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1. INTRODUCCION

Las neoplasias se definen como: una masa anormal de tejido, con crecimiento que
sobrepasa al de los tejidos normales. El estudio de las neoplasias es de suma
importancia ya que anualmente mas de un millon de personas descubren cada
afo que padecen alguna de ellas, afortunadamente muchas de estas pueden ser
tratadas satisfactoriamente (Mitchell, 2007).

Al utilizar el término “neoplasia” se debe tener en cuenta que se hace referencia
tanto a neoplasias benignas como malignas, en cambio, el término “cancer” (del
latin cangrejo), es sindbnimo de neoplasia maligna, porque el tumor se adhiere a
todo tipo de células y tejidos y ocasiona su dafio (Mitchell, 2007).

Las neoplasias se clasifican segun el comportamiento clinico-biol6gico que posee
en:

e Benignas: Neoplasia bien delimitada, que permanecen localizadas sin
diseminarse

e Malignas: Neoplasia que tiende a invadir, infiltrar o destruir tejidos
adyacentes y puede diseminarse a sitios distantes (metastatizar).

TABLA 1 Comparacion entre neoplasia benigna y maligna
Caracteristicas Benignos Malignos
Diferenciacion Bien diferenciados, la Cierta falta de diferenciacion,

estructura puede ser tipica del estructura a menudo tipica.
tejido de origen.

Velocidad de crecimiento Generalmente lenta y Erratica, puede ser lenta 'y
progresiva, pueden detenerse luego rapida.
0 regresar.

Invasion local Generalmente expansivas Invasion local, infiltracion de
bien delimitadas que no tejido normal vecino.
invaden ni infiltran los tejidos
vecinos.

Metastasis Ausentes. Frecuentes.




Tanto las neoplasias benignas como malignas presentan dos componentes
bésicos:

« Parénquima: Tejido constituido por células neoplasicas proliferante

- Estroma: Tejido conectivo y vasos sanguineos que les proporciona un
armazon estructural y una adecuada irrigacion al parénquima neoplasico
(Mitchell, 2007).

Entre las diversas neoplasias que pueden desarrollase en los mamiferos, existen
las que se desarrollan en la cavidad oral y derivan de las células que forman a los
organos dentarios, a este tipo de neoplasias se les denomina tumores
odontogénicos.

1.1. Tumores odontogénicos

Los tumores odontogénicos comprenden un grupo complejo de lesiones de
diversos tipos histopatolégicos y comportamientos clinicos; que se sugiere se
derivan de los elementos epiteliales, mesénquimales, ectomesénquimales o sus
remanentes, que todavia estan o han sido parte de la formacion del germen
dentario, término que se indica a la agregacion de células en diferenciacion para
constituir el futuro 6érgano dentario (Banes, 2005) (Henry Lores, 2009).

Los tumores odontogénicos representan el 5% u 8% de las lesiones de la cavidad
oral; siendo el 95% neoplasias benignas y solo el 5% son malignas (Henry Lores,
2009).

1.2. Frecuencia de tumores odontogénicos en México

Los informes sobre la frecuencia de los tumores odontogénicos son escasos y los
criterios en diagnéstico utilizados en los informes no son homogéneos. En México
se han realizado solo dos investigaciones, una por Mosqueda Taylor y la otra por
Gaitan Cepeda (Mosqueda-Taylor, 1997) (Gaitan-Cepeda, 2010)

Por un lado Mosqueda Taylor y colaboradores, en 1997, encontraron que de 349
casos, el 98.8% fueron de tumores benignos y el 1.2% de malignos. Su
distribucién fue de la siguiente forma: odontoma (34.6%), ameloblastoma (23.7%),
mixoma (17.7%), tumor odontogénico adenomatoide (7.1%), y el quiste
odontogénico calcificante (6.8%) (Mosqueda-Taylor, 1997) (Soto, 2010).




Por otro lado, Gaitdn Cepeda et al, en 2010, analizaron 136 tumores
odontogénicos, siendo el mas frecuente el tumor odontogénico queratoquistico
(38.9%), seguido del odontoma (30.8%) y el ameloblastoma (18.3%). En este
estudio podemos observar un cambio radical a partir de la Clasificaciéon de 2005
cuando el tumor odontogénico queratoquistico se incluyé en los tumores
odontogénicos (Gaitan-Cepeda, 2010).

1.3. Antecedentes y clasificacidén de los tumores odontogénicos

El primer intento de clasificar a los quistes y tumores odontogénicos fue por Broca
en 1868 y no fue, sino hasta la década de 1960, cuando un grupo de expertos de
diferentes paises patrocinados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
elaboraron una clasificacion que incluyo los criterios clinico-patologicos
necesarios para el diagnéstico de estas entidades. Estos esfuerzos permitieron
que en 1971 se publicara la primera clasificacion de los tumores odontogénicos,
quistes de los maxilares y lesiones afines por Jens J. Pindborg, Ivor R.H. y
Kramer. La segunda edicién fue hecha en 1992 por Kramer y colaboradores
(Imran, 2016).

Posteriormente, en el afio 2000, la Agencia Internacional de Investigacion sobre el
Cancer (IARC), realiz6 una nueva serie de libros: “WHO Classification of
Tumours”. Los cuales abarcaron criterios histopatoldgicos y genéticos. Después,
en Julio del afio 2005 se publico el volumen de tumores de cabeza y cuello en el
que se incluyé la clasificacion de los tumores odontogénicos (Banes, 2005)
(Philipsen, 2006).

Finalmente, la ultima propuesta de clasificacion hecha por John M. Wright vy
colaboradores en 2014, esta por publicarse en el presente afio, donde se hace
hincapié en que las clasificaciones deben ser simples, reproducibles y que tenga
utilidad clinica (Wright, 2014).

Esta nueva clasificacion sugiere dividir a los tumores odontogénicos en benignos y
malignos, en dicha clasificacion los benignos se subdividen en epiteliales,
mesénquimales y mixtos (Tabla 2).







TABLA 2 Nueva propuesta de clasificacion de Tumores

Odontogénicos Benignos

Epiteliales

e Ameloblastoma
Ameloblastoma de tipo uniquistico
Tumor odontogénico escamoso
Tumor odontogénico epitelial calcificante
Tumor odontogénico adenomatoide

Mixtos (epitelial y mesénquimal)
e Fibroma ameloblastico
e Odontoma y odontoma del desarrollo

Mesénquimales (con poco o sin epitelio)
Fibroma odontogénico

Tumor odontogénico de células granulares
Mixoma odontogénico o mixofibroma
Cementoblastoma

Fibroma cemento-osificante

Tumor odontogénico periférico

Dado que este estudio esta enfocado a los tumores derivados de células
formadoras de los 6rganos dentarios, a continuacion se presenta una revision del
proceso de odontogénesis.

1.4. Odontogénesis

Durante el desarrollo embrionario, las estructuras de la cabeza y el cuello se
derivan de la porcion cefdlica del tubo neural, lo que da lugar a los arcos
branquiales. Cada arco consta de 3 capas: ectodermo, mesodermo y endodermo.
Al llegar la 4° semana de vida intrauterina, se presenta una migracion de células
de la cresta neural hacia el estomodeo, a estas células se les llaman
ectomesénquimales (Brand, 2013).

