunomarcacion en el estrato
basal que en zonas tipo reticulo estrellado. (B) Tumor odontogénico queratoquistico, la
inmunomarcacién es mas homogénea entre los distintos estratos del epitelio. (C) Quiste

dentigero, inmunomarcacion similar entre los distintos estratos epiteliales.

(Magnificacion original 400X).
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FIGURA 4. Microfotografias representativas de inmunohistoquimica para RANKL

en Ameloblastomas, Tumor odontogénico queratoquistico y Quiste dentigero.

RANKL se observo con marcacién principalmente nuclear en los tres tipos de lesion.
(A) Ameloblastoma multiquistico en que se observa mayor inmunomarcacion en el
estrato basal. (B) Tumor odontogénico queratoquistico, la inmunomarcacién es mas
homogénea entre los distintos estratos del epitelio. (C) Quiste dentigero,
inmunomarcacién principalmente en estrato parabasal y superiores.

(Magnificacion original 400X).
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FIGURA 5. Microfotografias representativas de inmunohistoquimica para OPG en

Ameloblastomas, Tumor odontogénico queratoquistico y Quiste dentigero.

OPG se observo con marcacion principalmente citoplasmatica en los tres tipos de lesion.
(A) Ameloblastoma multiquistico en que se observa mayor inmunomarcacion en el
estrato basal. (B) Tumor odontogénico queratoquistico, la inmunomarcacién es mas

homogénea entre los distintos estratos del epitelio. (C) Quiste dentigero,

inmunomarcacidn en todos los estratos epiteliales. (Magnificacion original 400X).
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Tabla IV. Expresion de RANK, RANKL y OPG en ameloblastomas, tumor

odontogénico queratoquistico y quiste dentigero mediante inmunohistoquimica.

Porcentajes de células positivas

Lesion en estudio RANK RANKL OoPG
% £DS % *DS % * DS
Ameloblastoma S/M 55+0,34 * 41 ** 78 **
Ameloblastoma U 69 £0,22 * 49 ** 67+0,33 *
Tumor Odontogénico Queratoquistico 64 +0.26 * 514026 * 47 %020 *
Quiste dentigero 81 # 48 £(,28 * 62 +£0,24 *

S/M, solido/multiquistico; U, uniquistico

* Distribucidén normal, test estadistico Shapiro Wilk

*%* Muestra muy pequeiia, no es posible realizar test estadistico

# Distribucién no normal, test estadistico Shapiro Wilk: mediana 84% (rango 37% - 100%)
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Tabla V. Localizacion tisular de RANK, RANKL y OPG en ameloblastomas, tumor

odontogénico queratoquistico y quiste dentigero mediante inmunohistoquimica.

Localizacion tisular

Lesion en estudio RANK RANKL oPG
Ameloblastoma S/M E. Basal E. Basal E. Basal
Ameloblastoma U E. Basal E. Basal E. Basal
Tumor Odontogénico Queratoquistico E, Ba'sal Y E, Ba'sal Y E, Ba.s aly
superiores superiores superiores
Quiste dentigero E. Basaly E. parabasal y E. Basaly
superiores superiores superiores

E: estrato epitelial, S/M: solido/multiquistico, U: uniquistico

Tabla VI. Localizacion celular de RANK, RANKL y OPG en ameloblastomas,

tumor odontogénico  queratoquistico 'y quiste dentigero  mediante

inmunohistoquimica.
Localizacion Celular
Lesion en estudio RANK RANKL OPG
Ameloblastoma S/M Citoplasma Nicleo y Citoplasma
citoplasma
Ameloblastoma U Citoplasma Nucleo y Citoplasma
citoplasma
Tumor Odontogénico Queratoquistico Citoplasma Nicleo Nicleo y

citoplasma

Quiste dentigero Citoplasma Nicleo Citoplasma
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Luego de evaluar la normalidad de los datos por test Shapiro Wilk, se aplico el test de
ANOVA para el anélisis del indice de marcacion de RANK, RANKL y OPG en las
lesiones estudiadas, no encontrando diferencias significativas para cada una de las

lesiones estudiadas (tabla VII):

Tabla VII. Analisis estadistico de expresion de RANK, RANKL, OPG

Diferencia estadistica de niveles de marcacion

Lesiones estudiadas RANK RANKL OPG

AMs /TOQ/ QD 0,184 0,929 0,606

Se consideré una diferencia estadisticamente significativa si la significancia es

p<0,05
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V.2 NIVELES DE EXPRESION DE LOS mRNAS DE rank, rankl Y opg EN
AMELOBLASTOMAS, TUMOR ODONTOGENICO QUERATOQUISTICO Y

QUISTE DENTIGERO MEDIANTE RT-qPCR.

La normalidad de la distribucion de los datos se analiz6 usando la prueba Kolmogorov-
Smirnov y las diferencias de los niveles expresados de rank, rankl y opg por cada tipo de
lesion se expres6 como promedio + desviacion estandar y evaluaron usando las pruebas

ANOVA vy post-hoc de Tukey.

Para la expresion de rank, se compararon los casos de AMs y TOQ los que tuvieron una
expresion relativa de 5,2 y 4,9 veces més, comparados a la expresion relativa de los
casos de QD al que se le dio el valor de 1, no encontridndose diferencias significativas en

ninguno de los casos (prueba post hoc hsd de Tukey) (Grafico 1)
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Grafico 1. Expresion relativa de mRNA de rank en ameloblastoma, tumor

odontogénico queratoquistico, quiste dentigero.
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Para la expresion de mRNA de rankl, se compararon los casos de AMs y TOQ los que
tuvieron una expresion relativa de 18,35 y 7,86 veces mas, comparados a la expresion
relativa de los casos de QD al que se le dio el valor de 1, habiendo diferencia
significativa de los casos de AMs respecto a TOQ y QD (prueba post hoc hsd de Tukey)

(Grafico 2)

Grafico 2. Expresion relativa de mRNA de rankl en ameloblastoma, tumor

odontogénico queratoquistico, quiste dentigero.
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Para la expresion de opg, se compararon los casos de TOQ y QD los que tuvieron una
expresion relativa de 3,12 y 7,16 veces mds, versus a la expresion relativa de los casos
de AMs al que se le dio el valor de 1, habiendo diferencia significativa de los casos de
QD, respecto a AM y TOQ, también hay diferencia significativa entre TOQ y AMs.

