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RESUMEN

INTRODUCCION

Los Tumores Odontogénicos (TO) constituyen un grupo heterogéneo de lesiones,
algunas de ellas, con potencial metastasico. Actualmente la clasificacion usada
para este tipo de lesiones, se basa en la publicada por la OMS el afio 2005 que
considera su comportamiento biolégico, asi como, el tipo de tejido odontogénico
involucrado. En esta clasificacion se realizaron cambios substanciales en relacion
a la del afilo 1992, incomporando lesiones, por ejemplo, el Tumor Odontogénico
Queratoquistico (TOQQ) y aumentando el énfasis clinico-patolégico-terapéutico en
subdividir al Ameloblastoma en 4 tipos. Para una mayor comprension del
comportamiento clinico de éstas lesiones es necesario entender los mecanismos
biolégicos y moleculares involucrados en el desarrollo de estas, es por esto que el
objetivo de este estudio es describir y comparar la expresion de proteinas,
mediante inmunohistoquimica, relacionadas a proliferacion celular (ki-67) vy

apoptosis (p53 y bax)
MATERIALES Y METODOS

Se tomaron 10 muestras de Ameloblastoma Sdlido (AS) y 10 de TOQQ de entre

los afios 1998 y 2011, y se sometieron a inmunohistoquimica para ki67, p53 y bax.
RESULTADOS

Todas las muestras presentaron marcacion positiva para los 3 anticuerpos. TOQQ
y AS mostraron un indice de marcacion de 6,45% y 13,98%, respectivamente.
P53 present6 un 6,08% en AS y un 7,0% en TOQQ. Bax mostré un 58% para AS y
un 64,65% en el caso de TOQQ.

CONCLUSIONES

El indice de expresion inmunohistoquimica para el marcador de proliferacion
celular ki-67, fue mas alto para TOQQ que para AS. Pero no se encontraron

diferencias estadisticamen significactivas en el caso de p53 y ni bax entre AS y

TOQQ.



INTRODUCCION

La Odontogénesis es un conjunto de complejas interacciones entre el epitelio oral
y el ectomesénquima, los cuales culminan con la formacion del diente. Después
de este proceso, permanecen latentes, indefinidamente, células epiteliales y
mesenquimaticas de manera residual en los maxilares que pueden generar
tumores odontogénicos. Los tumores odontogénicos constituyen un grupo
heterogéneo de lesiones que comprenden Hamartomas, neoplasias benignas vy
neoplasia malignas con potencial metastasico. Estos derivan de elementos
epiteliales, ectomesenquimaticos y/o mesenquimaticos precursores de la pieza
dentaria. A pesar que los tumores odontogénicos son poco frecuentes, pueden
suponer evidentes desafios diagndsticos y terapéuticos. Estos tumores son
localizados exclusivamente en los huesos maxilares 6 en los tejidos blandos
(gingiva y mucosa de revestimiento) adyacentes a estos, pudiéndose presentar en
cualquier etapa de la vida de un individuo™.

La clasificacion mas usada en la actualidad para este tipo de lesiones, se basa en
la publicada por la OMS el afio 2005 en el libro “Patologia y Genética de los
Tumores de Cabeza y Cuello” y se basa en el comportamiento biolégico de las
lesiones (benigno y maligno), asi como, en el tipo de tejido odontogénico
involucrado: epitelio odontogénico con estroma fibroso maduro sin
ectomesenquima odontogénico, epitelio odontogénico con ectomesenquima
odontogénico con o sin formacién de tejidos duros y mesénquima Yy/o

ectomesénquima con o sin presencia de epitelio odontogénico®.

En esta clasificacion y tipificacion histologica para tumores odontogénicos del afio
2005, se realizaron cambios substanciales en relacion a la Clasificacion OMS del
afio 19923, en relacién a la incorporacién de nuevas lesiones, por ejemplo, el
Tumor Odontogénico Queratoquistico (TOQQ) y en el énfasis clinico-patologico-
terapéutico en subdividir al Ameloblastoma en 4 tipos. Estas modificaciones
respecto a la clasificacién anterior, han significado cambios importantes en el

orden de las frecuencias para este tipo de lesiones, siendo ademas, estas dos



lesiones, junto a los Odontomas, las mas frecuentes en la actualidad para

tumores odontogénicos™.

De acuerdo a esta nueva clasificacion, se ha denominado Tumor Odontogénico
Queratoquistico al anteriormente considerado Queratoquiste Odontogénico, sin
embargo, solo se consideran dentro de este concepto las variedades
paraqueratinizadas del Queratoquiste Odontogénico Las variedades revestidas
por un epitelio ortoqueratinizado, denominado por Wright, como Quiste
Odontogénico Ortoqueratinizado (QOO), segun esta nueva definicion, no forman
parte del espectro del Tumor Odontogénico Queratoquistico. Lo interesante de
esto, es que el QOO presenta un comportamiento clinico distinto al TOQQ, ya que,
su potencial infiltrativo local es menor, y se ha descrito una escasa recidiva’®, a
diferencia del TOQQ, que presenta un comportamiento biolégico agresivo y una
relativa alta tasa de recurrencia, asimismo, se puede asociar al Sindrome de
Nevos Basos Celulares. Sin embargo, a pesar de las evidencias genéticas,
anatomopatologicos y el comportamiento biolégico localmente agresivo en relacion
al TOQQ, algunos investigadores y clinicos estan escépticos en la actualidad a
aceptar esta lesibn como una neoplasia. Este escepticismo puede estar basado en
parte a la resistencia al cambio desde un concepto tradicional del caracter no

neoplasico de un quiste’.

Por otro lado, en la clasificacion anterior OMS, del afio 1992, se reconocian la
existencia de 3 variedades clinico-patoldogicas de Ameloblastomas: Sélido (AS),
Uniquistico y Periférico. Posterior a esto, se detectaron diferencias clinicas e
imagenologicas entre Ameloblastomas que presentaban exclusivamente el patron
histol6gico desmoplastico de los otros patrones histologicos comprendidos en los
Ameloblastomas Sélidos. Es por esto, que en la clasificacion OMS 2005, se
excluye al patron desmoplastico del espectro de los Ameloblastomas Sdlidos, y se
considera una variedad distinta, denominandola Ameloblastoma Desmoplastico,
por lo que en la actualidad se consideran 4 tipos clinico-patolégicos de
Ameloblastomas. EI AS se considera un neoplasia benigna, pero con un alto

potencial de infiltracion y localmente agresiva®.



Este potencial de crecimiento estaria en relacién a la expresiéon de mdultiples
genes y sus consiguientes proteinas, entre estos ki-67 involucrado en la
proliferacion celular y p53 en la via nuclear de la apoptosis, los cuales, han sido
previamente descritos estudiados en la oncogénesis y citodiferenciacion de
tumores y quistes odontogénicos, sin embargo, estudios de la expresion de la
proteina bax en la via intrinseca mitocondrial han sido poco estudiados.

Para una mayor comprension del comportamiento clinico de estas lesiones es
necesario entender los mecanismos bioldgicos y moleculares involucrados en el
desarrollo de estas, es por esto que el objetivo de este estudio es describir,
comparar y analizar la expresion de proteinas, mediante inmunohistoquimica,
relacionadas a proliferacion celular (ki-67) y apoptosis (p53 y bax) que contribuyan
a la comprensién del comportamiento biol6égico, al prondstico y, que puedan
permitir el desarrollo de nuevos conceptos de manejo clinicos- terapéutico de

estos dos tumores odontogénicos.



MARCO TEORICO

Los Tumores Odontogénicos constituyen un grupo de enfermedades
heterogéneas que incluyen desde proliferaciones de tejido harmartomatoso o no
neoplasico, a neoplasias benignas y tumores malignos con potencial metastasico.
Los Tumores Odontogénicos son derivados de elementos epiteliales,
ectomesenquimaticos y/o mensenquimaticos formadores del aparato dentario.
Estos tumores son infrecuentes, algunos incluso son extremadamente raros, pero
puede suponer un importante reto diagndstico y terapéutico.* Estos tumores, por lo
tanto, se encuentran exclusivamente dentro de los huesos maxilares (intradseos o
situado centralmente) o en tejidos blandos (encia), superpuestos con dientes o en
areas de mucosa alveolar en las zonas desdentadas (extradseos o localizados
periféricamente). Estos tumores pueden ser generados en cualquier etapa de la

vida de un individuo®.