El desarrollo del diente, desde su inicio, crecimiento, morfogénesis e
histodiferenciacion, implica una serie de sefiales reciprocas de induccion entre el
epitelio de la cavidad oral y el mesénquima adyacente. La comunicacion celular
es a través de moléculas de sefializacion, aproximadamente 300 genes que se
transcriben y la secrecion de aproximadamente 100 factores de crecimiento y
factores de transcripcion que regulan el desarrollo del diente (Koussoulakou,
2009).




El primer signo de formacion de un diente se da aproximadamente en la 6°
semana de vida intrauterina; el ectodermo oral prolifera en una banda gruesa de
epitelio llamada banda epitelial primaria. La sefial inicial en el desarrollo la realiza
el epitelio oral, de origen ectodérmico que induce que las células
mesénquimatosas de la cresta neural que a su vez respondan al epitelio
(Zohrabian, 2015).

Este proceso se divide en diferentes etapas, en primer lugar las células del epitelio
oral expresan y secretan el factor de transcripcion PITX-2 asi como moléculas de
sefializacion tales como son; BMP, FGF, Shh, Wnt y TNF. Las moléculas de
sefializacion, secretadas por el epitelio, activan la expresion de algunos genes de
las células mesénquimatosas de la cresta neural, como son LHX-6, LHX-7, BARX-
1, MSX, MSX-2, DIX-2, PAX-9, GLI-1, GLI-2 y GLI-3. Las moléculas de
sefializacion secretadas por células mesénquimatosas activan a las células del
epitelio oral para que proliferen y asi forman la [amina dental (Zohrabian, 2015)
(Thesleff, 2002) (Jheon, 2013)

Proceso maxilar

# Estomodeo

Lamina dental

Proceso mandibular

Desarrollo de la lengua

Figura 1. Estadio de iniciacién, etapa donde el ectodermo oral prolifera una
banda gruesa de epitelio llamada banda epitelial primaria (Nanci, 2007).

Lamina
Dental

Lamina
Vestibular




Figura 2. Inicié del desarrollo dentario, lugar en el tejido donde se forma la
lamina dental y lamina vestibular (Nanci, 2007).

Este proceso ocurre llegada la 8° semana de vida intrauterina y es llamada asi por
la proliferacion o crecimiento de la ldmina dental que penetra en el mesénquima.
Cada uno de estos brotes de la lamina dental, junto con el mesénquima que la
rodea, desarrollaran un germen dentario y su tejido de soporte asociado
(Zohrabian, 2015) (Gaitan-Cepeda, 2010) (Brand, 2013) (Avery, 2007).

Brote o yema

Figura 3. Estadio de brote o yema. Muestra la invaginacién de células de la
lamina dental en el mesénquima oral asi como su engrosamiento, en el cuadro
rojo se muestra la formacion de brote o yema (Nanci, 2007).

Estadio de casquete

Alrededor de la 9° semana de vida intrauterina, la expresion de los genes RUNX-2
y FGF-3 inducen que el brote dental se invagine y adquiera un aspecto de
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casquete. Su concavidad central da lugar al érgano del esmalte y debajo de esta
estructura las células mesénquimatosas proliferan y se condensan para formar la
papila dental, que dara origen al complejo dentinopulpar. A su vez, las células
mesénquimatosas que rodean la papila dental y al 6rgano del esmalte componen
el saco dental conjunto el germen dentario (Gémez de Ferraris, 2009) (Zohrabian,
2015).

Organo del

esmalte
Papila Dental

Figura 4. Estadio de casquete, en la cavidad de la cara profunda se observa lo
gue sera el germen denatario adquiriendo un aspecto de casquete (Nanci, 2008).

En esta etapa las células de la papila dental expresa las vias de sefializacion de
BMP, FGF y Wnt e inducen al organo del esmalte a formar un nodo que regulara
la morfologia y crecimiento del esmalte y cuyas células expresan la proteina p21,
esta proteina esta asociada con la salida del ciclo celular e inducen la expresion
de las vias FGF, BMP, Wnt y Shh, que a su vez inducen el desarrollo del organo
del esmalte asi como induce a la papila dental para que sus células formen
esmalte y dentina (Avery, 2007).

Estadio de campana

11
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Este proceso ocurre en la 14° semana de vida intrauterina, la invaginacion del
epitelio dental interno aumenta adquiriendo un aspecto tipico de campana.

En esta etapa el germen dentario ya esta formado por:

e EIl 6rgano del esmalte, constituido por un epitelio externo, epitelio interno y
entre ambos epitelios se localiza el reticulo estrellado, formado por células
con prolongaciones celulares que unen las células unas con otras.

e La papila dental, formada por un mesénquima condensado, esta situado en
la concavidad del érgano del esmalte.

e EIl saco dental, constituido por un mesénquima que rodea al érgano del
esmalte y a la papila dental.

En esta etapa, en la lamina dental que une al 6rgano del esmalte con epitelio de la
cavidad oral comienza a formarse el brote del diente permanente. Posteriormente,
lamina dental desaparece y el diente permanente continla su desarrollo. También
en esta etapa se produce la morfogénesis de la corona por la induccién del epitelio
del 6rgano del esmalte a la papila dental (Zohrabian, 2015).

Germen de diente
permanente

Reticulo estrellado

Epitelio Interno

Epitelio Externo
Papila dental

Figura 5. Estadio de Campana, se acentua la invaginacion del epitelio dental
interno adquiriendo un aspecto tipico de campana, en este estadio hay una
similitud con la histologia del ameloblastoma uniquistico (Nanci A. , 2007)
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Al avanzar esta etapa, comienza la histodiferenciacion del diente. El epitelio
interno se diferencia en ameloblastos, que induce a las células de la superficie de
la papila dental a que se diferencien en odontoblastos. Los odontoblastos secretan
predentina hacia los ameloblastos y cuando la dentina se calcifica se convierte en
dentina y cuando se forma la dentina, el centro de la papila dental se diferencia en
la pulpa dental, otras células en saco dental y otras cemento y ligamento
periodontal (Avery, 2007)

i s > P Diferenciacion
Iniciacion MMorfogénesis e — b K N L
Mineralizacién
placode — Brote — Casquete —p Campana temprana ——» Campana tardia
e _}iﬁ”‘rﬁdu
Msk1;Msx2-/- Msx1-/-
Dix1;Dix2-/~ Pax9-/-
GliZ:Gli3-/~ LefT-/-
Lhx6;Lhx7-/- Activin BA-/-
Pitx2-/- Runx2-/-
Barx1-/-
PITX2" MSXT>
PAX9*
AXINZ*
Fitxi - BMP Piri  BMP pirei - BMP pivt  BMP arneloblastas
pite?. NEBE Fiz2 UEGE P2 JEGE ot L esmalte
Msx2 Al M Msx2 o
i SHH | — ey OHH | — ey SHH —_— ion oEHY - —
myr  WINT mtwr  WNT mmrr  WNT vy WNT
Edar MK Edor MK Edar MK Edar MK - P
diferenciacidé
v t t ¢ ) o
nimeralizacién
Pax9, Bare!, ~ BMP BMP
Msel, Mse2, | FGF FGF
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L6, Lo, UNE dentina
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odontoblastas

Figura 6. Genes de expresion d urante | a o dontogénesis, el inicio de este
proceso esta mediado por el factor de transcripcion PITX-2 (Mitsiadis, 2011).