(prueba post hoc hsd de Tukey) (Grafico 3)

Grafico 3. Expresion relativa de mRNA de opg en ameloblastoma, tumor

odontogénico queratoquistico, quiste dentigero.
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V.3 COMPARACION DE LA EXPRESION DE LAS PROTEINAS RANK,
RANKL Y OPG CON LOS NIVELES DE EXPRESION RELATIVA DE SUS
RESPECTIVOS mRNA EN AMELOBLASTOMAS, TUMOR ODONTOGENICO
QUERATOQUISTICO Y QUISTE DENTIGERO.

Del total de los casos en que se realizd RT-qPCR, se grafic6 la media de Ct (thershold
cycle) de los mRNA de rank, rankl, opg, versus el porcentaje de expresion promedio de
RANK, RANKL, OPG, en muestras para inmunohistoquimica para cada caso

involucrado en RT-qPCR.

Para la variable expresion relativa de mRNA/expresidon de proteinas, se determind su
grado de correlacion por coeficiente de Pearson. S6lo rankl/RANKL en los casos de QD
se acerco a una correlacion entre la expresion de mRNA y proteina (r*: 0,788)

(Grafico 11).

La tabla donde se detallan los resultados de RT-qPCR comparando las muestras de IHQ,
se encuentran en el anexo N° 3. A continuacion, se muestran los graficos con la
comparacion de expresion de mRNA/proteina en los casos involucrados (4, S, 6
ameloblastomas; 7, 8, 9 tumor odontogénico queratoquistico; 10, 11, 12 quiste

dentigero).
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Gréfico 4. Comparacion de rank/RANK en AM
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Grafico 6. Comparacion de opg/OPG en AM
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Griafico 7. Comparacion de rank/RANK en TOQ
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Grafico 8.

Comparacion de rankl/RANKL en TOQ
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Grafico 10. Comparacion de rank/RANK en QD
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Gréfico 11. Comparacion de rankl/RANKL en QD

100%

80%

60%

40%

4

% expresiéon IHQ+

20%

y =1,6744x - 53,794

0%

*e

r*=0,788

32,15

32,2

32,25 32,3 32,35 32,4 32,45 32,5 32,55 32,6 32,65 32,7
Expresion relativa qPCR (Ct)




Gréfico 12. Comparacion de opg/OPG en QD
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V.4 DISTRIBUCION ETARIA Y DE SEXO DE PACIENTES CON
AMELOBLASTOMAS, TUMOR ODONTOGENICO QUERATOQUISTICO Y
QUISTE DENTIGERO

Del total de pacientes con las tres lesiones en estudio la mediana de edad fue de 23 afios
con un rango de 7 a 80 afios. En el grupo de los ameloblastomas S/M la mediana de edad
fue de 27 afos con un rango de 16 a 75 afios. Los A-U presentaron una mediana de 22
aflos, con un rango de 8 a 68 afios. Los TOQ presentaron una mediana de 26,5 afios con
un rango de 8 a 80 afios, mientras que los QD presentaron una mediana de 13 afios con
un rango de 7 a 69 afios. En la Tabla VIII se muestran los casos agrupados por grupos
etarios definidos por la OMS en nifios y adolescentes (0-19 afios), adultos (20 a 59 afios)

y adultos mayores (60 aios y mas).

Se observa que los A-S/M y AU fueron mas frecuentes en adultos, mientras que los
TOQ y los QD fueron més frecuentes en nifios y adolescentes. Al estudiar la distribucion
por sexo se observa que todas las lesiones fueron mas frecuentes en hombres. (Tabla

VIII)
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Tabla VIII. Distribucion etaria y por sexo de pacientes con ameloblastomas, tumor

odontogénico queratoquistico y quiste dentigero.

Sexo Grupo etario
anos
Lesion en estudio n H:M 0-19 20 - 59 60y +
A -S/M 11 7:4 ) 6 3
A-U 9 4:5 3 3 1
TOQ 12 7:5 6 4 2
QD 11 7:4 6 4 1

A-S/M, ameloblastoma solido/multiquistico; A-U, ameloblastoma uniquistico, TOQ, tumor odontogénico

queratoquistico; QD, quiste dentigero; H, hombre; M, mujer

La localizacién anatomica de estas lesiones en los huesos maxilares se muestra en la
tabla IX. Los ameloblastomas sélidos y multiquisticos y los tumores odontogénicos
queratoquisticos se ubicaron mayoritariamente en la zona mandibular posterior. Los
quistes dentigeros se localizaron con mayor frecuencia en la zona maxilar anterior. En

un caso de A-U y en uno de QD no se encontraba registrada la ubicacion de la lesion.

(Tabla IX)
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Tabla IX. Localizacion anatomica de ameloblastomas, tumor odontogénico

queratoquistico y quiste dentigero

Localizacion anatémica

Lesién en estudio n Maxilar Maxilar ~ Mandibula Mandibula Sin
posterior anterior anterior Posterior informacion
A-SM 11 2 1 0 8 0
A-U 9 0 0 0 8 1
TOQ 12 1 2 2 7 0
QD 11 0 7 1 2 1
A-S/M, ameloblastoma - solido/multiquistico; A-U, ameloblastoma uniquistico; TOQ, tumor

odontogénico queratoquistico; QD, quiste dentigero.
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VI. DISCUSION