El afio 2005 la OMS publicé en el libro “Patologia y Genética de los Tumores de
Cabeza y Cuello”, la ultima tipificacion histolégica y clasificacion para Tumores
Odontogeénicos, en la cual se realizaron cambios sustanciales, pero conservando
los conceptos embriolégicos de la clasificacion anterior de la OMS, del afio 1992.
La clasificacion usada en la actualidad esta basada primero, en el comportamiento
de la lesiones, clasificandolas en benignas, malignas y no neplasicas.
Subdivisiones de las lesiones benignas estan basadas en los tipos de tejidos
odontogénicos involucrados: epitelio odontogénico con un estroma fibroso maduro,
sin ectomesénquima odontogénico; epitelio odontogénico con ectomesénquima
odontogénico, con o sin formacion de tejido duro; meséquima y/o ectomesénquima

odontogénico con o sin presencia de epitelio odontogénico®.



CAMBIOS EN LA CLASIFICACION DE LOS AMELOBLASTOMAS

La clasificacion actual, OMS 2005, define a los Ameloblastomas como tumores de
los huesos maxilares originados a partir de epitelio odontogénico de crecimiento
lento, pero localmente invasivo, con una alta tasa de recurrencia si no es removido

adecuadamente, pero sin una tendencia a generar metastasis”.

En la clasificacion anterior OMS, del afio 1992, se reconocia la existencia de 3
variedades clinico-patologicas de Ameloblastomas: Sdlido (AS), Uniquistico y
Periférico. Por otro lado, se han descrito patrones histolégicos para estas lesiones
como: folicular, plexiforme, acantomatoso, desmoplastico, células basales y
granular® Posteriormente, a la clasificacion OMS 1992, varios reportes de casos y
estudios retrospectivos describieron importantes diferencias clinicas e
imagenoldgicas entre Ameloblastomas que presentaban exclusivamente el patron
histol6gico desmoplastico de los otros patrones histologicos comprendidos en los
Ameloblastomas Sdlidos. De tal manera, que la clasificacion OMS 2005 para este
tipo de lesiones, excluye al patron desmoplastico del espectro de los
Ameloblastomas Solidos y lo considera una variedad distintiva, denominandolo
como Ameloblastoma Desmopléstico®, por lo que en la actualidad se consideran 4
tipos clinico-patolégicos de Ameloblastomas, siendo, los Ameloblastomas Sdlidos

y los Ameloblastomas Uniquisticos los mas frecuentes®.



CAMBIOS EN LA CLASIFICACION DEL TUMOR ODONTOGENICO
QUERATOQUISTICO

En otro cambio relevante, el Queratoquiste Odontogénico (QO), considerado como
un quiste epitelial del desarrollo segun la tipificacion histolégica para tumores
odontogénicos del afio 19927 se reclasificd, segin OMS 2005', como una
neoplasia odontogénica benigna y se recomendo el término Tumor Odontogénico
Queratoquistico (TOQQ), que fue definido como un tumor Odontogénico benigno,
uni o mualtiquistico, que presenta un epitelio caracteristico lineal estratificado

escamoso paragueratinizado y con potencial agresivo local infiltrativo.

Sin embargo, la OMS 2005 solo considera dentro de este concepto las variedades
paraqueratinizadas del Queratoquiste Odontogénico. Las variedades revestidas
por un epitelio ortoqueratinizado, denominado por Wright>, como Quiste
Odontogénico Ortoqueratinizado (QOO), segun esta nueva definicion, no forma
parte del espectro del Tumor Odontogénico Queratoquistico. Anteriormente a la
clasificacion OMS 2005, el conocimiento del comportamiento bioldgico localmente
agresivo y la relativa alta tasa de recurrencia, la actividad mitética incrementada
en el revestimiento epitelial quistico!, la asociacién con el Sindrome Nevo
Basocelular (SNBC) y el potencial de brotes epiteliales del estrato basal o quistes
satélites de la pared quistica® sugiriendo el concepto del QO como una neoplasia
quistica’. El descubrimiento de anormalidades cromosomales’y alteraciones
genéticas como la mutacién del gen supresor de tumores PCTH, confirman este
concepto de neoplasia para el TOQQ.* Asimismo, se han publicado casos de
Tumores Odontogénicos Queratoquisticos sélidos, lo que eventualmente reforzaria

el concepto de la naturaleza neoplasica del TOQQ™.



EPIDEMIOLOGIA DE AMELOBLASTOMA SOLIDO v TUMOR ODONTOGENICO
QUERATOQUISTICO

En la literatura internacional existen en la actualidad varios estudios
epidemioldgicos para tumores odontogénicos que se basan en la clasificacion OMS
2005'%%° Segun estos estudios, los tumores odontogénicos son lesiones
infrecuentes, representando entre el 1,3% al 5,78%"%'°de todas las lesiones de la
cavidad oral en servicios de anatomia patolégica. El Ameloblastoma
(considerando los 4 tipos clinicos-patologicos) constituye la primera frecuencia en
series de: Brazil (2011)*, Sri Lanka (2012)"*°, India (2011)*°, China (2007)%°, Egipto
(2010)*? y, en tanto el TOQQ constituye la primera frecuencia en las series de:
Brazil (2008 y 2012)*Y'", China (2009)*°, Mexico (2010)* y Libia (2009)?.



CARACTERISTICAS CLINICAS DEL AMELOBLASTOMA SOLIDO

La OMS considera al AS como un tumor Odontogénico epitelial de los huesos
maxilares, como una lesion sdlida, de crecimiento lento, localmente invasivo, con
una alta tasa de recurrencia sino es removido quirargicamente de manera
adecuada, pero y sin tendencia a dar metastasis®. Aunque es poco comun, el AS
se considera dentro de los tumores odontogénicos mas frecuentes, dependiendo

de la localizacién geografica del estudio™ ** > 1920 22,

En algunas publicaciones
se ha observado que se presenta en un amplio rango etario, diagnosticandose
principalmente entre la cuarta y quinta década de vida, salvo la variedad
uniquistica que se diagnostica entre los 20 y 30 afios™***?2. Varkhede et al.,
observd que el Ameloblastoma es mas frecuente en la 3era y 4ta década de
vida'®. Mientras que Siriwardena et al. y Costa DO et al., observaron que el AS se

presentan principalmente en la 3era década de vida'**®

|.19 |'l4'

Autores como Cepeda et al.'®, Ebenezer et al.®, Varkhede et al.*°, Osterne et a
Siriwardena et al.’®, Servato et al.'®, Costa DO et al.'?, en estudios de mas de100
pacientes observaron que no hay encontrado una predileccién por sexo tanto para
el AS como para el TOQQ, sin embargo se han descrito marcadas diferencias
geograficas y raciales, para estas lesiones. En relacion a la localizacion anatomica,
se presenta casi exclusivamente en mandibula (80%), principalmente en la region
molar, &ngulo y rama, excepto en poblacion africana, en quienes, cualquier area de
la mandibula puede estar involucrada, particularmente la sinfisis. Asi mismo, se
localiza en baja proporcidon en maxilar, en la region posterior y raramente en
cavidades sinusales®. Tawfik et al., observé que el 94,11% de los Ameloblastomas
se ubicaron en mandibula. De este porcentaje, 35,29% se ubicaron en zona molar,
29,41% en angulo y 14,7%%. Servato et al, estudié 431 casos en nifios y
adolescentes de Brazil, observando que el 74,6% de los Ameloblastomas se ubica
en mandibula, principalmente en la zona de molar y rama (61,9%)*.

Los AS de volumen reducido pueden ser eventualmente asintomaticos, sin
embargo, las lesiones de gran volumen pueden provocan expansion y

abombamiento de las corticales 6seas de los huesos maxilares, y en el caso de la



zona maxilar posterior obliterar el seno maxilar y con posterioridad, extenderse a

nivel intracraneal. Por otro lado el dolor y la parestesia son sintomas raros™.

Dientes incluidos pueden estar asociadas con el Ameloblastoma Salido, en tanto,
que la reabsorcion de las raices de piezas adyacentes es comun. La naturaleza
agresiva de los amelobastomas intradseos ha sido atribuida a sus caracteristicas
celulares y a la naturaleza bioldgica de los huesos maxilares, lo que permite la

propagacion rapida y clinicamente indetectable en las etapas primarias del tumor?.
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CARACTERISTICA CLINICAS DEL TUMOR ODONTOGENICO
QUERATOQUISTICO

El TOQQ se clasifica en la actualidad segin OMS 2005, como un tumor
odontogénico epitelial benigno. Esta nueva clasificacion fue basada en su
comportamiento clinico, el alto porcentaje de recurrencia, su asociacion con el
SNBC, sus caracteristicas histologicas y el descubrimiento de anormalidades
genéticas®. El TOQQ comprende entre el 13%2® al 38,9%'® de todos los tumores
odontogénicos, describiéndose diferencias segun la localizacion geografica del
estudio'® 117" 182l En |os estudios de Avelar et al.'”  El-Gehani et al ? y Luo et
al.’® el TOQQ es el tumor odontogénico méas frecuente, con el 30%, 35,1% y
38,7% respectivamente, seguido por el Ameloblastoma y el Odontoma. En tanto en
México con el 38,9%, también es el tumor odontogénico mas frecuente, seguido

por el Odontoma y el Ameloblastoma respectivamente™®.