Estadio de aposicion o terminal

En la 18° semana de vida intrauterina comienza la aposicién, en esta etapa las
futuras cuspides empiezan la formacién del esmalte sobre la capa de la dentina.
Los ameloblastos inducidos por los odontoblastos, comienzan a secretar el
esmalte. El crecimiento aposicional del esmalte y la dentina es debido al depdsito
de matriz organica y su posterior mineralizacion (K. Avery, 2007).

Odontoblastos
secretores
Hueso




Dentina

Pulpa

A

Figura 7. Estadio de aposicion o terminal, la formacién de la raiz y elementos
de soporte de los 6rganos dentarios se da en este estadio.

Concluido este proceso, permanecen latentes, indefinidamente, células epiteliales
y mesenquiméticas de manera residual en los maxilares que pueden llegar a
generar quistes y tumores odontogénicos (Goémez de Ferraris, 2009).

N
27 Restos de la

Restos de | = & "# ' [amina dental
estos de la ral . 24
Malassez {. EI"-_(V ‘!;"ﬁ, A
f 12* 5’1 5 e (
R :*f."‘ = "_,‘If b
? D\ b TYai
‘qw‘ ’..ﬂ'r h‘:‘- EE 5'4,’. i
k "#A [ '\ _,:_::f‘“ v P

Figura 8. P osibles o rigenes epiteliales d el ameloblastoma, las flechas
muestran los restos de la odontogénesis, sitio en donde se alojan células que
pueden formar tumores o quistes odontogénicos (Sapp, 2004).
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Dentro de los tumores odontogénicos benignos epiteliales se encuentra el
ameloblastoma, que es el segundo tumor odontogénico mas frecuente en México
y sera materia del presente estudio.

1.5. Ameloblastoma

El ameloblastoma es un tumor epitelial benigno de la cavidad oral, su término se
deriva de la palabra Inglés "Amel", que significa esmalte y la palabra griega
"blastos”, que significa germen (Masthan, 2015).

El ameloblastoma fue descrito por primera vez por Cusack en 1827 y en 1868
Broca present6 el primer caso en la literatura cientifica; desde su inicio, desperto
una gran controversia sobre su origen y sinonimia. Falkson en 1879 realizé la
primera descripcion histolégica completa. En un principio se llamoé
“adamantinoma”, término acufiado por Malassez en 1885 y modificado por
Churchil en 1934, con el nombre que hasta hoy se le conoce (Diaz Diaz, 2014).

La Organizacion Mundial de la Salud define al ameloblastoma, como un tumor
benigno pero localmente agresivo con una alta tendencia a la recurrencia el cual
consiste en la proliferacién de epitelio odontogénico con estroma fibroso (Banes,
2005) (Soto, 2010).

Hay varias teorias de su origen entre las que se encuentran las siguientes: que
provienen de las células del epitelio de la lamina dental, las células del epitelio
reducido del esmalte y las células del epitelio o sus remanentes de los quistes
odontogénicos.

Alrededor del 80% de los ameloblastomas, se encuentran en la mandibula siendo
la region posterior la mas afectada y el otro 20% restante se encuentra en el
maxilar (Imran, 2016) (Ledesma-Montes, 2007).

El ameloblastoma se clasifica, segun la OMS en:

« Solido / multiquistico

« Extradseo / periférico

« Ameloblastoma desmoplasico
« Uniquistico

15
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1.6. Ameloblastoma uniquistico

El ameloblastoma uniquistico (AU) representa una variante del ameloblastoma, y
se refiere a aquellas lesiones quisticas que muestran las caracteristicas clinicas y
radiolégicas de un quiste odontogénico, pero histolégicamente presentan epitelio
de revestimiento de tipo amelobléstico (Neville, 2015).

Este tumor fue descrito por primera vez por Robinson y Martinez en 1997, de ahi
gue esta lesién fuera separada como una entidad distinta por ofrecer cuadros
histogéneticos particulares (Avery, 2007).

Tedricamente, pueden surgir de los restos de lamina dental, del 6rgano de
esmalte en desarrollo, del revestimiento epitelial de un quiste odontogénico o de
las células basales de la mucosa oral (Neville, 2015).

Caracteristicas Clinicas

Los ameloblastomas uniquistico representan del 10% al 46% de todos los
ameloblastomas intradseos; se observa con mayor frecuencia en pacientes
jovenes de entre 16 y 35 afios de edad, siendo la edad media de 23 afos;
aproximadamente el 50% de estos son diagnosticados en la segunda década de
vida (Neville, 2015).

Este tipo de lesiones suelen ser asintomaticas, sin embargo, en etapas avanzadas
puede presentar aumento de volumen y ocasionar asimetria facial, en cuanto al
sexo no hay predileccion, sin embrago, se habla de una ligera prevalencia en el
sexo masculino. El 90% se presenta en la mandibula principalmente en zonas
posteriores y el 10% afecta al maxilar.

Estos tumores generalmente se asocian a un 6rgano dentario no erupcionado.
Presenta una alta recurrencia de 6.7% a 35.7% vy el intervalo de recurrencia es de
aproximadamente 7 afos (Sapp, 2004) (Henry Lores, 2009).
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Figura 9. Ameloblastoma uniquistico, fotografia de un paciente femenino de 25
afos de edad, que presenta aumento de volumen en el angulo de la mandibula de
lado izquierdo.

Caracteristicas Radiograficas

Esta lesidn tipicamente aparece como una zona radiollcida circunscrita que rodea
la corona de un érgano dentario no erupcionado principalmente la de un tercer
molar impactado y en algunos casos, el area radioltcida puede tener margenes
festoneados. Cuando la lesion se localiza en areas de premolares, las raices de
los dientes adyacentes pueden estar desplazadas.

También se puede observar expansion de las corticales y resorcion radicular.
Radiograficamente, se deben considerar pardmetros como: localizacién relacion
eventual con algun Organo dentario no erupcionado y la forma de la lesion
(Neville, 2015).




Figura 10. Radiografia panoramica de ameloblastoma uniquistico, las
flechas rojas muestra una zona radiollcida bien delimitada y asociado a un tercer
molar no erupcionado.

Caracteristicas Histoldgicas

La lesion esta formada por una capsula de tejido conectivo fibroso, denso y
uniformemente engrosado, que rodea la luz del quiste.

También presenta hipercromatismo en los nucleos de las células basales,
ordenamiento empalizado con polarizacion inversa de las células basales y
vacuolizacion citoplasmatica con espaciamiento intercelular del epitelio.

El revestimiento epitelial de la luz es de espesor uniforme; el resto de las capas se
parecen a las células del reticulo estrellado (Neville, 2015).

Tejido epitelial
ameloblastico




<+— Tejido conectivo

Figura 11. Caracteristicas histolégicas generales del ameloblastoma
uniquistico, donde se puede observar tejido epitelial ameloblastico, tejido
conectivo y el lumen (Wright, 2014).