El proceso de osteoclastogénesis se ha caracterizado especialmente en relacion a la via
de sefalizacién para la diferenciaciéon de osteoclastos, que considera las proteinas
RANK, RANKL y OPG, en procesos como osteoporosis o metdstasis Oseas. Sin
embargo, la interaccion de las proteinas RANK, RANKL y OPG es menos conocida en
relacion a lesiones infrecuentes como los tumores odontogénicos, en los cuales es
de vital importancia conocer cOmo se expresan y cOmo interactian ya que este
conocimiento, puede mejorar ostensiblemente la calidad de vida de los pacientes,
mas aun considerando que ante lesiones de gran capacidad osteodestructiva y
capacidad de infiltrar tejidos circundantes, como lo es el ameloblastoma, se requiere de
grandes cirugias que involucran la reseccién de extensos segmentos oseos & 7 61+ 6370
por lo tanto el nivel de expresion y el grado de equilibrio entre RANK, RANKL y OPG
es fundamental para estimar el grado de la capacidad osteolitica que puedan poseer

patologias como los tumores odontogénicos (6,93, 200)

Se han realizado algunos estudios sobre la expresion de RANK, RANKL y OPG en
tumores odontogénicos, pero sus resultados son controvertidos, pues se han encontrado

diferencias entre el grado de expresion e inmunofenotipo en las células epiteliales;
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ademds que no se han hecho andlisis cuantitativos respecto del nivel de expresion de

estas proteinas © 7279

En la presente investigacion, al comparar los indices de marcacién inmunohistoquimica
de RANK, RANKL y OPG entre las tres lesiones estudiadas, no se observan diferencias
significativas, cuando se analiza el patron de marcaciéon en los distintos estratos del
epitelio de ameloblastomas, tumor odontogénico queratoquistico y quiste dentigero, lo
que concuerda con investigaciones anteriores *”. Sin perjuicio de lo anterior, al estudiar
la marcacién positiva de las células epiteliales de ameloblastomas, encontramos que
RANKL present6 el menor porcentaje versus RANK e inclusive OPG, en comparacion a

lo expresado en TOQs y QDs. En la investigacion de Siar y cols 2V

, encontraron una
baja o nula expresion de RANKL en el 80% de las muestras de ameloblastoma
recurrente estudiadas. En ambas investigaciones coincidimos que este hallazgo es algo,
aparentemente, inesperado en base a los distintos articulos donde se indica una fuerte
inmunoexpresion de RANKL en ameloblastomas y mdas ain, en que no existen
diferencias significativas con otros tumores odontogénicos con comportamiento agresivo
local, por ejemplo, el tumor odontogénico queratoquistico ”. Estos resultados coinciden

con los obtenidos por Kumamoto y cols *?

, quienes reportaron un porcentaje mayor de
células inmunopositivas a OPG versus RANKL en ameloblastomas. Coincidimos con

Siar en que los bajos niveles de RANKL en ameloblastomas, pueden significar un
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comportamiento de induccién/inhibicién del estimulo a pre-osteoclastos, que permitiria
a las células tumorales tener un crecimiento infiltrativo, lento y asi invadir a través de las
trabéculas 6seas e inducir en forma tardia la osteolisis, lo que ante un tratamiento de
enucleacion y/o cirugia que alcance solamente los limites radiograficos, favoreceria

la alta recurrencia que tiene el ameloblastoma. ©".

En esta investigacion, se realiz6 qPCR para cuantificar la expresion de mRNA de rank,
rankl y opg en los casos de AM, TOQ y QD. Al analizar sus resultados, no hubo
diferencias significativas en la expresion de rank entre AM, TOQ y QD; presencia de
diferencia significativa en la expresion de rankl en AM comparado con TOQ y QD y
presencia de diferencias significativas en la expresion de opg en casos de QD comparado
con TOQ y AM y de TOQ comparado con AM. Al graficar la expresion gen/proteina y
aplicar test estadistico de Pearson, se confirma que no existe correlacion entre la
expresion del gen y la traduccidn a su proteina. Este hecho se ve con mayor claridad en
el caso de la alta expresion de rankl versus a la baja inmunoexpresion de RANKL en el

caso de AM.

Proponemos que esta diferencia entre los altos niveles de mRNA de rankl y la baja
expresion de la proteina al ser evaluada mediante inmunohistoquimica, en el caso

especifico de ameloblastomas, puede deberse a la activacion/supresion de microRNA
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(miRNA - MiR) que actian sobre el mRNA de RANKL. Los miRNA son pequeas
moléculas de RNA no codificante de 19 - 25 nucledtidos aproximadamente, que tienen
como funcidén silenciar RNA y regular la expresion post-transcripcional de genes. Los
MiR se codifican mediante genes separados que se encuentran a menudo en la parte no
codificante del genoma; alrededor de un 30-60% de los genes humanos se prevé que
estén sujetos a regulacién por miRNA “'?. Los MiR interactdan con zonas de secuencia
similar, complementarias en la regiéon 3'no traducida de mRNA induciendo la
degradaciéon o inhibiciéon del mRNA objetivo; asi, juegan un importante rol en la
formacion de tejidos, desarrollo del cancer, diabetes, enfermedades neurodegenerativas,
entre otras **”. Los MiR se expresan de una manera tejido-especifica, por lo tanto, el
perfil de MiR es diferente en los distintos tejidos y por ende, su accion es especifica
segiin el tejido de origen. Es posible que existan factores inhibidores de MiR
intracelulares cuya expresion también podria ser tejido-especifica ?'”. Se han descrito a
MiR-17 y 20a, en relacion a RANKL y MiR-503, en relacién a RANK, proteinas que

son inhibidas cuando estos MiR se encuentran sobre expresados “%”.

En la investigacién de Shi @'V

, se estudi6 por Western Blot que MiR-17/20a reducen
marcadamente los niveles de RANKL y atentian su expresion en osteoblastos inducidos

por dexametasona. Sus resultados mostraron que MiR-17 y MiR-20a pueden jugar un rol
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significativo en la diferenciacién y funcién de osteoclastos inducidos por

glucocorticoide, mediando en la expresion de RANKL en osteoblastos.