La mayoria de los casos se presentan intradseos, sin embargo, se han descrito
casos de TOQQ periféricos. Las lesiones intradseas en la mayoria de los casos
son asintomaticas y son detectadas como hallazgos radiograficos, con menor
frecuencia se pueden presentar con aumento de volumen por expansion de las
corticales Oseas y provocar desplazamiento de las piezas dentarias vecinas.
Asimismo, pueden exteriorizarse e infectarse provocando una intensa respuesta
inflamatoria y dolor®*. En estudios epidemiolégicos no se han observado
diferencias segun sexo '#3141%181923 'F| TOQQ, se presenta frecuentemente entre

la 3era y 4ta década de vida'"** ?®

, existiendo variaciones como la observada por
Costa DO, siendo su mayor frecuencia entre la 5ta y 6ta década de vida®?. Estos
estudio no mencionan si descartaron lesiones asociadas al SNBC, sin embargo,
Luo et al., en el estudio de 1309 casos de TO destaca que de los 462 que estudio,
45 fueron asociados al sindrome, obteniendo una mayor frecuencia en la 3era

década de vida®®,

Boffano et al. el afilo 2010 y Gonzalez-Alva et al. en el 2008, estudiaron 261 y 183

casos de TOQQ, respectivamente. Describieron un rango etario de 7-87 afios y 6-
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78 afnos, con un peak entre la cuarta (promedio 43,34 afos) y tercera (promedio
32,8 afios) década de vida. La relacion hombre: mujer fue de 2:1 y 1,05:1. El sitio
anatomico mas frecuentemente comprometido fue el mandibular con un 73,2% y
70,5%%%2". Seglin Boffano et al., un un 52,1% de estos se presentaron en el regién
molar, angulo y rama mandibular y segun Gonzalez-Alva et al., donde un 41% en el
area molar. La recurrencia post-quirdrgica se presentd en el 11,9% y 13,1% de
todos los pacientes®®. Segin Gonzélez-Alva et al., el de las recurrencias 66,6%
fueron mujeres y solo el 33,3% hombres. El rango de recurrencia se presento entre
1 a 23 afios posterior cirugia. Este ultimo estudio determind una asociacion con el
SNBC en el 6% de los casos, todas lesiones muliples, en tanto, el 21,8% de estas

lesiones se encontraron en relacion a una pieza incluida®’.

El TOQQ se puede asociar al SNBC, el cual fue descrito por primera vez por
Gorlin y Goltz en 1960? el cual es un desorden autosémico dominante con
penetraciébn completa y expresividad variable, causado por la mutacién de un gen
supresor de tumores (PCTH), mapeado en el cromosoma 9¢22.3-q3%. En
ocasiones puede no presentarse historia familiar por lo que el sindrome podria ser

esporadico y generarse por mutacién espontanea®*

Clinicamente se caracteriza por la asociacion de una serie de manifestaciones,
destacando como las mas habituales TOQQ multiples y carcinomas baso celulares
cutaneos y otras menos frecuentes: alteraciones cardiacas (persistencia del ducto
arteriovenoso), prominencia frontal y parietal, hipertelorismo, bradimetarcapalismo
del 4° y 5° dedo, costillas bifidas, quistes dermoides, hidrocefalia, calcificacion de
la hoz del cerebro, meduloblastomas, etc*’. Aunque se ha informado de mas de
100 anormalidades en el SNBC, el desarrollo de TOQQ multiples se considera una
de las caracteristicas mas importantes y que constituye el primer signo de este
sindrome. La incidencia de TOQQ en el SNBC varia entre el 75% al 90%.>!. Los
criterios diagnosticos mayores y menores para el diagnostico clinico del SNBC han
sido establecidos por Evans et al. (1993)* y Kimonis (1997)*. Asimismo, se ha

descrito transformacién carcinomatosa para el TOQQ3®**

12



CARACTERISTICAS HISTOLOGIAS DEL AMELOBLASTOMA SOLIDO

El AS presenta caracteristicas bastante clasicas, basadas en la predominancia de
2 poblaciones celulares. La primera poblacion corresponde a células basales que
presentan a menudo una distribucion en empalizada, con células que remedan a
los ameloblastos (0 mas estrictamente los pre-ameloblastos), lo que le da el
nombre a este tumor. Estas células muestran polaridad reversa, es decir, el nicleo
se ubica en posicion distante u opuesta a la lamina basal, lo que se observa en los
ameloblastos previo al comienzo de la secrecion de matriz del esmalte. Sin
embargo, la presencia de cualquier proteina tal (de la matriz del esmalte), es

incompatible con el diagnéstico de ameloblastoma® %*.

La segunda  poblacion caracteristica es un epitelio pluriestratificado con
relativamente pocos contactos intercelulares y un sobresaliente espacio
extracecular centralizado, a menudo formado por pequefios quistes (microquistes),
y que recuerda al reticulo estrellado del 6rgano del esmalte>?*. Todas las células
epiteliales de los ameloblastomas tienen una aparaciencia citolégica descrita como
“suave” (carecen de variacion cromética en la tincion nuclear que generalmente
indica un fenotipo maligno). Figuras mitGticas son escasa en la mayoria de los

ameloblastomas, de acuerdo con su lenta tasa de crecimiento®”.

Los componentes epiteliales a menudo estan dispuesto en uno o 2 patrones: islas
o foliculos, aparentemente rodeados por tejido conectivo; o entrelazados en una
red “plexiforme”, presentandose el soporte de tejido conectivo aparentemente
rodeado por epitelio. Esto 2 paramentros son referidos como folicular y plexiforme,
respectivamente, pero no hay evidencia que ellos difieran en su historia natural o
en la respuesta al tratamiento. De hecho, muchos ameloblastomas muestran
ambos patrones en varias proporciones®. A veces, se observa una engrosada
menbrana basal hialinizada, pero esto no progresa a una formacion dentinaria
como, por ejemplo, en el caso del Fibroma Odontogénico Ameloblastico?*. Como
los ameloblastomas se extienden, la mayoria se transforma en quistes por

degeneracion quistica en el tejido conectivo, sobre todo en la variante plexiforme?®*.
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Existen varios subtipos histolégicos de AS que han sido descritos. Ellos incluyen
acantomatoso, de células granulares, de células basales y ameloblastomas
queratopapilares, aunque estos, se presentan usualmente superpuestos en 1 o 2

patrones principales®.
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CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DEL TUMOR ODONTOGENICO
QUERATOQUISTICO

El TOQQ esta formado por un epitelio escamoso estratificado paraqueratinizado
formando por una delgada capa con un espesor de 5-8 celulas. El estrato basal, a
menudo en empalizada, presenta células columnares o cuboidales. El nacleo de
las células basales puede orientarse lejos de la menbrana basal y a menudo es
intensamente basofilo. Otra caracteristica importante distintiva es la
paraqueratinizacion en la superficie luminal del epitelio, la cual, a menudo presenta
una superficie corrugada™?*. En presencia de una intensa inflamacién, esta lesién
pierde sus caracteristicas celulares y arquitecturales morfolégicas'. Figuras
mitGticas, inusuales para los Quistes Odontogénicos (QO) y de hecho para la
mayoria de los TO benignos, pueden ser frecuentes asi como suprabasales. En
tejido conectivo epitelial es a menudo plano y a veces se encuentra separado de la
menbrana basal, pero en algunos casos puede mostrar una incipiente patrén,
ocacionalmente asociados con multiples restos epiteliales odontogénicos o quistes
satélites en la pared. Algunos de estos factores pueden contribuir a la recurrencia

en una parto de los casos?*.
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PROLIFERACION CELULAR EPITELIAL Y FACTORES RELACIONADOS A
APOPTOSIS.

El crecimiento, diferenciacion y proliferacion celular son fendmenos finamente
regulados por mecanismos moleculares que actiuan a diferentes niveles del ciclo
celular. El prondstico de los tumores con frecuencia se relaciona con su capacidad
de proliferacion. La tasa de crecimiento de los tejidos est4 determinada por la
actividad proliferativa y la muerte celular programada (apoptosis)®* Los métodos
inmunohistoquimicos usados en la evaluacion de proliferacion celular y apoptosis
presentan ventajas particulares sobre otras técnicas debido a la mantencion de la
arquitectura celular y tisular, la relativa simplicidad de la técnica y la rapidez en los

resultados’™.