En general, se han descrito tres variantes histopatolégicas del ameloblastoma
uniquistico:

Luminal: Se limita a la superficie del lumen del quiste, que contiene una pared
compuesta por tejido fibroso y revestimiento total o parcial de epitelio
ameloblastico. El revestimiento muestra una capa basal de células columnares o
cuboidales con nucleos hipercromaticos que muestran polaridad inversa y
vacuolizacion citoplasmatica. Y las células epiteliales superiores son ligeramente
cohesivas y se asemejan al reticulo estrellado.

Figura 12. Ameloblastoma uniquistico de tipo luminal, microfotografia a 40X
gue presenta tejido epitelial ameloblastico semejante al reticulo estrellado de la
odontogénesis y tejido conectivo (Neville, 2015).

Intraluminal: Se da cuando uno o mas nddulos se proyectan desde el
revestimiento epitelial hasta el lumen del quiste. Estos nédulos pueden ser
relativamente pequeiios o llenar
en gran parte la luz del quiste.




Figura 13. Ameloblastoma uniquistico de tipo Intraluminal, mitofotografia a
10X que presenta nodulos que se proyectan al lumen de la lesion (Neville, 2015).

Mural o Intramural: En este caso, las islas de tejido ameloblastico estan presentes
en el interior del tejido  conectivo
(Neville Brad W, ... 2016).

Figura 14. Ameloblastoma uniquistico de tipo mural intramural, muestra una
fotografia a 10X done se muestra una isla de tejido ameloblastico dentro del tejido
conectivo de la lesion (Neville, 2015).

En general, los tratamientos que se aplicardn en cada uno de estos casos
dependeran del comportamiento clinico y de su variante histoldgica. Y podran ser
los siguientes (Masthan, 2015).

e Curetaje
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« Enucleacion

« Reseccion en Blogue

« Reseccion segmental

« Hemimandibulectomia /hemimaxilectomia
« Aplicacion de Nitrogéno liquido

e Seguimiento a largo plazo

Paralelo al proceso de formacién y diferenciacion, los ameloblastomas pueden
generarse por la activacién de células troncales. A continuacién se explica la
formacion de tumores de células troncales donde posiblemente pudiese insertarse
esta investigacion.

1.7. Células troncales o Stem Cells.

Las células troncales son células que se encuentran en todos los organismos
pluricelulares y tienen la capacidad dividirse por mitosis durante largos periodos
de tiempo o por tiempo indefinido y diferenciarse en diversos tipos de células
especializadas; ademas de autorrenovarse para producir mas células troncales
(Garcia-Gémez, 2010)

La diferenciacion es el proceso por el cual estas células se transforman en tipos
celulares concretos. Este proceso es el resultado de sefales que aparecen tanto
en el interior de la célula como en el medio que la rodea. Las sefiales internas son
controladas por genes de la propia célula. Las sefiales externas incluyen
sustancias secretadas por otras células.

Las células troncales pueden clasificarse segun su potencial de diferenciacién en:

e Totipotenciales: Provenientes del embrién hasta el estadio de morula,
capaces de dar lugar a tipos celulares derivados de las tres capas
germinales embrionarias y formar membranas extraembrionarias.

e Pluripotenciales: Derivan de la masa celular interna del blastocisto, tienen la
habilidad de diferenciarse a tejidos procedentes de las tres capas
embrionarias ectodermo, mesodermo y endodermo.

e Multipotenciales: Capaces de diferenciarse a distintos tipos celulares de
una manera mucho mas limitada que las embrionarias. Entre ellas se
encuentran las células madre adultas y un ejemplo de estas son las células
mesénquimales.

e Unipotenciales: Células ya comprometidas con un linaje celular que poseen
una limitada o nula capacidad de autorrenovacion y solo se diferencian a un
tipo celular determinado (Mata-Miranda, 2013) (Farfan L. F., 2013)
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Figura 15. Clasificacion de las células troncales, se clasifican por su origen en
embrionario o adultas.

Las células troncales pluripotenciales comparten diversas propiedades en comuin
con las células cancerosas como son: la autorrenovacion, proliferacion y actividad
en la telomerasa. A continuacién se detallan las caracteristicas de las células
troncales:

Divisién celular_asimétrica y simétrica: Las células troncales son definidas por su
capacidad de producir una célula troncal y a una célula diferenciada mediante el
proceso llamado la division asimétrica. La division simétrica se presenta cuando el
namero de células troncales se mantiene constante y en cada ciclo una célula
troncal pueda dar lugar a dos células troncales hijas.

Autorrenovaciéon: La longitud de los telémeros es un requisito basico para el
mantenimiento del potencial de replicacion de las células somaticas y su
mantenimiento permite una limitada autorrenovacion de las células troncales
(Teichroeb, 2016)

Pluripotencialidad: Es la capacidad que tiene una célula troncal de diferenciarse en
otro tipo de célula. Se han identificado tres factores de transcripcion como factores
reguladores de la pluripotencialidad: 1) proteina de unidn octamérica-4 (Oct4), 2)
SRY-box que contiene el gen 2 (sox-2) y 3) homeobox Nanog (Nanog) (Mata-
Miranda, 2013).
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Factores de transcripcion que mantienen la pluripotencialidad

Los factores de transcripciéon Oct4, Sox2 y Nanog han sido identificados como
factores de transcripcidn celulares que mantienen la autorenovacion de células
troncales pluripotentes.

El factor Oct4 (Octamer 4y también llamado Oct3/4 y Pou5fl) es un factor de
transcripcion con homeodominio que pertenece a la familia de proteinas POU.
Oct4, junto con Sox2, son los Unicos factores necesarios para la reprogramacion
de células adultas en células pluripotentes, y también se ha demostrado su
importancia para mantener la capacidad de pluripotencia y autorrenovacion de las
células (Guo, 2011).

Oct4 se encuentra unido a un gran numero de genes diana implicados en el
mantenimiento de la pluripotencialidad. La actividad biolégica de Oct4 depende en
gran medida de sus niveles de expresion. Asi, una reduccion de Oct4 en células
humanas conduce a la induccién de marcadores de mesodermo y endodermo,
mientras que niveles altos de Oct4 inducen marcadores de endodermo (Nichols,
1998) (Ashok, 2009)

En el caso de Nanog, es un factor de transcripcion cuyo dominio de unién a DNA
es un homeodominio, al igual que Oct4. Nanog fue identificado por su capacidad
de mantener células creciendo. La sobreexpresion de Nanog aumenta la
capacidad de autorrenovaciéon y del mantenimiento de un estado indiferenciado de
la célula. Consistentemente células deficientes en Nanog se diferencian hacia
endodermo (Booth, 2004) (Mitsui, 2003) (Hart, 2004)

El factor Sox2 es un miembro de la familia de factores de transcripcion Sox (SRY-
related HMG box), caracterizados por tener un dominio de unién a DNA del tipo
HMG (High Mobility Group). Experimentos de inactivacidbn génica en ratones
demuestran que Sox2 es necesario para el desarrollo embrionario y para prevenir
la diferenciacién de algunas células. La reduccion de la expresion de Sox2 en
células humanas puede conducir a la pérdida del estado pluripotente (Lei, 2014)
(Pan, 2016)