Chen, y col ', mostraron evidencia que MiR-503 en PBMC CD14" regula la
formacion de osteoclastos, teniendo como objetivo la disminucién de funcién de RANK.
Ademas, la expresion de MiR-503 en PBMC CD14" de mujeres postmenopdusicas,
resultan en una osteoclastogénesis acelerada que contribuye a la osteoporosis. Ademas,
la sobreexpresion de MiR-503 in vivo inhibe la osteoclastogénesis, previniendo la

pérdida osea.

Una de las limitaciones del presente estudio es la naturaleza de las muestras disponibles,
esto es, muestras fijadas en formalina, embebidas en parafina. La cadena de eventos
necesarios para llegar finalmente a la observaciéon de la inmunomarcacién positiva en
inmunohistoquimica y a la expresion relativa de los mRNA en qPCR, le otorga variables
a la muestra que no siempre son faciles de manejar. Las muestras utilizadas en esta
investigacion, proceden de biopsias tomadas para diagndstico histopatolégico que
provienen de distintos centros de atencidn, las cuales son referidas al servicio de
patologia de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile. Estas muestras
debiesen ser enviadas fijadas adecuadamente, como por ejemplo con el fijador de rutina

que es formalina buffer al 10%, bajo las siguientes recomendaciones: las muestras deben
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estar a 4°C en todo tiempo, antes de procesar se debiese esperar el tiempo necesario para
que el fijador ingrese en toda la muestra dependiendo de su tamafio, la muestra no puede
permanecer en el fijador (formalina buffer a concentraciéon requerida) por mas de 72
horas ya que puede producir tincién inespecifica como background “°”. Demoras en la
fijacion o en el enfriamiento conlleva a una reduccidon de proteinas de alto peso
molecular con la concomitante alza de proteinas de bajo peso molecular, sugiriendo

recurrencia de proteolisis *'%.

La fijacion modifica el estado fisicoquimico de tejido, incluyendo los potenciales redox
y de membrana y con ello modifica la reactividad de los componentes celulares con la
tincion “*'¥. Es por esto, que el proceso de fijacién debe proveer un estado lo mas
adecuado posible del tejido, tal como si estuviese en estado natural ?'?. La fijacién
maxima de un tejido ocurre con pH entre 4 y 5.5, no habiendo una mayor estabilidad del

tejido por sobre pH 5.5, sino que s6lo colaboraria con mayores epitopos bloqueados “'?.

O’Leary y cols “”, ha estudiado los efectos en el inmunoreconocimiento luego de la
fijacion, determinando que en una muestra de ribonucleasa A y tras s6lo 30 minutos de
incubacion en formalina tamponada 10%, el mondémero de 14.4KDa se transformé en
dimeros, trimeros y oligdmeros superiores. El nimero de estos disminuy6 al calentar la

muestra, esto apoya el uso de la recuperacion de antigeno para recuperar el
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inmunoreconocimiento **”. El grado de alteracién de los epitopos producida por el
formol es directamente proporcional a la duracién de la fijacion, de tal manera que, para
conseguir una Optima fijacién y preservacion antigénica, las biopsias pequenas deberian
fijarse no menos de 4 horas ni mas de 8 horas y las muestras grandes, al menos 8 horas y
no mas de 24 horas. Es importante mencionar, que la fijacién debe ser inmediata para

evitar la protedlisis del tejido '®.

Un problema que surge al fijar las muestras en formalina es la fragmentacion del acido
nucleico. Como ya fue mencionado, la fijacién produce un alto nimero de enlaces
cruzados de todos los componentes del tejido, y asi los acidos nucleicos sufren una
considerable fragmentacion. La extension de la fragmentacidon depende del tipo de tejido
y de las condiciones de fijacién **®. Esto supone una complicacién para realizar ensayos
como qPCR, ya que esos cortes pueden estar ubicados en el exén del gen que se quiera
estudiar. Evers y col ', determinaron la cantidad de pares de bases en un anlisis de
RNA usando un modelo de mRNA (RNA unido a perlas magnéticas oligo (dT)
conjugadas. El modelo de RNA forma amplicones de al menos 1550pb, al pasar por
todas las etapas de procesamiento histologico, excepto la inclusién en parafina caliente.
A diferencia del modelo que, si lo hizo, obteniendo solamente amplicones de 750pb. La
gPCR sugirié una disminucién de 1400 veces o mas en el RNA amplificado cuando se

compar6 con el control @) Comparado con las etapas de procesamiento que anteceden
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a la inclusién de las muestras en parafina, estas muestras producen RNA de alto peso
molecular y agregados insolubles. JPCR de RNA parafinado, sugirié por lo menos una
disminucién de 10 a 160 veces del RNA amplificable, comparado con el control '
Evers y col sugieren como medio de fijacién y almacenaje de tejido a HOPE (HEPES-
glutamic acid buffer-mediated organic solvent protection effect). Este método utiliza
alcohol para fijar, omitiendo la formalina y usa formalina de baja temperatura
(aproximadamente 52°C). Asi, ellos observaron una aparente no formacién de enlaces

cruzados en RNA, mejor calidad de RNA en relaciéon a la menor temperatura de la

parafina *'*. Aspecto que se puede considerar en futuros estudios.

Resumiendo, los resultados no correlacionados entre las muestras sometidas a qPCR,
versus a IHQ, sugiere que existen multiples factores que intervienen entre la generacion

de ese mRNA que traducira en una proteina funcional, estos factores pueden ser:

* Regulaciéon post-transcripcional mediante MiR, almacenamiento de la
proteina producida, degradacion por nucleasas o proteasas.