La proteina ki-67 o MIB-1 es un antigeno que se determina mediante el anticuerpo
monoclonal desarrollado por Gerdes y colaboradores® Ki-67 es una proteina
nuclear no histonica que se expresa en todas las fases del ciclo celular excepto en
Go"®, por lo tanto, el anticuerpo monoclonal ki-67 permite la deteccién
inmunohistoquimica de células que se encuentran en alguna etapa del ciclo celular
y su expresion proporciona una medida directa de la fraccién de crecimiento del
tejido®® La expresién de ki-67 ha sido descrita como un éptimo marcador de
proliferacién celular en lesiones premalignas y malignas®  El anélisis de la
expresion de ki-67 se usa para determinar el indice de proliferacién de las células
en tejido normal y en muestras de tumor®’. Estudios previos han demostrado que
los altos indices de ki-67 observados en carcinomas bucales de células escamosas
estaban correlacionados con la gravedad de la enfermedad y con un peor
pronéstico® Estudios anteriores al afio 2005, han estudiado la expresién de ki-67
en el epitelio de Queratoquistes Odontogénicos respecto a otros quistes
Odontogénicos®*“°. Estudios comparativos entre Queratoquistes Odontogénicos y
Quistes Dentigeros han demostrado un incrementado potencial proliferativo del
revestimiento epitelial del Queratoquiste Odontogénico comparable al del
Ameloblastoma*** Thosaporn et al, observé un indice de proliferacién similar al

comparar la expresion del marcador de proliferacién celular IPO-38, localizandose
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principalmente en la capa celular suprabasal en el caso de Quistes Odontogénicos,
mientras que en el caso del Ameloblastoma se encontrd en la porcién periférica en

particular, en los tipos foliculares y plexiformes®?.

La muerte celular programada y su manifestacion morfolégica, apoptosis, es un
mecanismo de auto-destruccion que esta dado esencialmente por una variedad de
eventos bioldgicos. La excesiva o insuficiente apoptosis contribuye a variadas
enfermedades relacionadas a isquemia, neurodegeneracion, autoinmunidad,
infecciones virales y esta involucrada en el crecimiento y regresion de tumores. La
ausencia de apoptosis y la induccién de mecanismos antiapoptoticos permiten que
las células tumorales sobrevivan y proliferen incontroladamente. Existen multiples
vias celulares de gatillo de la apoptosis, dos de las cuales, la via intrinseca y
extrinseca son las mas estudiadas y caracterizadas. La Via intrinseca mitocondrial
es el resultado de una permeabilidad mitocondrial aumentada y liberacion de
moléculas pro-apoptdticas al citoplasma*®. La via mitocondrial se ejecuta en

respuesta a intromisiones externas y a dafio en el DNA.

Las distintas vias de respuesta convergen en la mitocondria, a menudo a través de
la activacion de miembros proapoptoéticos de la familia de bcl-2. La familia de bcl-2
se divide en dos grupos de proteinas, proapoptoticas como bax, bad y bak y
antiapoptdticas como bcl-2, bcl-xL, mcl-1 y Al, seglin su estructura quimica®*®.
Tanto las proteinas proapoptoéticas como las antiapoptoticas forman heterodimeros
en los que se produce la inhibicién de la actividad del otro respectivamente. Esta
dimerizacion se ve influenciada por la fosforilacion de los residuos terminales de
aminoacidos de los miembros proapoptoticos, bax, bak y bik. Asi pues, la
apoptosis esta muy relacionada con la fosforilacion de las proteinas de la familia
bcl-2%°. El protooncogén bcl-2 bloquea una via comin de apoptosis, impidiendo que
el ADN dafado actue como una sefial de activacion de muerte celular programada
o mediante el bloqueo de los propios productos de los genes implicados en la
muerte celular programada. Por lo tanto, su accion es prevenir la muerte prematura
de las células mitéticas y prolongar la supervivencia celular para favorecer la

aparicién de mas mutaciones®’.
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La proteina bcl-2 no transforma a las células por si misma, pero las hace
susceptibles de ser transformadas por otros oncogenes como myc. Se ha descrito
una sobreexpresion de bcl-2 y bax en variados tumores soélidos incluyendo
canceres orales*® Diversas investigaciones han estudiado la inmunoreactividad de
la proteina bcl-2 en Gérmenes Dentarios, Ameloblastomas, Queratoquistes
Odontogénicos y Quistes Dentigeros, sin embargo, estudios para identificar la
expresion de la proteina pro-apoptética bax en tumores y quistes odontogénicos

son escasos*® L,

Rangiani et al., en el 2009 estudio la expresion de bax y bcl-2 en TOQQ y Quistes
Odontogénicos Ortoqueratinizados, observando un 100% de marcacion de bax y
un 96,78%, respectivamente®. Recientemente Soluk et al., han comparado la
expresion de bax, bcl-2 y ki67 en TOQQ, Quiste Radicular y Ameloblastomas,
observando una alta expresion en el epitelio para bax en Quistes Radiculares (80%
aprox.), pero no se observaron diferencias significativas entre TOQQ (60%) y
Ameloblastomas (43% aprox.), pero ambos mostraron inmunoreactividad para bax.
En el caso de ki67, se observo una expresion significativamente mayor en TOQQ
(2,2% aprox.) que en Ameloblastomas (1,75% aprox.) y Quistes Radiculares (1%
aprox.), y a su vez, los Ameloblastomas mostraron un expresion significativamente
mayor que los Quistes Radiculares. Células inmunopositivas fueron encontradas
en capas suprabasales del epitelio de TOQQ, especialmente destacable en el
nacleo de células grandes, mientras en que Ameloblastomas la expresion se
observé principalmente en capas periféricas de las islas tumorales. La alta
expresion de estas proteinas en el TOQQ se correlaciona con su comportamiento
clinico, explicando su agresividad local y alta recurrencia®’. Los miembros pro y
antiapoptoticos de la familia de bcl-2 se encuentran en la superficie de la
mitocondria donde regulan la salida del citocromo ¢ por un mecanismo todavia
debatido. Si los miembros proapoptoticos se imponen, una gran cantidad de
moléculas son liberadas desde la mitocondria. La principal de estas moléculas
liberadas es el citocromo c, que se asocia con Apaf-1 y después con la

procaspasa-9 para formar el complejo multimérico denominado apoptosoma®'.
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APOPTOSIS MEDIADA POR DANO EN EL ADN

El mecanismo molecular que esta prioritariamente implicado en el control del ciclo
celular en células que han sufrido una agresion en su genoma es el sistema p53,
constituido por el gen p53, localizado en el brazo corto del cromosoma 17, y su
producto, la proteina p53. Fueron descritas por primera vez por Lane y Crawford en
1979. p53 es un supresor de tumor que reduce la proliferacion celular y la
replicacion del DNA, ejerce un control sobre el ciclo celular bloqueando la
progresion desde la fase G; a la fase S. Por lo tano, la prolongacion de la vida de
la proteina p53 tiene como resultado una pérdida de control del ciclo celular®. En
células normales el tipo normal de la proteina p53, debido a su corta vida, es
normalmente indetectable por inmunohistoquimica, de forma que la deteccion
inmunohistoquimica de la proteina p53 indica alguna alteracion en p53, ya sea
debidas a mutaciones en el gen, infecciones virales, etc. Entre las proteinas cuya
produccion esta estimulada por p53, hay varios miembros pro-apoptéticos de la
familia bcl-2, especialmente bax y bak, asi como apaf-1. Estas proteinas activan

las caspasas y producen apoptosis®™3,

El gen supresor tumoral p53 es uno de los que mutan de forma mas habitual en
neoplasias malignas en humanos. Figueroa et al. describe positividad para p53 en
5 de 12 casos (42%) de TOQQ solitarios y en uno de 7 casos (14%) para TOQQ
asociado a SNBC*. La actividad incrementada de p53 en el epitelio del QO
respecto a otros quistes odontogénicos podria explicar la alta tasa de recurrencia y
el elevado potencial intrinseco de su crecimiento®***. Estudios posteriores al afio
2005, con la actual denominacion, basados en la sobreexpresion de este

marcador, apoyarian el concepto de neoplasia para el TOQQ>>*°.