1.8. Células troncales mesénquimales

Las células troncales mesénquimales fueron caracterizadas por primera vez por
Alexander Friedenstein y colaboradores en 1974. Aunado a este descubrimiento
en los afios 60 y 70 se deja al descubierto la potencialidad de las células
mesénquimales descritas como células fibroblastoides. Estas observaciones
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muestran que se pueden diferenciar a distintos tipos celulares como: osteoblastos,
fibroblastos, mioblastos, condrocitos y adipocitos. No obstante, numerosos
estudios han sugerido que algunas poblaciones de células adultas o de tejidos
post-natales pueden poseer un potencial de diferenciacién que va mas alla de los
tipos celulares de su tejido de origen o residencia, fenbmeno que se ha
denominado plasticidad

Las primeras células troncales mesénquimales (MSC: Mesenquimal stem cells) se
extrajeron de la médula 6sea, siendo la fuente mads coman de obtencion de estas
células en la actualidad. Los recientes estudios sobre células troncales
mesénquimales muestran que también se pueden aislar a partir de varios tejidos
adultos, como sangre periférica, cordon umbilical, tejido neural y adiposo,
musculo, piel, pancreas, higado, retina y foliculos pilosos. Asimismo existen
estudios donde las células troncales mesénquimales se aislan a partir de distintas
partes del 6rgano dental como extractos de ligamento periodontal, de los apices y
de pulpas de 6rganos dentarios exfoliados

Debido a la falta de marcadores especificos para las células mesénquimales y la
heterogeneidad de sus poblaciones, la Sociedad Internacional de Terapia Celular
(International Society for Cellular Therapy) ISCT establecié en 2006 tres criterios
minimos que deben cumplir in vitro las células aisladas de tejidos mesénquimales
para ser consideradas como células troncales mesénquimales:

1. En condiciones de cultivo estandar, estas células se adhieren a las paredes
de la caja de cultivo.

2. Patrones de expresion de antigenos de superficie especificos: positivos
para los antigenos CD105, CD90 y CD73 y negativos a CD34 y CD45.

3. Multipotencialidad demostrable, esta caracteristica se refiere a la capacidad
de diferenciaciéon hacia los linajes osteogénico, condrogénico y adipogénico

Ademas de lo propuesto por ISCT, también se debe tener en cuenta dos aspectos
adicionales para clasificarlas como células troncales mesénquimales: que las
CMM realicen procesos de autorrenovacion, es decir, durante la divisién celular
solo una de las células hijas debe iniciar programas de diferenciacién celular y que
sean capaces de desarrollar «plasticidad clogénica» o diferenciacién hacia tejidos
de diferentes capas embrionarias como ectodermo y endodermo

1.9. Células troncales del cancer
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Hace aproximadamente 150 afios, Rudolph Virchow propuso una teoria; que toda
célula proviene de otra célula 'y sugirié que las células cancerosas debian derivar
de otras células. Su discipulo Julius Cohnheim desarrollaria posteriormente la idea
y hoy es reconocido como el autor de la teoria de la células embrionarias
durmientes o residuales, basandose en la gran similitud en las forma de
proliferacion de ambos tipos de tejido, aunque naturalmente en el cancer la
diferenciacioén se alteraba (Huntly, 2005)

La teoria de células troncales de cancer propone dos conceptos principales: 1) los
canceres gque surgen a partir de células troncales que estan presentes en los
tejidos de los nifios y las personas adultas maduras; 2) que los canceres se
componen de los mismos tipos de células como son los tejidos normales

En esta teoria se ha propuesto que las células troncales del cancer poseen
caracteristicas de células troncales normales. Los tumores también muestran una
organizacion jerarquica de células que se asemejan a la jerarquia celular en la
homeostasis de los tejidos normales, con la excepciéon de que las células que
amplifican el transito en el tumor no experimentan diferenciacion celular normal
pero contintan proliferando

Las células troncales cancerigenas (CMC), también llamadas «células iniciadoras
de céncer», son células con capacidad de autorrenovacion y diferenciacion de
forma indefinida, siendo esto uUltimo lo que les confiere la capacidad de causar
crecimiento tumoral. Las CMC pueden originarse tanto de células troncales
normales como de células diferenciadas que han adquirido caracteristicas de
células troncales normales.

Las CMC tienen varias caracteristicas que les confieren capacidad oncogénica;
entre ellas estan la acumulacion de mutaciones a lo largo de su vida, proliferacion
indefinida, resistencia a apoptosis, evasion de sefalizacién anticrecimiento,
expresion activa de telobmerasa, destruccion inmune e incremento de motilidad
celular, la cual le da la propiedad de metéastasis. Vale la pena volver a mencionar
gue una de las caracteristicas de la division celular que les da la capacidad de
autorrenovacion indefinida es la division simétrica; es decir, el origen de dos
células madre a partir de la division de una célula madre progenitora.

Ademas del papel crucial de las células troncales en el desarrollo embrionario y la
homeostasis de los tejidos adultos, sus poderosas propiedades mitéticas pueden
participar potencialmente en la formacion de tumores (Huntly, 2005).

1.10. Transicién Epitelio-Mesénquimal o MET

El concepto inicial de Transicion Epitelial-Mesénquimal (MET) lo introdujo
Elizabeth Hay, en 1967 cuando se percat6 de que en el desarrollo embrionario, se
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presentan una serie de eventos altamente coordinados y especificos, que definen
la transicion entre células epiteliales y mesénquimales (Benedetti, 2015).

La transicion epitelial-mesénquimal es un proceso bioldgico en el que las células
epiteliales polarizadas que normalmente interactian con su membrana basal
pierden su organizacion y las uniones intercelulares. En estas células se
reprograma la expresion génica y se desarrollan multiples cambios bioquimicos
gue las capacitan para adquirir un fenotipo mesénquimal, esto produce cambios
en los programas de sefalizacion que definen la forma y organizacion del
citoesqueleto para tener la capacidad migratoria aumentada, invasividad,
resistencia a la apoptosis y produccion elevada de componentes de la matriz
extracelular.

Primero se da la degradacion de la membrana basal, seguida de la formacion de
células mesénquimales que pueden migrar en forma individual para invadir el
tejido circundante y finalmente desplazarse hasta sitios distantes.

En el caso de las uniones intercelulares adherentes, la proteina E-cadherina se
comienza a desensamblar liberAndose de la membrana, ya que es degradada.
Posteriormente se separan los desmosomas induciendo la fragilidad de las
uniones adherentes y por ultimo se degrada la membrana basal. En el caso de las
proteinas de la superficie celular como la E-cadherina y las integrinas, que median
la conexién entre células vecinas y con la membrana basal, respectivamente, son
reemplazadas por N-cadherina e integrinas (Benedetti, 2015).

Por otro lado, la MET tiene lugar en tres contextos bioldgicos distintos, con
diferentes consecuencias funcionales:

« MET tipo 1 : asociada con procesos de desarrollo
« MET tipo 2 : asociada con procesos de cicatrizacion y regeneracion tisular

« MET tipo 3: asociada a progresion tumoral.