* Procesamiento histolégico

* Interaccién entre las proteinas estudiadas, por ejemplo, OPG actia como
sefiluelo para RANKL, por lo que su identificacién posterior mediante

inmunohistoquimica no seria posible del todo.
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Respecto a la inmunomarcacién nuclear de RANKL en células epiteliales obtenidas en
esta investigacion, pudimos observar una diferencia respecto a la investigacion de Da
Silva © y Tekkesin ”, quienes estudiando lesiones similares a las de esta investigacion;
encontraron que RANKL se presentd en citoplasma y membrana citoplasmatica, al

contrario de De Matos y col ©3)

quienes estudiaron A-S/M, TOQ y QD, encontraron una
positividad de RANKL en ntcleo y citoplasma, concordando con nuestros resultados. La
presentacion nuclear de RANKL, no tan sélo se ha registrado en lesiones de origen
odontogénico, sino también en el desarrollo de la articulacién temporomandibular
(ATM). Carda y cols (163), estudiaron la expresion de rankl/RANKL y opg/OPG por
gPCR e inmunohistoquimica en muestras de ATM fetal, con un desarrollo entre las
semanas 16 y 21, obtenidos por autopsias. Los resultados de inmunohistoquimica
indicaron alta positividad en nuicleos de condrocitos hipertroficos del cartilago articular.

1 (164)

Asi también Brown y col, 200 , registraron positividad nuclear de RANKL en

muestras de metéstasis de cancer prostatico.

En esta investigacion, al analizar la distribucién etaria y de sexo de pacientes con
ameloblastomas, tumor odontogénico queratoquistico y quiste dentigero, podemos
observar que el grupo de AM es mas frecuente en pacientes hombres, adultos con una
mediana de edad de 27 afios para los casos de A-S/M y de 22 afios para A-U, cuyas

lesiones se ubicaron principalmente en la regiéon mandibular posterior. Estos resultados
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no estén de acuerdo con los reportados por Ochsenius y col ®® respecto al sexo de los
pacientes, quienes reportaron una mayor cantidad de casos en pacientes mujeres, pero si
estan de acuerdo respecto a la ubicacién anatomica con una mayor cantidad de casos

1 (121)

ubicados en la regidn posterior de la mandibula. Siar y co reportaron 15 casos de

ameloblastoma recurrente, con mayor nimero de pacientes hombres, con una mediana

de 29 afos. Los resultados de Mosqueda '

, no indican preferencia por sexo en la
presentacion de los casos de ameloblastomas, manteniéndose la mayor cantidad de casos

en la region mandibular posterior.

En la presente investigacion, los casos de TOQ y QD se presentaron mayoritariamente
en pacientes nifios y adultos, hombres, con una mediana de edad de 26,5 afios para TOQ
y de 13 afios para QD. Respecto a la localizacién anatémica, TOQ se ubico
preferentemente en region mandibular posterior y QD en regidon maxilar anterior. Estos

resultados estén de acuerdo con los obtenidos por Ochsenius ®” y Tekkesin .

Por los antecedentes descritos y los resultados obtenidos, se entiende que se requiere de
una mayor comprension de la compleja interaccidon de los factores involucrados en la
osteoclastogénesis en tumores y quistes con origen en epitelio odontogénico. La
incorporaciéon del anélisis de mRNA por qPCR, entrega una mejor vision de lo visto

hasta ahora respecto al estudio del complejo RANK-RANKL-OPG realizado hasta el
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momento principalmente por THQ, en tumores odontogénicos y quistes dentigeros. Es
necesario expandir el estudio de los factores que intervienen en el desarrollo de lesiones
benignas, pero tan agresivas como lo es el ameloblastoma, a otros factores que
intervienen en la regulacion de RANK/rank - RANKL/rankl - OPG/opg, como lo son los
micro-RNA y de esta manera, obtener finalmente un tratamiento especifico menos
agresivo, que aumente la sobrevida y calidad de vida de los pacientes que padecen

alguna de las lesiones estudiadas en esta investigacion.
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VII. CONCLUSIONES

1. En los ameloblastomas las proteinas RANK, RANKL y OPG se localizaron
principalmente en el estrato basal del epitelio neopldsico. Mientras que en tumor
odontogénico queratoquistico y en quistes dentigeros RANK, RANKL y OPG se

localizaron tanto en estrato basal como estratos superiores.

2. La proteina RANKL se localizd principalmente en nicleo y en citoplasma en
ameloblastomas, tumor odontogénico queratoquistico y quiste dentigero, mientras

que las proteinas RANK y OPG se localizaron principalmente en citoplasma.

3. No se observd diferencias en el porcentaje de células que expresaron las proteinas
RANK, RANKL y OPG en ameloblastomas, tumor odontogénico queratoquistico y

quiste dentigero.

4. Los ameloblastomas presentaron mayor nivel de expresion de mRNA de rankl que

tumor odontogénico queratoquistico y quiste dentigero.
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5. No se observd correlacion entre la expresion de RANK, RANKL y OPG con los
niveles de expresion de sus respectivos mRNA en ameloblastomas, tumor

odontogénico queratoquistico y quiste dentigero al comparar inmunohistoquimica con

qPCR.

6. Los ameloblastomas se presentaron principalmente en adultos, mientras que los
tumores odontogénicos queratoquistico y quistes dentigeros se presentaron
principalmente en nifios y adolescentes. No hubo diferencias por sexo entre estas

lesiones.

7. Los ameloblastomas y los tumores odontogénicos queratoquisticos se localizaron
principalmente en zona mandibular posterior, mientras que los quistes dentigeros se

localizaron principalmente en zona maxilar anterior.
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VIII. SUGERENCIAS

La combinacién de las técnicas de inmunohistoquimica y RT-qPCR, permite un
significativo avance en el conocimiento sobre la interaccion de RANK, RANKL, OPG,
desde un punto de vista de su forma mRNA y proteica en relacion a lesiones de origen
odontogénico. Los resultados de esta investigacion permiten proyectar lo que puede
suceder desde la expresion de mRNA hasta la expresion de las proteinas que tienen
relacién con la reabsorcion ésea. Sin perjuicio de lo anterior, el hecho de haber
observado la ausencia de correlacion entre la expresion de rankl/RANKL en casos de
ameloblastomas, aumenta la necesidad de realizar una mayor investigaciéon de los
factores relacionados con la actividad osteolitica de este tipo de tumor odontogénico y

asi también, extender estos futuros estudios a otras lesiones con similar origen.