Actualmente, existe informaciéon controvertida respecto a p53 y los
ameloblastomas, Autores como Gomes, indican que la alteracion del la proteina
p53 no juega un rol importante en la patogénesis del Ameloblastoma e incluso han
visto que la metilacionn de p53 no es un evento comun, y que la sobre expresion

de MDM2 puede regular su funcion sin necesidad de una regunlacion epigenética o

19



mutacion®’. Por otro lado, en un reciente estudio Ramchandra et al., se observé un
alto indice de expresion de p53 y ki67 en Ameloblastomas en comparacion con

TOQQ, asociandose esto a un comportamiento biolégico mas agresivo®°3,

Aunque diversos estudios han detectado alteraciones genéticas y epigenéticas en
tumores odontogénicos epiteliales, especialmente en Tumor Odontogénico
Queratoquistico y Ameloblastoma, los mecanismos detallados de oncogénesis,
citodiferenciacion y progresion tumoral parecen inciertos. La deteccion e
identificacion de la expresion proteica de ciertos marcadores, relacionados a
proliferacion celular y apoptosis, tales como: ki-67, p53 y bax, mediante
inmunohistoquimica, podrian contribuir al pronostico vy presumir el
comportamiento clinico- biolégico de éstas para su aplicacion con fines
terapéuticos. A pesar de que tanto el TOQQ y el AS son lesiones reconocidas por
ser localmente agresivas y eventualmente ser de riesgo vital para el paciente, el
AS presenta mayor capacidad de invasion de estructuras vecinas como base de
craneo. Por lo que el comportamiento localmente agresivo de estos dos tumores
odontogénicos epiteliales podria ser explicado por la expresion de estas proteinas,

considerando las diferencias morfolégicas de ambos.
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HIPOTESIS

Existe una mayor expresion en los indices de marcacion para las proteinas ki-67,
p53 y bax en el epitelio de Ameloblastomas Solidos en relacion al epitelio de

Tumores Odontogénicos Queratoquisticos solitarios.

OBJETIVO GENERAL

Comparar el indice de marcacion de ki-67, p53 y bax en el epitelio de
Ameloblastomas Sélidos y Tumores Odontogénicos Queratoquisticos solitarios
registrados en el Instituto de Referencia de Patologia Oral (IREPO) entre los afios
2000-2011.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Cuantificar la expresion de las proteinas ki-67, p53 y bax mediante
inmunohistoquimica en el epitelio de TOQQ solitarios.

2. Cuantificar la expresion de las proteinas ki-67, p53 y bax mediante
inmunohistoquimica en el epitelio de AS.

3. Comparar la expresion de las proteinas ki-67, p53 y bax en el epitelio de
TOQQS y AS.
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MATERIALES Y METODO

1. TIPO DE ESTUDIO REALIZADO

Estudio Observacional Descriptivo Transversal

2. MUESTRA

2.1 UNIVERSO Y SELECCION DE LA MUESTRA

De un universo de 356 casos del registro de biopsias del Instituto de Referencia de
Patologia Oral (IREPO), que corresponde a diagndsticos histopatologicos de
Tumor Odontogénico Queratoquistico de tipo solitario y otro universo de 145
biopsias de Ameloblastomas, se seleccionaron 27 muestras (14 muestras de
TOQQ y 13 muestras de AS) segun criterios de inclusion y exclusion del estudio.
Estas muestras corresponden a los envios de biopsias para solicitud de informe
anatomopatoldgico con fines diagndésticos, principalmente de hospitales publicos
y servicios de cirugia maxilofacial universitarios de la Regiéon Metropolitana de
Santiago de Chile entre los afios 1998 y 2011. El muestreo correspondio al tipo

no probabilistico por conveniencia.

2.2 CRITERIOS DE INCLUSION

Muestras que correspondan a los siguientes diagndésticos histopatoldgicos
definitivos: Tumor Odontogénico Queratoquistico (TOQQ) y Ameloblastoma
Solido (AS)

2.3 CRITERIOS DE EXCLUSION

1. Muestras que dispongan informacion clinica incompleta en relacion a edad,
sexo Y localizacion anatémica.

2. Casos de TOQQ asociados a sindrome.

3. Muestras de TOQQ que correspondan a recurrencias y/o recidivas post-
tratamiento quirdrgico, segun la revision de las fichas de las biopsias de los
registros del IREPO.

22



4. Muestras que dispongan de escaso epitelio y/o presenten inflamacion moderada

a severa segun Clark et a

1.°* y/o epitelio hiperplasico, para los TOQQs.

5. Muestras que presenten escaso epitelio en los tacos de parafina, es decir, que

al ser reevaluados presenten menos de 10 campos para cortar.

2.4 VARIABLES DEL ESTUDIO

Definiciones operacionales:

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

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

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

Tipo de lesion: Estara dada por los criterios diagndsticos histopatolégicos
para Tumor Odontogénico Queratoquistico y Ameloblastomas Salidos
basados segun la Clasificacion para Tumores Odontogénicos de la

Organizacién Mundial de la Salud del afio 2005.%>%°

3. PROCEDIMIENTOS

3.1 RECOLECCION DE MUESTRAS
Se obtuvieron los bloques de parafina correspondientes a los casos registrados

en la base de datos digital del IREPO entre los afios 2000-2011 para lesiones que

presenten el diagndstico histopatolégico de Tumor Odontogénico Queratoquistico

y Ameloblastoma Sdlido segun criterios de la clasificacion de la OMS del afio

2005°°%: se realizaron los procedimientos de laboratorio correspondientes a la

obtencion de nuevas laminillas para tincion corriente hematoxilina-eosina.
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Posteriormente, se reevaluaron segun los criterios histopatolégicos acordados
(OMS 2005°%) a microscopia 6ptica a distintos aumentos (objetivos: 10x, 40x y
100x). Estas observaciones microscopicas se realizaron en forma ciega, por un
Patologo Bucal calibrado para los criterios OMS, en un microscopio Olympus
BX41. De las 27 muestras pre-seleccionadas se seleccionaron 20 muestras (10
TOQQ y 10 AS).

3.2 RECOPILACION DE DATOS CLINICOS

La informacioén clinica (sexo, localizacion anatdmica y edad) fue obtenida a partir
de las fichas clinicas de los pacientes registradas en la base de datos digital del
IREPO (Microsoft®Acess2003). La informacion obtenida fue recopilada en una
planilla del programa Microsoft Office: Microsoft Excel 2007. Esta informacion fue

corroborada revisando directamente las fichas en papel.

3.3 PROCESAMIENTO

INMUNOHISTOQUIMICA

Se seleccionaron 14 bloques de parafina de biopsias de Tumor Odontogénico
Queratoquistico solitario y 13 bloques de parafina de Ameloblastoma Sdélido. Estas
muestras han sido fijadas en formalina al 10% y procesadas para técnica
histoldgica convencional. Se realizaron secciones de 4 um de espesor en un
micrétomo de rotacion Leitz-Wezlar, obteniendo 3 cortes de cada muestra, una
para cada uno de los anticuerpos utilizados, los que fueron montados en

portaobjetos silanizados (3-Aminopropyltriethoxysilane, Polysciences, Inc., U.S.A.).
I. Las placas fueron desparafinadas e hidratadas mediante una bateria de
desparafinacioén consistente en xilol, alcohol de 99°, alcohol de 95°, agua corriente

y agua destilada.

II. Lavados con PBS (Buffer Fosfato salino) PH 7.4 y se recuperaron los sitios
antigénicos en buffer citrato a PH 7,4 con calor segun protocolo del anticuerpo:
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vaporera, precalentados por 10 minutos, llevados por 20 minutos al vapor y

posteriormente enfriados a temperatura ambiente.

[ll. A continuacion se realizé el bloqueo de la peroxidasa enddgena con peréxido
de hidrégeno (H20,) al 3% con metanol por 20 minutos. Luego 3 lavados con buffer
de citrato PH 7,4.

IV. Posteriormente, se realizé bloqueo de antigenos inespecificos con suero segun
protocolo del sistema de inmuno deteccién (BSB 0203, Bio SB, Santa Barbara,
California) por 20 minutos. Los anticuerpos utilizados fueron los siguientes: mouse
anti ki-67 monoclonal antibody (BSB 5711, Bio SB, Santa Barbara, California),
Mouse anti p-53 monoclonal antibody (BSB 5842, Bio SB, Santa Barbara,
California) y Mouse anti-bax monoclonal antibody (BSB 6081, Bio SB, Santa
Barbara, California).

CATALO TIPO DE
ANTIC TIPO CLON ISOTIPO G NO. ANTIC DILUSION | LOCALIZAC
Conejo/ BSB
ki67 Monoclonal SP6 19G 5711/5712 | Concentrado 1:50 Nuclear
Citoplasma y
Ratoén/ Menbrana
bax Monoclonal | SPM336 | IgG1/K | BSB 6081 | Concentrado 1:50 celular
Raton/ BSB
p53 Monoclonal DO7 IgG2b/K | 5842/5845 | Concentrado 1:400 Nuclear

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

CONTROLES POSITIVOS Y NEGATIVOS
Se emplearon las siguientes muestras para los controles positivos:
* ki-67 y p53: Carcinoma espino celular primario de mucosa ora bucal humano.

* Bax: Amigdala humana.