El tipo 1 ocurre durante el desarrollo embrionario, asociado con la formacién del
embrién y el desarrollo de 6rganos, generando diversos tipos celulares y células
mesénquimales primitivas que también tienen el potencial para llevar a cabo el
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proceso inverso, 0 sea, la transicion mesénquimal-epitelial (MET), para generar
un epitelio secundario

El tipo 2 se asocia con la cicatrizacién de las heridas, la regeneracion tisular y la
fibrosis de érganos; se inicia con la formacion de fibroblastos y otras células para
reconstruir el tejido dafiado. Esta asociado con inflamacion y se detiene cuando
esta desaparece, o lleva a fibrosis en caso de inflamacién persistente, o a
destruccion del 6rgano.

El tipo 3 consiste en el cambio de células cancerosas de origen epitelial en células
tumorales con caracteristicas mesénquimales capaces de invadir y diseminarse
llevando a la formacion de metastasis.

Figura 16. Tipos de Transicion Epitelio-Mesénquimal (MET). A) Asociada al
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desarrollo embrionario, B) asociada a la cicatrizacion y C) asociada con la
progresiéon tumoral.

Transicion epitelial-mesénquimales asociada a progresion tumoral y metastasis

En su etapa inicial, los tumores odontogénicos se caracterizan por el aumento en
la proliferacion de células epiteliales. En este contexto no ocurre la induccién
coordinada y ordenada de una MET, sino que, en su lugar, las sefales
ambientales altamente variables, junto con la heterogeneidad genética del tumor,
pueden llevar a diversos grados de plasticidad epitelial y a la reactivacién de
programas migratorios asociados con el desarrollo o que induce la de migracién
celular individual o colectiva

Esto sugiere que la MET no es simplemente un mecanismo de diseminacién local
de las células tumorales a partir de un sitio primario, sino que se induce un
programa con las propiedades necesarias para la progresion tumoral.

Por otra parte, el hecho de que las células tumorales que migran y se establecen
en un sitio distante formando un tumor secundario sean histopatolégicamente
similares a sus progenitoras en el tumor primario implica que, ademas del papel
facilitador de la MET en la diseminacion tumoral y posiblemente en la metastasis
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La MET se inicia en un contexto en el que juegan un papel principal los factores de
crecimiento y sus receptores, moléculas relacionadas con la matriz extracelular y
varias vias de sefalizacion celular. En diversos estudios llevados a cabo en lineas
celulares, se han identificado numerosos factores de crecimiento como inductores
de la MET incluyendo: el factor de crecimiento transformante  (TGF-(3), el factor
de crecimiento epidérmico, Wnt, Snail/Slug, Twist y Six1
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Figura 17. Transicion epitelio-mesénquima (MET). Etapas de la TEM en células
tumorales premetastasicas (Maira A Moreno Castillo, 2016)
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1.11. Antecedentes directos

Silva F.P y colaboradores en 2016, evaluaron la expresion de CD90 y P75NTR
en 10 ameloblastomas multiquisticos y 7 uniquistico, los cuales fueron sometidos
a ensayos de inmunohistoquimica. Donde observaron inmunotincién de CD90 en
todos los ameloblastomas multiquisticos, en el citoplasma de los fibroblastos y las
células endoteliales vasculares del estroma tumoral, cerca del epitelio
odontogénico neoplasico. En el ameloblastoma uniquistico observaron con
inmunotincion discreta de CD90 en el citoplasma del tejido capsular conectivo
tumoral sin proximidad evidente al epitelio neoplésico. La tincion de CD90 fue
significativamente mayor en el ameloblastoma multiquistico que en el uniquistico
(Silva, 2016).

Hande y colaboradores en 2011, realizaron un estudio por medio de
inmunohistoquimica para evaluar la expresion de CD105 en el ameloblastoma
sélido multiquistico (SMA) y el ameloblastoma uniquistico (UA). Evaluaron 20
SMAs, 15 UAs y 10 muestras normales de la mucosa oral. Donde CD105 se
expresd de manera positiva en los vasos sanguineos que fueron claramente
identificados por su citoplasma color marrén. Esto puede reflejar el hecho de que
aunque el comportamiento clinico, histopatolégico y el prondéstico de SMA y UA
son diferentes, el proceso de la angiogénesis no lo es. El desarrollo de tumores
requiere suministro de sangre para proporcionar oxigeno, metabolitos y factores
de crecimiento necesarios para la proliferacién celular por lo que el desarrollo de
vasos podria tener relevancia significativa en el desarrollo de estos tumores scular
del mixoma odontogénico basado en la expresiéon de CD105 por medio de
Inmunohistoquimicas (Hande, 2011)

Gonzalez Galvan y colaboradores en 2016, evaluaron la cuantificaciéon de la
densidad microvascular del mixoma odontogénico y foliculos dentales basados en
la expresion de CD105 por medio de Inmunohistoquimica. En este estudio
incluyeron 18 mixomas y 18 foliculos dentales como controles. Los foliculos
dentales presentaron significativamente una mayor densidad microvascular
comparado con el mixoma odontogénico. La expresion de CD105 en mixomas
odontogénicos y foliculos dentales mostro la falta de expresiébn en los vasos
sanguineos maduros (del Carmen Gonzalez-Galvan, 2016).

Juuri y colaboradores en 2013, evaluaron en ameloblastomas sélidos (3 foliculares
y 2 plexiforme) la expresion de Sox-2 por medio de inmunohistogimica. Donde
demostraron gue Sox2 se expresa en las células epiteliales de los
ameloblastomas plexiformes y foliculares, en la lamina dental de los molares
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primarios en desarrollo, en la ldmina dental fragmentada asociada a terceros
molares y en el epitelio de crecimiento de la cara posterior de los ratones. Sin
embargo, Sox2 no se observé en la vaina epitelial de Hertwing o en las células
epiteliales de los restos de Malassez que cubren las raices completadas. (Juuri,
2013).

Leiy colaboradores en 2014, realizaron un estudio en el carcinoma ameloblastico
por medio de inmunodeteccién para observar la expresion de Sox-2 y otras
proteinas, donde observaron 16 casos que detectaron que la expresion de SOX2
esta correlacionada con la agresividad de las lesiones tumorales, siendo menos
expresadas y tomadas con precaucién en caso de expresarse en quistes
dentigeros (Lei, 2014).

Por otro lado, Guo Y et al en 2011, examinaron 42 casos de glioma humano y
analizaron la expresion de Oct4, Sox2 y Nanog, mediante inmunohistoquimica,
transcripcion inversa acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR)
y western blot. En dicho estudio encontraron una correlacion positiva entre
la expresion de los niveles de Oct4, Sox2 y Nanogy la malignidad del tumor. La
inmunohistoquimica mostré que Oct4 y Nanog se expresaron tanto en los nucleos
como en el citoplasma de las células de glioma, mientras que Sox2 se expreso
s6lo en los nucleos. Cuando se realiz6 una doble tincién de inmunofluorescencia
se revel6 que la mayoria de las células Oct4-positivo coexpresaron Sox2
y Nanog . Y mas del 50% de las células Oct4-positivos coexpresaron marcadores
putativos de CSC CD133 y Nestin. Por otra parte, algunas células exhibieron Oct4
y Nanog dentro del citoplasma, pero la frecuencia de células positivas no se
correlacionaron con la malignidad del tumor

2. HIPOTESIS

Dadas las caracteristicas histolégicas del ameloblastoma uniquistico donde las
células epiteliales superiores son ligeramente cohesivas y se asemejan al reticulo
estrellado de la odontogénesis, se ha sugerido que provienen de células
formadoras de los 6rganos dentarios, sin embargo, creemos que de ser asi, estas
lesiones pueden presentar proteinas de pluripotencialidad: Nanog, Sox-2 y Oct4.