Por lo anterior, se sugiere que se puedan realizar otras técnicas para estudiar tanto
aspectos gendmicos como proteicos, que se relacionen con la actividad osteolitica en

lesiones de origen odontogénicos, a saber:

e RT-gqPCR, para deteccion de expresion de microRNA
* FISH (Fluorescence In Situ Hybridization)

* Proteémica

*  Western Blot

¢ Inmunofluorescencia
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IX. RESUMEN

Los tumores odontogénicos (TO) generalmente se comportan como lesiones benignas y
tienen en su mayoria una causa desconocida. En este grupo de tumores destacan por su
invasividad local y frecuencia los ameloblastomas (AM) y los tumores odontogénicos
queratoquisticos (TOQ). Se describen 4 tipos de ameloblastomas, siendo los mas
frecuentes: Ameloblastoma Solido/Multiquistico (A-S/M) y el Ameloblastoma
Uniquistico (A-U). Tanto los ameloblastomas sélidos y uniquisticos como el TOQ son
lesiones epiteliales de origen odontogénico de crecimiento lento, localmente invasivo y
principalmente intradseos por lo que requieren interactuar con el hueso adyacente para
su crecimiento. Por otro lado, el quiste dentigero (QD) es una patologia comun en los
huesos maxilares y de baja agresividad. Por lo tanto, el crecimiento de estos tumores y
quistes podria involucrar cambios en los niveles de expresion de las proteinas
involucradas en la formacién y reabsorcion 6sea: receptor activador del factor nuclear

kB (RANK), ligando de RANK (RANKL) y osteoprotegerina (OPG).

En este estudio se comparo la distribucion y niveles de expresion de RANK, RANKL y
OPG mediante inmunohistoquimica y expresion de mRNA de rank, rankl y opg

mediante RT-qPCR en casos con diagnoéstico de A-S/M, A-U, TOQ y QD.
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La inmunomarcaciéon de RANK, RANKL y OPG fue observada en todos las lesiones
estudiadas, no encontrando diferencias significativas entre ellas, teniendo en general una
distribucién basal y parabasal. La inmunomarcacién de RANKL tuvo un porcentaje
menor en los casos de AMs, al compararlos con TOQ y QD. EI patrén de marcacién de
RANKL fue predominantemente nuclear en todas las muestras, mientras que RANK y

OPG tuvo una marcacién preferentemente citoplasmatica.

Se observaron diferencias significativas en la expresion de rankl entre los casos de AMs,
en comparacion con TOQ y QD. De manera similar, los niveles de opg fueron mayores

en QD comparado con TOQ y AMs y al comparar TOQ con AMs.

Al comparar los resultados obtenidos por IHQ versus RT-qPCR, se observé la ausencia
de correlaciéon positiva entre la expresion de mRNA/proteina de las moléculas
estudiadas. Ademas se observo que el sexo de los sujetos estudiados no fue determinante
en la distribucidn de estas lesiones considerando la variable sexo de los pacientes. AMs
se presentd preferentemente en pacientes adultos, mientras que TOQ y QD se presentd
principalmente en nifios y adolescentes. Tanto los casos de AMs y TOQ, se presentaron
preferentemente en la regiéon mandibular posterior, mientras que los casos de QD, su

ubicacion preferente fue de maxilar anterior.
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Los resultados de esta investigacién permiten sugerir que es necesario expandir el
andlisis de los factores que intervienen en la patogénesis y desarrollo de lesiones
benignas, pero con comportamiento agresivo como lo son los tumores y quistes de
origen odontogénico, estudiando la regulacion de RANK/rank - RANKL/rankl -
OPG/opg, y de esta manera, obtener finalmente un tratamiento especifico menos
agresivo, que aumente la sobrevida y calidad de vida de los pacientes que padecen

alguna de las lesiones estudiadas en esta investigacion.
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COMPARACION DE EXPRESION RELATIVA DE rank - rankl — opg y
porcentaje de expresion de RANK-RANKL-OPG

Ameloblastomas

mRNA Ctl Ct2 Ctmean DCt % células THQ+
RANKL 28,172699 28,7614526 28,4670758 9,80317598 | 41%
RANKL 28,7614526
RANK 28,8982561 29,2100282 29,0541421 10,3902423 | 34% |
RANK 29,2100282
OPG 30,4259902 30,712517 30,5692536 11,9053537 | 70% |
OPG 30,712517
185 18,6753729 18,6524268 18,6638998
185 18,6524268
RANKL  |27,3589175 27,611803 27,4853602 8,82057593 | 40% |
RANKL 27,611803
RANK 30,5111071 30,4455352 304783211 11,8135368 | 87% |
RANK 30,4455352
OPG 30,9048413 30,9488082 30,9268247 12,2620404 | 95% |
OPG 30,9488082
185 18,6441992 18,6853694 18,6647843
185 18,6853694

B < 287027312 28,6613729 28,682052 10,0172404 | 41%|
RANKL 28,6613729
RANK 30,082803 30,6847598 30,3837814 11,7189698 | 55%|
RANK 30,6847598
OPG 30,9422196 30,0765794 30,5093995 11,8445879 | 86% |
OPG 30,0765794
185 18,5784657 18,7511575 18,6648116
185 18,7511575




149

mRNA Ctl Ct2 Ctmean DCt % células IHQ+
RANKL 29,8195421 30,0367194 29,9281308 11,2623301 | 18%
RANKL 30,0367194
RANK 30,3099403 29,819961 30,0649507 11,39915 | 8% |
RANK 29,819961
0PG 30,9716638 30,1102739 30,5409689 11,8751682 | 78% |
OPG 30,1102739
185 18,5955003 18,7361011 18,6658007
18S 18,7361011
RANKL 28,1743113 28,0730034 28,1236573 9,4611492 | 18% |
RANKL 28,0730034
RANK 30,1487526 30,4362349 30,2924938 11,6299856 | 65% |
RANK 30,4362349
OPG 30,6917501 30,9370983 30,8144242 12,1519161 | 79% |
OPG 30,9370983
185 18,6652557 18,6597605 18,6625081
185 18,6597605