Para los controles negativos se omitido el anticuerpo primario en las muestras

empleadas.
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3.4 CUANTIFICACION DE LOS ANTIGENOS EN ESTUDIO

La presencia y cuantificacion de células marcadas positivamente a la
inmunodeteccion se determind contabilizando visualmente el nimero de células
positivas (color marrdn) en relacion al total de células del campo con objetivo 40x
a microscopia Optica convencional (Olympus BX41), esto en 10 campos por caso
estudiado. Este método semi-cuantitativo se basé en el empleado por Dong et al®’.
Se evaluaron exclusivamente los epitelios odontogénicos tanto en TOQQ como en
AS. Se obtuvo un indice de marcacion (IM) entre el cuociente de células marcadas
(positivas) y el numero total de células (marcadas y no marcadas) por cada
campo. El promedio del IM de cada muestra se calcul6 a partir de 10 campos
estudiados y se expres6 en términos de porcentaje (%). Este recuento se realiz6
en forma ciega por un observador. Para cuantificar el grado de concordancia
interna se realizé el Test estadistico de Kappa recomendados por Landis y Koch®.
Se tom6 una microfotografia por cada campo estudiado y se procesaron con el
software Micrometrics SE Premium. La informacion obtenida fue recopilada en una

planilla del programa Microsoft Office: Microsoft Excel 2007.

3.5 ANALISIS DE LA INFORMACION

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

Se utilizo la prueba de Mann Whitney-Wilcoxon para determinar si existe
asociacion entre las distintas variables categoéricas. Se compard frecuencia de
expresion de marcacion existente entre los grupos TOQQ y AS para células
marcadas con inmunohistoquimica en los campos observados.

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

intervalo de confianza del 95%.
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3.5 ASPECTOS ETICOS

Este trabajo forma parte del proyecto PRI_ODO 11.03 cuyo investigador
responsable es el Dr. Enrico Escobar que cuenta con aprobacion del Comité Etico
Cientifico y del Comité Institucional de Bioseguridad de la Facultad de Odontologia
de la Universidad de Chile, (Anexo 1).
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RESULTADOS

Del universo de 356 casos del registro de biopsias del Instituto de Referencia de
Patologia Oral (IREPO), que corresponde a diagndsticos histopatologicos de
Tumor Odontogénico Queratoquistico de tipo solitario y otro universo de 145
biopsias de Ameloblastomas, se seleccionaron 27 muestras (14 muestras de
TOQQ y 13 muestras de AS) segun criterios de inclusion y exclusion del estudio.
Estos casos provienen de los envios de biopsias para solicitud de informe
anatomopatologico con fines diagnosticos, los que son enviados principalmente
desde hospitales publicos y servicios de cirugia méxilofacial universitarios de la
Region Metropolitana de Santiago de Chile entre los afios 1998 y 2011.

A partir de los bloques de parafina correspondientes a estos casos, se obtuvieron
cortes  histopatolégicos los que fueron sometidos a técnicas de
imnunohistoquimica, descartandose aquellas lesiones que por desprendimiento
del epitelio no permitieron obtener 10 campos a 40X. Esto resultd en 10 muestras

de TOQQ y 10 de AS para el estudio inmunohistoquimico.

1. CARACTERIZACION DE LA MUESTRA
Caracteristicas demograficas.
La muestra quedd constituida por 6 mujeres y 4 hombres en el caso de AS, y 5

mujeres y 5 hombres en el caso de TOQQ. Ver tabla 1.

Tabla 1. Relacién hombre:mujres, promedio etario y relacién maxilar:mandibular para las
lesiones de AS y TOQQ

Relacion Promedio de edad Relacion
Lesion hombre:mujer afos maxilar:mandibular
AS 1,5:1 40,30 1:2,3
TOQQ 1:1 33,30 1:3

El rango de edad para AS va entre los 16 y 75 afios, encontrandose la mayoria de
los pacientes entre la 2da y 4ta década, con un promedio de 40,3 afios. En el caso
de TOQQ, se presento de 9 a 67 afos, distribuyéndose entre la leray 6ta

década, con un promedio de 33,3 afios. Ver grafico 1
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Grafico 1. Frecuencia de AS y TOQQ segun
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El AS se localizé principalmente en los siguientes sectores: sector premolar
mandibular con un 20%, zona maxilar molar con un 20% y en mas de una zona
con un 40%. La regién mas frecuente de localizacion en el caso de TOQQ, fue el
sector antero inferior con un 30% y mas de una zona con un 40%, que en la mayor
parte de los caso comprendi6é angulo y rama.Ver grafico 2.

Grafico 2. Localizacidon anatomica de AS y TOQQ
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Caracteristicas histopatoldgicas de AS, TOQQ y controles

Previo al estudio inmunohistoquimico se observd previamente las distintas
muestras en estudio mas sus respectivos controles positivo y negativo, con tincién
hematoxilina-eosina, Figura 1. En todas estas muestras se encontraban zonas sin
inflamacion o inflamacion muy escasa y ausencia de necrosis.

De las 10 lesiones de AS, 2 presentaron un patrén folicular (20%), 6 patron
plexiforme (60%) y 2 folicular-plexiforme (20%).
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2. RESULTADOS INMUNO HISTOQUIMICOS

2.1. CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DE LAS PROTEINAS ki-67, y p53
y bax en AMELOBLASTOMAS SOLIDOS.
Los 10 casos de AS presentaron marcacion positiva para los tres anticuerpos
en estudio en el epitelio odontogénico neoplasico. Las proteinas ki-67 y p53 se
detectaron a nivel nuclear, mientras que la proteina bax se observo en el
citoplasma de las células en estudio. En los AS se observo marcacion de Ki-67
predominantemente en las células periféricas, en tanto, las células que
semejan el reticulo estrellado presentaron menor marcacion. Figura 2. El
promedio de marcacién del total de células epiteliales evaluadas en 10 campos
por caso, fue de un 6,45% para ki-67, 6,08% para p53 y 58% para bax (Tabla
2).

Tabla 2. indice de marcacion de cada una de las lesiones de AS y promedios finales para
ki-67, p53 y bax.

Casos | ki-67 | p53

%
4.8 9,4 81,8
1,9 0,5 46,6
4,6 2,1 50,7
20,5 9,4 62,5
2,7 3,7 72,3
3,8 8,2 61,4
9,1 3,9 78,7

7,5 19 64,4
6,9 0,1 50,3
2,3 4 13,2

6,45 6,08 58
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2.2 CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DE LAS PROTEINAS ki-67, y 53 'y
bax EN TUMORES ODONTOGENICOS QUERATOQUISTICOS
SOLITARIOS.

Los 10 casos de TOQQ presentaron marcacion positiva para todos los
anticuerpos en el epitelio odontogénico en los distintos campos evaluados. De
estos anticuerpos, Ki-67 y p53 presentaron distribucion nuclear y bax
localizacion citoplasmatica. En TOQQ la proteina Ki-67 fue observada
principalmente en estratos suprabasales del epitelio. Figura 3. EIl promedio de
células epiteliales positivas fue de un 13,98% para ki-67, 7% para p53 y
64,65% para bax, Tabla 3.

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

para ki-67, p53 y bax.

Casos k|67 p53 Bax
TOQQ %
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3. 1. COMPARACION DE LA EXPRESION DE LAS PROTEINAS KI-67, P53 Y
BAX EN EL EPITELIO DE AS Y TOQQ.

I.  Comparacion de la expresion de ki-67 entre AS y TOQQ
Al aplicar el test de Mann- Whitney (Wilcoxon) se obtiene que para el caso de ki-
67, la expresion de los anticuerpos mostrd diferencias significativas entre las
lesiones de AS y TOQQ, siendo mayor para esta ultima, con un 13,98%. Ver
grafico 3y figura 4.

Two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test

LESION OBS | SUMA DE RANGOS | ESPERADA
AS 10 70 105
TOQQ 10 140 105
COMBINADAS 20 210 210

Prob > |z| = 0.0080

(Se rechaza Ho)

. Comparacioén de la expresion de p53 entre AS y TOQQ
Al comparar la expresion inmunohistoquimica de la proteina p53 en AS y TOQQ
se observd que no existen diferencias estadisticamente significativas entre estas

lesiones. Ver gréfico 3y figura 5.

Two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test

LESION 0BS SUMA DE RANGOS | ESPERADA
AS 10 108 105
TOQQ 10 102 105
COMBINADAS 20 210 210

Prob > |z| = 0.8191
(No se rechaza Ho)

.  Comparacion de la expresion de bax entre AS y TOQQ.
Al comparar la expresion inmunohistoquimica de la proteina bax en AS y TOQQ
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre estas lesiones.