3. OBJETIVO

3.1. Objetivo general
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En los ameloblastomas uniquisticos evaluar la presencia/ausencia de marcadores
de pluripotencialidad como son: Nanog, Sox-2 y Oct3/4.

3.2. Objetivos especificos

- Determinar la presencia de proteinas de genes de pluripotencialidad
(Nanog, Sox-2 y Oct3/4) en los ameloblastomas uniquisticos analizados.

« Enlos ameloblastomas uniquisticos analizados determinar la presencia de
proteinas de genes de pluripotencialidad y de células mesénquimales.

- Cuantificar la presencia de proteinas de genes de pluripotencialidad de las
muestras analizadas.

4. MATERIAL Y METODO
4.1. Tipo de estudio realizado

Estudio experimental descriptivo transversal.

a) Criterios de Inclusion
-Muestras que correspondan con el diagnostico de ameloblastoma
uniquistico en sus diferentes tipos histoldgicos segun la clasificacion del
2017
-Muestras que hayan sido atendidas en el servicio de Cirugia Maxilofacial
del Hospital Juarez de México

b) Criterios de Exclusion
-Muestras que dispongan de informacién clinica incompleta para la
investigacion
-Para las pruebas de Inmunohistoquimica, las muestras dispongan de
escaso tejido o no idoneo para la investigacion.

4.2. Variables de estudio

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

- Edad: La edad se expresara en afios y se distribuira por décadas

- Tipo de Lesiones: Correspondera segun los criterios diagndsticos
histopatologicos para ameloblastoma uniquistico segun la clasificacion del
2017.
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5. PROCEDIMIENTO

Las muestras analizadas en este estudio, se obtuvieron del Departamento de
Cirugia Maxilofacial del Hospital Juarez de México en un periodo de 2012 a 2016.
El estudio se realizé de acuerdo al protocolo aprobado por el Comité de Etica y
bioseguridad de la Institucion bajo el nimero de registro HIM1996/11.0308.

5.1. Obtencién de muestras

Las muestras se obtuvieron inmediatamente después de que el tumor fue
extirpado y previamente diagnosticado mediante biopsia por un especialista en
diagnostico histopatoldgico del Hospital Juarez de México, para ser lavadas
posteriormente con solucion fisiolégica de cloruro de sodio al 0,9% (p/v), con el fin
de eliminar sangre y residuos contaminantes.

Para el andlisis histologico, las muestras se fijaron en Formol al 10% y se
procesaron con la técnica convencional para inclusion en parafina.

5.2. Tincion con Hematoxilina y Eosina (HyE)

Posteriormente se realizaron cortes de 3 pum de espesor con un microtomo
rotatorio; obteniendo 7 cortes de cada muestra, 6 para analizar cada anticuerpo
utilizado en las inmunodetecciones (Nanog, Sox-2, Oct4, CD73, CD90 y CD105) y
1 para tincion de Hematoxilina y Eosina; estos cortes fueron montados en porta
objetos previamente silanizados y codificados. Después se realizd el
desparafinado de las muestras mediante incubacion durante 20 minutos a 60°C en
estufa.

Después de que se realiz6 la hidratacion se coloco en la solucién de Hematoxilina
por 5 minutos, a continuacion se lavo con agua corriente y se realizaron de 15 a
20 bafios en solucién Scott (3.5 g, de bicarbonato de sodio bicarbonato, 20 g de
sulfato de magnesio, 1 L de agua destilada) y después se colocdé en agua
corriente.

A continuacién se colocé en la solucion de Eosina por 8 minutos y se continué
con la deshidrataciéon (VER ANEXO 1)
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Por ultimo se montaron con Entellan (medio de montaje para preparaciones), y se
dejarbn secar por una noche a temperatura ambiente. Y se observaron al
microscopio optico (Zeiss Lab. Al Axio).

5.3. Inmunodeteccién In situ

Con los cortes previamente realizados se prosiguid con el desparafinado e
hidratacién con la técnica mencionada para la tincion HyE. Después las muestras
se colocaron en un vaso de coplin y se lavaron con agua destilada. A continuacion
se realizo la recuperacion antigénica con buffer de citratos con pH 6.2; con una
autoclave para microondas. Después se realizé un lavado con agua destilada y se
coloco la solucién de bloqueo y permeabilidad durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS 1X durante 5 minutos
cada uno.

A continuacion se colocaron las muestras en el Sistema Cover Plate y se les
coloco el anticuerpo primario con las diluciones indicadas en la Tabla 3 y se dejé
incubar durante 45 minutos. Después se realiz6 un lavado PBS 1X durante 5
minutos.

TABLA 3 Diluciones de los anticuerpos empleados

Anticuerpo CD73 CD90 CD105 Nanog Sox-2 oct-04
Dilucién 1:100 1:300 1:200 1:200 1:200 1:200

Posteriormente a las muestras se les afiadié dos gotas de anticuerpo secundario y
se dej6 incubar durante 20 minutos, después se realiz6 un lavado con PBS 1X
durante 5 minutos. En seguida se colocaron 2 gotas de solucion HRP y se dejé
incubar durante 20 minutos. Finalmente, se realizé un lavado PBS 1X durante 5
minutos.

Del sistema Cover Plate se retiraron las muestras y se afiadié la enzima
peroxidasa (tetrahidrocloruro de diaminobencidina o DAB) y se observé en el
microscopio Optico. Por udltimo se lavdé con agua corriente y se realizo la
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contratincion con Hematoxilina durante 5 minutos, seguido de un bafio con alcohol
acido, se lavo con agua corriente hasta eliminar el color, 2 o 3 bafios con
carbonato de Litio y se lavd con agua corriente. Para finalizar se realiz6 la
deshidratacion como se mencioné para tincion de HyE y se mont6 con Entellan.
Por dltimo se observaron al microscopio optico.

5.4. Recoleccion de datos

A cada muestra obtenida se le realizaron 6 ensayos inmunohistoquimicas y de
cada muestra por cada anticuerpo se tomaron 20 microfotografias a 40X a través
de un microscopio optico, es decir, de un total de 1200 fotos; 20 por cada
anticuerpo, a las cuales se les realiz6 el conteo de células de manera manual con
ayuda del programa Image J. La informacion obtenida fue recopilada en una
planilla del programa Microsoft Office: Microsoft Excel 2007.

La presencia y cuantificacion de células marcadas positivamente a la
inmunodeteccién se determind contabilizando visualmente el namero de
células positivas (color marrén) en relacién al total de células del campo.

6. RESULTADOS

Del Hospital Juarez de México del servicio de Cirugia Maxilofacial se obtuvieron
10 muestras de ameloblastoma uniquistico durante el periodo de 2009- 2016, con
la historia clinica de los pacientes.