B < vk 285005166 28,4852438 28,4928802 9,82887962 | 94% |
RANKL 28,4852438
RANK 30,3571655 30,2118316 30,2844986 11,620498 | 55% |
RANK 30,2118316
0PG 30,1684673 30,3632759 30,2658716 11,601871 | 93% |
OPG 30,3632759
185 18,6625944 18,6654067 18,6640006
18S 18,6654067
RANKL 28,0218538 28,0213159 28,0215849 9,35579658 | 93% |
RANKL 28,0213159
RANK 302351154 30,554012  30,3945637 11,7287754 | 72% |
RANK 30,554012
OPG 30,8777285 30,9619259 30,9198272 12,2540389 | 94% |
0PG 30,9619259
185 18,6852813 18,6462953 18,6657883
185 18,6462953
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mRNA Ctl Ct2 Ctmean DCt % células IHQ+

iRANKL 27,6614662 27,1450397 27,4032529 8,73853782| 34%
RANKL 27,1450397
RANK 30,960675 30,9737315 30,9672032 12,3024881| 94%‘
RANK 30,9737315
OPG 30,9621864 30,9020531 30,9321197 12,2674046| 78%‘
OPG 30,9020531
18S 18,6531608 18,6762694 18,6647151
18S 18,6762694

Tumor Odontogénico Queratoquistico

mRNA Ctl Ct2 Ctmean DCt % células IHQ+
RANKL 31,2770495 31,344254 31,3106517 12,6489024| 76%
RANKL 31,344254
RANK 30,6553283 30,0158837 30,335606 11,6738566| 5%‘
RANK 30,0158837
OPG 31,0496553 31,6708633 31,3602593 12,6985099| 41%‘
OPG 31,6708633
18S 18,728516 18,5949827 18,6617493
18S 18,5949827
RANKL 29,0575383 29,2373919 29,1474651 10,4827299| 70%‘
RANKL 29,2373919
RANK 30,8993926 30,8447473 30,8720699 12,2073347| 76%‘
RANK 30,8447473
OPG 30,4501365 30,3996275 30,424882 11,7601468| 16%‘
OPG 30,3996275
188 18,6876919 18,6417785 18,6647352
18S 18,6417785
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mRNA Ctl Ct2 Ctmean DCt % células IHQ+
RANKL 29,3934287 29,3794139 29,3864213 10,7236679| 38%
RANKL 29,3794139

RANK 30,4355867 30,311847 30,3737168 11,7109634| 87%‘
RANK 30,311847

OPG 29,0856708 28,4374983 28,7615845 10,0988311| 62%\
OPG 28,4374983

18S 18,6339377 18,6915692 18,6627534

18S 18,6915692

RANKL 28,7187705 28,1251062 28,4219384 9,75846083| 32%‘
RANKL 28,1251062

RANK 30,0725568 30,6874569 30,3800069 11,7165293| 39%‘
RANK 30,6874569

OPG 28,5731897 28,1405506 28,3568701 9,69339262| 48%‘
OPG 28,1405506

18S 18,6242882 18,7026668 18,6634775

18S 18,7026668

RANKL 29,5312607 30,047815 29,7895378 11,125715| 36%‘
RANKL 30,047815

RANK 30,344207 30,2021466 30,2731768 11,609354| 65%\
RANK 30,2021466

OPG 29,2300126 29,2294478 29,2297302 10,5659073| 29%‘
OPG 29,2294478

18S 18,6648856 18,66276 18,6638228

185

18,66276
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mRNA Ctl Ct2 Ctmean DCt % células IHQ+
RANKL | 28,2582200 28,1754443 282168326 9,55317469 | 93%
RANKL 28,1754443
RANK 30,2966899 30,2555441 30,276117 11,6124591 | 100% |
RANK 30,2555441
OPG 283772348 28,3198356 283485352 9,6848773 | 69% |
OPG 28,3198356
185 18,6822127 18,6451031 18,6636579
18S 18,6451031
RANKL  |29,2275075 29,3590518 292932797 10,6300966 | 82% |
RANKL 29,3590518
RANK 30,1668872 30,2247492 30,1958182 11,5326351 | 90% |
RANK 30,2247492
OPG 29,1903553 29,1948766 29,1926159 10,5294328 | 76% |
OPG 29,1948766
185 18,6490195 18,6773468 18,6631831
185 18,6773468

G < vk 287896571 28,9425317 28,8660944 10,2030731 | 0%
RANKL 28,9425317
RANK 30,9742862 30372693 30,6734896 12,0104683 | 87%|
RANK 30,372693
OPG 282714734 28,5044046 28387939 9,7249177 | 41%|
OPG 28,5044046
188 18,6703526 18,6556901 18,6630213
18S 18,6556901

OO < vkt [30,4628622 30,0022659 30,6825641 12,0163457 | 33% |
RANKL 30,9022659
RANK 30,1109928 30,2719199 30,1914564 11,525238 | 53%|
RANK 30,2719199
OPG 30,0494329 298145443 29,9319886 11,2657702 | 63%|
OPG 29,8145443
188 18,6560298 18,6764069 18,6662184
18S 18,6764069
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mRNA Ctl Ct2 Ctmean DCt % células IHQ+
RANKL 30,2346133 30,9226453 30,5786293 11,9132193 | 37%
RANKL 30,9226453
RANK 30,618028 30,7731169 30,6955724 12,0301624 | 51%|
RANK 30,7731169
0PG 28,8908801 28,9927326 28,9418063 10,2763963 | 23% |
OPG 28,9927326
185 18,643629 18,687191  18,66541
185 18,687191
RANKL 29,2048747 29,3892793 29,342077 10,6765579 | 51%|
RANKL 29,3892793
RANK 30,5525987 30,3325586 30,4425786 11,7770595 | 64% |
RANK 30,3325586
OPG 28,1759425 27,9281157 28,0520291 9,38651001 | 66% |
0PG 279281157
185 18,6857323 18,6453059 18,6655191
185 18,6453059