Ver grafico 3 y figura 6.
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Two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test

LESION OBS | SUMA DE RANGOS | ESPERADA
AS 10 94,5 105
TOQQ 10 115,5 105
COMBINADAS | 20 210 210

Prob > |z| = 0.4270

(No se rechaza Ho)

Grafico 3. Comparacion de la expresion de la
proteinas ki-67, p53 y bax en AS y TOQQ
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DISCUSION

El presente estudio se realiz6 con el objetivo principal de comparar el indice de
marcacion de ki-67, p53 y bax en el epitelio de Ameloblastomas Sélidos y
Tumores Odontogénicos Queratoquisticos solitarios registrados en el Instituto de
Referencia de Patologia Oral (IREPO) entre los afios 2000-2011.

En los casos analizados en relacion a la distribucién por sexo, el AS se presento
con una relacion hombre:mujer de 1,5:1 y en el caso del TOQQ una proporcion
1:1. Esta relacién es similar a la encontrada por autores como Ebenezer et al.Z,
Varkhede et al.'®, Osterne et al.**. Quienes describen relaciones de 1:1 en AS y
1,6:1 en TOQQ; 1,3:1 en ABy 2:1 en TOQQ; 1,28:1 en AB y 1,56:1 en TOQQ,

respectivamente.

El rango etario del AS, comprendiéo entre los 16 y 75 afios, encontrandose la
mayoria de los pacientes entre la 2% y 4" década de vida, con un promedio etario
de 40 afios. El rango de edad para TOQQ se presentd entre los 9 y 67 afios, con
una amplia distribucién que va desde la 1™ a la 6™ década, con un promedio de 33
afos. Servato el al., describié un rango etario mayor que va desde 11 a 83 afos
para AS y desde 10 a 87 afios para TOQQ, sin embargo, los promedios etarios
son muy similares siendo de 36 y 34 afios respectivamente, observandose con
mayor frecuencia en la 2% década de vida en AS y TOQQ™. Siriwardena et al.,
obtuvo similares resultados, determinando un promedio etario para AS de 34,2 y

para TOQQ de 31,3; siendo de mayor prevalencia la 3era para ambas lesiones™.

En relacién a la localizacion anatémica, el AS se distribuyd principalmente en
maxilar y mandibula en una relacion 1:2,3 y el TOQQ en una relacién de 1:3. Para
el resultandos son distintos a los obtenidos por Osterne et al., que obtuvo una
relacion de 1:10,7 y 1:3,6 respectivamente’, aunque este autor considerd las
variantes de Ameloblastoma por separado, a diferencia de Siriwardena et al.,

quien obtuvo una relacién mandibular:maxilar de 12,9: para el AS y 2,9:1 para el
TOQQ™.

En este estudio la proliferaciéon celular epitelial para AS y TOQQ fue evaluado por
medio de la deteccidbn Inmunohistoquimica de ki-67, el cual es uno de los
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marcadores de proliferacion mas ampliamente usados y confiable, siendo
considerado en la actualidad uno de los mejores marcadores especificos para

proliferacién celular®®°.

Sin embargo, otros estudios han usado diferentes
marcadores para evaluar indice de proliferacion celular como PCNA e IPO-38 en
QO y AS®. Cuando el TOQQ se consideraba un Quiste Odontogénico del
Desarrollo (Queratoquiste Odontogénico Paraquetinizado), varios autores habian
descrito y comparado la expresion para ki-67 entre esta lesion y otros quistes y
tumores odontogénicos****. Segtn la denominacién de TOQQ la expresién de ki-
67 ha sido estudiada por Amaral et al (2012), Soluk et al(2012), Mendes (2011),
Gadbail et al(2011), Nadalin et al (2011), en tanto , la expresion de ki-67 en
Ameloblastomas Sélidos ha sido estudiada por: Soluk et al(2012), Amaral et al
(2012), Florescu et al (2012), Gadbail (2011), Bologna-Molina (2008), Migaldi
(2008) y Meer et al (2003). Sin embargo, la expresion conjunta de la proteina Ki-

67 para TOQQ y AS ha sido poco estudiada®°*°%°%:56:5,

En el presente trabajo, en el caso del TOQQ, el indice de marcacion de ki-67 fue
significativamente alto en comparacion a AS, siendo de un 13,98% y 6,45%
respectivamente. Este mayor indice de proliferacion del TOQQ respecto al AS
también es descrito por Amaral et al., en un estudio realizado con 11 muestras de
Ameloblastomas Soélidos y 11 muestras de TOQQ recolectadas en dos Servicios
de Patologia Oral (Pontificia Universidad Catdlica de Minas Gerais y la
Universidad Federal de Minas Gerais), con indices de marcacion en TOQQ
respecto al AS de 9.8 y 3,4 respectivamente. Ademas, determinaron que la
expresion de ki-67 fue mayor en las células epiteliales periféricas que en las
centrales en los AS con un indice de proliferacion de 3,8 y 3,0 respectivamente.
Soluk et al., en un estudio con 20 muestras de AS y 20 muestras de TOQQ,
realizado en la Universidad de Estambul, también describe un mayor indice de
proliferacion para ki-67 del TOQQ respecto al AS, en el cual se observé una mayor

expresion de ki-67 en los estratos epiteliales suprabasales del TOQQ°.

Sin embargo, los resultados de este estudio difieren de los de Gabdail et et al.,
cuyo trabajo realizado en el Instituto de Ciencias Médicas de la Universidad,
Sawangi (India) incluyé 14 muestras de AS y 32 de TOQQ, obteniendo como
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resultados un indice de marcacién de ki-67 mayor en AS que en TOQQ, siendo de
14,75% y 12,92% respectivamente®,

Mendes et al. con 20 muestras de TOQQ, 2 de estos asociados al Sindrome Nevo
Baso Celular, obtenidas de la Universidad Central Medica de Amsterdam, evaluo
y compard la expresion inmunohistoquimica conjunta de ki-67, p53 y cox-2
describiendo marcacion positiva para proliferacion en 18 casos (80%). Asimismo,
Nadalin et al, en Brazil (Universidad de Ribeirao Preto) describio
inmunopositividad similar para ki-67 en 16 muestras (94,1%) de un total de 17,
especialmente en los estratos suprabasales del epitelio del TOQQ, esto ultimo, es

similar a la expresion principalmente suprabasal en este estudio®.

Florescu et al, el afio 2012 en Rumania, demostrd inmunopositividad para ki-67 en
14 muestras (82,3%) de AS de un total de 17, asimismo, no encontré diferencias
estadisticamente significativas, entre las células periféricas y centrales en los AS.
Bologna-Molina et al. sefiala un promedio de indice de proliferacion para ki-67 de
12,8% en 45 muestras de AS de los registros del Laboratorio de Patologia Oral de
la Universidad Autonoma de Xochimilco. En dicho estudio, se observo un mayor
indice de proliferacion entre los AS foliculares. Asimismo, se estudio el indice de
proliferacion para 120 ameloblastomas (se consideraron 45 muestras de AS 'y 75
muestras de AU) segun recurrencia (10 casos) o no de la lesion (110 casos), con
indices de proliferacién de 17,2% y 14,2% respectivamente®®. En nuestro estudio,
no se analizo la variables recurrencia o no recurrencia para AS y TOQQ debido a
gue no existe un seguimiento clinico prospectivo de todas la lesiones

consideradas en este estudio.

En el caso de p53, en nuestro estudio AS y TOQQ no mostraron diferencias
estadisticamente significativas en el indice de marcacion, presentando un 7% y
6,08%, observandose una expresion mas notoria en las células periféricas de los
AS y suprabasal del epitelio del TOQQ. La expresion de la proteina p53 puede
sugerir un comportamiento local invasivo y hablar del rol en la patogénesis y
desarrollo de estas 2 lesiones influyendo en la terapéutica con que deben ser
abordadas y aunque la expresion de p53 no necesariamente implica una

asociacién con neoplasias malignas puede implicar un comportamiento mas
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agresivo en lesiones benignas®®. Siendo la sobreexpresién de p53 un factor que

promueve la proliferacién celular en lesiones odontogénicas®®.

Gabdail et al, sefiala que la mutacién del gen p53 en Ameloblastomas puede ser
esporadica y acumulativa. Este autor ha reportado que la sobreexpresion de la
proteina p53 en Amelobastomas tiene efectos en la actividad celular proliferativa y
puede ser utilizada como un importante marcador de prondstico celular. En un
estudio de este mismo autor, del 2012, para el caso de p53 se observaron
diferencias significativas en la expresion en AS (14 muestras) y TOQQ (32
muestras), presentando un indice de marcacion de 22,06% y 13,56%,
respectivamente, siguiendo el mismo patrén de mayor marcacion para el AS,
como en el caso de ki-67. Esta marcacion positiva de p53 fue mas notoria en los
estratos suprabasales del TOQQ vy en los AS, en las células periféricas en
comparacion a las suprabasales (semejantes a reticulo estrellado). EI 100% de
las muestras para AS fueron positivas para la proteina p53°, resultados similares
a los encontrados por Barboza et al, con 16 casos de AS positivos para p53 con
un 100% (16 muestras), presentando una mayor expresion los AS plexiformes.
Estos resultados son distintos a los descritos por Florescu et al, en el cual se
sefiala una inmunopositividad para la proteina p53 en 9 (52,9%) de 17 muestras
de Ameloblastoma y para ki-67, observo positividad en 14 (82,3%) muestras de
las 17.