G < vk [ 31,1267116 31,4432678 31,2849897 12,6181985 | 61%|
RANKL 31,4432678
RANK 30,6764532 27,2100282 28,9432407 10,2764495 | 55% |
RANK 27,2100282
0PG 33,2761545 33,7097584 33,4929565 14,8261652 | 25% |
OPG 33,7097584
185 18,6214259 18,7121566 18,6667912
18S 18,7121566




Quiste dentigero

154

mRNA Ctl Ct2 Ctmean DCt % células THQ+
D1 RANKL 32,2042247 32,2244836 32,2143542 13,5516668| 36%
RANKL 32,2244836
RANK 32,9356849 32,6079997 32,7718423 14,1091549| 84%|
RANK 32,6079997
OPG 28,4066918 28,281842 28,3442669 9,68157953| 35%|
OPG 28,281842
188 18,861097 18,4642777 18,6626874
18S 18,4642777
D2 RANKL 32,5918024 32,7230301 32,6574163 13,9926356| 92%|
RANKL 32,7230301
RANK 32,3912072 329111019 32,6511546 13,9863739| 37%|
RANK 32,9111019
OPG 26,993237 27,2029249 27,0980809 8,43330026| 24%|
OPG 27,2029249
18S 18,6623161 18,6672452 18,6647807
185 18,6672452
D3 RANKL 32,4643511 32,1109651 32,2876581 13,6230228| 11%|
RANKL 32,1109651
RANK 32,1761567 32,3885063 32,2823315 13,6176962| 76%|
RANK 32,3885063
OPG 27,8623843 28,0622395 27,9623119 9,29767664| 74%|
OPG 28,0622395
188 18,7548936 18,574377 18,6646353
18S 18,574377
D4 RANKL 32,3935643 32,2904171 32,3419907 13,679737| 40%|
RANKL 32,2904171
RANK 32,2931489 32,1067739 32,1999614 13,5377077| 91%|
RANK 32,1067739
OPG 28,1643522 28,1473799 28,155866 9,49361235| 59%|
OPG 28,1473799
18S 18,6654937 18,6590136 18,6622537
185 18,6590136




DS
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mRNA Ctl Ct2 Ctmean DCt % células THQ+

RANKL 33,1152676 31,4432678 32,2792677 13,6161725| 12%
RANKL 31,4432678

RANK 32,5564754 32,7784636 32,6674695 14,0043743| 96%|
RANK 32,7784636

OPG 28,1121565 27,8964516 28,0043041 9,34120887| 61%|
OPG 27,8964516




ANEXO 3
ANALISIS ESTADISTICO gPCR de rank - rankl - opg

Prueba de normalidad Kolmogorov-Smirnov
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rank rankl opg
N 25 25 25
Parametros Media 4,2296660 9,8484792 3,2545543
Normales *" Desviacion tipica 2,6207203 8,6654530 2,8130421
Diferencias mas Absoluta ,262 ,154 ,208
extremas Positiva ,262 ,130 ,208
Negativa -,121 -, 154 -,135
Z. de Kolmogorov-Smirnov 1,312 ,768 1,038
Sig. Asintot. (bilateral) ,064 ,597 ,231
a. La distribucién de contraste es la Normal
b. Se han calculado a partir de los datos
ANOVA rank- rankl- opg
RANK
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 65,549 2 32,775 7,262 ,004
Intra-grupos 99,287 22 4513
Total 164,836 24
RANKL
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 1017,193 2 508,597 14,254 ,000
Intra-grupos 784,968 22 35,680
Total 1802,162 24
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OPG
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 117,460 2 58,730 17,832 ,000
Intra-grupos 72,457 22 3,293
Total 189,917 24
PRUEBA POST HOC HSD DE TUKEY
rank
Intervalo de confianza al
95%
Diferencia de Limite
(1) Condicion  (J) Condicion medias (I-J) Error tipico Sig. Limite inferior superior
AM QQ ,272698268 | ,969648804 ,957 -2,16312091 | 2,7085174
QD 4,200701445* | 1,2110910 ,006 1,15836427 | 7,2430386
QQ AM -,272698268 | ,969648804 ,957 -2,70851744 | 2,1631209
QD 3,928003177*| 1,1307951 ,006 1,08737429 | 6,7686321
Qb AM -4,200701445* | 1,2110910 ,006 -7,24303862 | -1,158364
QQ -3,928003177* | 1,1307951 ,006 -6,76863207 | -1,087374
*. La diferencia de medias es significativa al nivel .05.
rankl
Intervalo de confianza al
95%
Diferencia de Limite
(1) Condicion (J) Condicion medias (I-J) Error tipico Sig. Limite inferior superior
AM QaQ 10,486558355* | 2,7264287 ,002 3,63759687 | 17,335520
Qb 17,352534038* | 3,4053084 ,000 8,79818388 | 25,906884
QaQ AM -10,48655835* | 2,7264287 ,002 | -17,33551984 | -3,637597
QD 6,865975684 3,1795349 ,101 -1,12121731 | 14,853169
QD AM -17,35253404* | 3,4053084 ,000 | -25,90688419 | -8,798184
QQ -6,865975684 3,1795349 ,101 -14,85316867 | 1,1212173

*. La diferencia de medias es significativa al nivel .05.
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opg
Intervalo de confianza al
95%
Diferencia de Limite
(I) Condicion  (J) Condicién medias (I-J) Error tipico Sig. Limite inferior superior

AM QQ -2,126725610* | ,828338043 ,045 -4,20756321 |-,04588801
QD -6,168630013* | 1,0345939 ,000 -8,76759534 | -3,569665
QQ AM 2,126725610" | ,828338043 ,045 ,04588801 | 4,2075632
QD -4,041904403* | ,965999857 ,001 -6,46855719 | -1,615252
Qb AM 6,168630013* | 1,0345939 ,000 3,566966468 | 8,7675953
QQ 4,041904403* | ,965999857 ,001 1,61525161 | 6,4685572

*. La diferencia de medias es significativa al nivel .05.