Kumamoto et al. encontré inmunopositividad para p53 en 13 muestras de un total
de 29 Ameloblastomas y en un 100% de las muestras para Ameloblastomas
malignos, sugiriendo que la expresion de p53 se asocia con la oncogénesis del
epitelio odontogénico, en tanto, la reactividad para p53 fue significativamente alta
en los AS plexiforme que en los foliculares, por lo que el tipo morfolégico de AS

podria determinar una expresion distintiva para p53°2.

Mendes et al, estudi6 pacientes que fueron tratados en el Centro Médico
Universitario (Vumc) en Amsterdam, tomando 20 biopsias de TOQQ las que
fueron sometidas a inmunohistoquimica para p53, 5 lesiones resultaron ser

negativas, 9 presentaron marcacion de mediana intensida, y 6 presentaron una
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marcacion de alta intensidad, obteniendo un 25%, 45% y 30% respectivamente,

siendo el indice de marcacion total de un 75%>°.

Kichi et al.,, tom6 20 muestras de Queratoquiste Odontogénico considerando la
antigua clasificacion OMS de la lesion, del Departamento de Patologia,
Universidad Dental de Tokio, y las sometio a inmunohistoquimica obteniéndose un
indice de marcacion de la capa superficial de 3,6% + 1,8, y de la capa intermedia
de 36,4% + 2,1, lo que conlleva a un total de expresiéon de 60,9% * 1,9.
Determinaron que la mayoria de las células que fueron positivas para p53, se
ubicaron en la capa intermedia, sin embargo, las células inmunoreactivas para p53

fueron detectadas también en las basales y superficiales™.

La expresién de p53 y su relacion con la capacidad de proliferacion en TOQQ es

controversial segtin algunos autores®.

Segun Gabdail et al.,, la sobreexpresion de la proteina p53 en TOQQ
probablemente no es sélo debido a la mutacion del gen p53, pero se cree que esta
asociado con el exceso de produccion y/o estabilizacion de su forma normal para

esta proteina®®.

Considerando que la proteina p53 es un producto de gen p53 supresor de
tumores, que actla en G1, para permitir la reparacién del dafio en el ADN y para
evitar que la célula entra en la fase S del ciclo celular, o, alternativamente, para
guiar a las células dafiadas a la apoptosis, muchos estudios han demostrado
hasta ahora que la proteina es detectable en un rango medio en lesiones
malignas, pero no en células normales. p53 mutado permite una larga vida media
de la proteina y su acumulacion, mostrando una fuerte reaccién
inmunohistoquimica en el tejido. Por lo tanto, no se puede excluir que p53 mutante

esté involucrada en las altas relaciones positivas en el epitelio de los TOQQ.

La evaluacion de p53 podria ser usado para una mejor comprension del proceso
de transformacion neoplasica de lesiones benignas localmente agresivas como el

AS y el TOQQ y ser usado en la evaluacion prondstica y terapéutica.

Existen pocos estudios en la literatura que describan simultaneamente la

expresion de ki-67 y p53 en Ameloblastomas Sélidos y TOQQ®®, sin embargo no
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existen estudios que describan la expresion de Ki-67, p53 y bax en forma

conjunta.

Bax, es considerado un antagonista pro-apoptotico de bcl-2. En este estudio se
expresé de manera importante en ambas lesiones, presentandose en un 58% en
AS y un 65% en TOQQ, aunque no existieron diferencias estadisticamente

significativas en la expresién de ambas lesiones.

Soluk et al., en en el mismo estudio mencionado anteriormente compard la
expresion de bax en AS y TOQQ, obteniendo promedios similares en ambas
lesiones de un 40% aproximadamente, la Unica variacion observada fue en la
desviacion estandar con respecto al promedio de ambas lesiones, siendo mucho
mas alta en TOQQ que en AS. Estos resultados muestran un menor indice de

marcacién que en nuestro estudio®?.

Sandra et al., seleccioné bloques de Ameloblastomas de 32 pacientes, que habian
sido operados en el hospital de la Universidad de Kyushu, Japén. De los cuales 24
eran AS, 9 foliculres, 9 plexiformes, 3 de células basales, y 3 acantomatosos.
Obteniendo un indice de marcacion de un 31,25% * 6,15 en la capa celular
externa, y un 39.32% =+ 8,14 en la capa celular interna. La relacion de bcl-2 a bax
determina la supervivencia o la muerte después de un estimulo apoptético. En
este estudio, la proporcion de bcl-2/bax fue significativamente mayor para células
de la capa exterior que para células de la capa interna, indicando que la células
periféricas tiene caracteristicas de inhibicion apoptotica, mientras que las de la

interna entran en apoptosis®.

En resumen, los resultados del presente estudio indican que tanto el AS como el
TOQQ tienen un importante potencial inhibidor de la apoptosis teniendo en cuenta
la expresion de las distintas proteinas estudiadas. Lo que sugiere, que podrian
tener una actividad de supervivencia alta. Esto explicaria porque presentan una

alta recurrencia y un comportamiento clinico- patologico relativamente agresivo.
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CONCLUSIONES

El indice de expresidon inmunohistoquimica para el marcador de

proliferacion celular ki-67, fue mas alto para TOQQ que para AS.

No se encontré diferencias en el indice expresion inmunohistoquimica para

p53y tampoco para la proteina pro-apoptética bax entre AS y TOQQ.

La imnunopositividad para ki-67, p53 y bax fue detectada para todos los
casos de ASy TOQQ.
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Figura 1. Ameloblastoma Sélido, Tumor Odontogénico Queratoquistico y
controles.

Figura 1. Tinciobn Hematoxilia-Eosina. Columna izquierda, aumento de 10x. Columna derecha,
40x. Figuras 1A y 1B: AS. Figuras 1C y 1D: TOQQ. Figuras: 1E y 1F: Carcinoma de células
escamosas. Figuras 1G y 1H: Amigdala.
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Figura 2. Expresion de la proteinas ki-67, p53 y bax en Ameloblastomas
Solidos

Figura 2. Inmunohistoquimica de AS. Columna izquierda, aumento de 10x. Columna derecha,
40x. Figuras 2A y 2B: marcacién de ki67. Figuras 2C y 2D: marcacion de p53. Figuras: 2E y 2F:
marcacion de bax.
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Figura 3. Expresion de la proteinas ki-67, p53 y bax en Tumor Odontogénico
Queratoquistico

Figura 2. Inmunohistoquimica de TOQQ. Columna izquierda, aumento de 10x. Columna
derecha, 40x. Figuras 3A y 2B. marcacion de ki67. Figuras 3C y 23: marcacion de p53. Figuras:
3E y 3F: marcacion de bax.
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Figura 4. Expresion de la proteina ki-67, en Ameloblastoma Sélido, Tumor
Odontogénico Queratoquistico y controles.

Figura 4. Inmunohistoquimica para ki-67. Columna izquierda, aumento de 10x. Columna central: 40x
Columna derecha, 100x. Figuras 4A, 4B y4AC: AS . Figuras 4D, 4E y 4F: TOQQ. Figuras: 4G, 4H vy 4l:
CEC control positivo. Figuras: 4J, 4Ky 4L: CEC control negativo. 38



Figura 5. Expresion de la proteina p53 en Ameloblastoma Soélido, Tumor
Odontogénico Queratoquistico y controles

Figura 5. Inmunohistoquimica para p53. Columna izquierda, aumento de 10x. Columna central: 40x
Columna derecha, 100x. Figuras 5A, 5B y 5C: AS . Figuras 5D, 5E y 5F: TOQQ. Figuras: 5G, 5H y 5I:
CEC control positivo. Figuras: 5J, 5K y 5L: CEC control negativo. 39



Figura 6. Expresion de la proteina bax en Ameloblastoma Soélido, Tumor
Odontogénico Queratoquistico y controles

Figura 6. Inmunohistoquimica para bax. Columna izquierda, aumento de 10x. Columna central: 40x
Columna derecha, 100x. Figuras 6A, 6B y 6C: AS . Figuras 6D, 6E y 6F: TOQQ. Figuras: 6G, 6H y 6l:
Amigdala control positivo. Figuras: 6J, 6K y 6L: Amigdala control negativo. 40
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