La figura 17 contiene la informacion sobre la prevalencia de los ameloblastoma
uniquisticos analizados en este trabajo. La poblacion total esta clasificada por
grupos de edades, y el mayor numero de casos se presento durante la primera y
segunda década de vida.
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Muestra realizada a 10 pacientes durante el periodo del 2009 al 2016 en el Hospital Juarez de México.

Figura 17. P revalencia d e ed ad d el a meloblastoma u niquistico, en las
muestras analizadas.

La figura 18 contiene informacién del rango de edad en el que se presento el
ameloblastoma uniquistico, que fue de 12 afios a los 35 afios de edad con una
media de 18 .7 afios de edad con base a todas las edades registradas.
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Muestra realizada a 10 pacientes durante el periodo del 2009 al 2016 en el Hospital Juarez de México.



Figura 18. Edad promedio del ameloblastoma uniquistico, en que se presento
en el Hospital Juarez de México durante el periodo de 2009- 2016. Edad minima
(@), edad méxima (@) y edad promedio (=).

La figura 19 contiene informacion de la prevalencia del ameloblastoma uniquistico
en cuanto al sexo, donde domino el sexo femenino con un 60% sobre el sexo
masculino con un 40%.
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Muestra realizada a 10 pacientes durante el periodo del 2009 al 2016 en el Hosnital Judrez de México.

Figura 19. Prevalencia de Ameloblastoma uniquistico segun el sexo.
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La Figura 20 muestra informacion sobre la frecuencia de las variantes histologicas
del ameloblastoma uniquistico segun la clasificacion de los tumores odontogénicos
de la OMS del 2005. El tipo histologico Luminal es el méas frecuente y representa
el 40%, el Intraluminal con 50% y el Mural con 10%; para determinar que el mas
frecuente en las muestras analizadas fue el tipo histoldgico Intraluminal.
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Muestra realizada a 10 pacientes durante un periodo del 2009 al 2016 en el Hospital Juarez de México.

Figura 20. Frecuencia de las variantes histoléogicas del ameloblastoma
uniquistico

TINCION DE HEMATOXILINA Y EOSINA (HyE)

En los cortes histolégicos de los ameloblastomas uniquisticos analizados, se
observo revestimiento epitelial ameloblastico que muestra una capa basal de
células cuboidales con nudcleos hipercromaticos asi como polaridad inversa y
vacuolizacion citoplasmatica, en el tejido se encontré que las células epiteliales
superiores son ligeramente cohesivas y se asemejan al reticulo estrellado de
células embrionarias que participaron en la Odontogénesis.

En la figura 21 se observa un ameloblastoma uniquistico de tipo luminal, ya que se
limita a la superficie del lumen del quiste, que contiene una pared compuesta por
revestimiento epitelial ameloblastico asi como también muestra una capa de basal
con polaridad inversa y las células superiores son ligeramente cohesivas y se
asemejan al reticulo estrellado de la etapa de campana de la odontogénesis. Por
ultimo en el tejido conectivo se observo la presencia de vasos sanguineos que
rodea la luz del quiste tejido epitelial ameloblastico rodeando la luz.
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Figura 21. Ameloblastoma uniquistico de tipo Luminal (aumento de 40x), la
muestra fue tefiida con hematoxilina y eosina, el tejido epitelial ameloblastico (*),
tejido conectivo (*) con vasos sanguineos ().

En la figura 22 se observa un ameloblastoma uniquistico de tipo luminal ya que el
tejido epitelial se limita a la superficie del lumen del quiste, también se observa
tejido conectivo con presencia de vasos sanguineos.




Figura 22. Ameloblastoma uniquistico de tipo Luminal con aumento de 40x,
las muestras fueron tefiidas con hematoxilina y eosina, el tejido epitelial
ameloblastico (*), tejido conectivo (*) con vasos sanguineos ().

En la figura 23 se observa un ameloblastoma uniquistico de tipo intraluminal, ya
que contiene noédulos que se proyectan desde el revestimiento epitelial
ameloblastico hasta el lumen del quiste y se encuentran en diversos tamafios que
abarcan gran parte del lumen.




Figura 23. A meloblastoma u niquistico de tipo I ntraluminal con aumento de
10x, las muestras fueron tefiidas con hematoxilina y eosina, el tejido epitelial
ameloblastico (*), tejido conectivo (*) con vasos sanguineos () y nodulos (¥).

En la figura 24 se observa un ameloblastoma uniquistico de tipo Mural, porque en
este caso, las islas de tejido ameloblastico estan presentes en el interior del tejido
conectivo

Figura 24. Ameloblastoma uniquistico de tipo Mural, con aumento de 10x, las
muestras fueron tefiidas con hematoxilina y eosina, el tejido epitelial
ameloblastico (*), tejido conectivo (*) con vasos sanguineos () e islas de tejido
ameloblastico(*).

Cuantificacién de presencia de proteinas: Nanog, Sox2 y Oct4

Para determinar la expresion in situ de las proteinas: Nanog, Sox-2 y Oct4, se
realizaron ensayos de Inmunohistoquimica sobre las 10 muestras de obtenidas de
ameloblastoma uniquistico.

De las 10 muestras obtenidas se realizaron 20 microfotografias a 40x de campos
aleatorios a cada una para cada proteina y se hizé un conteo manual de células
marcadas tanto positivas como negativas para obtener un promedio de




marcacion del total de células evaluadas con las proteinas Nanog, Sox2, Oct4,
CD73, CD90 y CD105.

PROTEINA NANOG

La figura 25 representa a las células inmunodetectadas con la proteina Nanog. La
muestra 8 fue la que presento un mayor porcentaje de presencia de esta proteina
con un 83.07% y la muestra 1 presento el menor porcentaje con un 18.57%. El
promedio general es de 40.27% y una desviacion estandar de 20.87%.
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Muestra realizada a 10 pacientes durante el periodo del 2009 al 2016 en el Hospital Juarez de México.

Figura 25. Promedio de la presencia de la proteina Nanog, en las células
inmunodetectadas en el ameloblastoma uniquistico.




Figura 26. Presencia in situ de la proteina Nanog (Aumento de 40X). En esta
imagen se muestra la expresion en células del tejido epitelial y en células del tejido
conectivo.

Figura 27. Presencia in situ de la proteina Nanog (Aumento de 40X). En esta
imagen poder observar que Nanog se expresa, en el nucleo y citoplasma de
células epiteliales y en algunas en células del tejido conectivo

PROTEINA SOX-2

La figura 28 representa a las células inmunodetectadas con la proteina Sox-2. La
muestra 5 fue la que presento un mayor porcentaje de presencia de esta proteina
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con un 65.21% y la muestra 9 presento el menor porcentaje con un 12.56%. El
promedio general es 38.81% y la desviacion estandar de 14.46%.
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Muestra realizada a 10 pacientes durante el periodo del 2009 al 2016 en el Hospital Juarez de México.

Figura 28. Promedio de la presencia de la proteina Sox-2, en las células
inmunodetectadas en el ameloblastoma uniquistico.




Figura 29 Presencia in situ de la proteina Sox-2 (Aumento de 40X). En esta
imagen se muestra la expresion de Sox-2, en células del tejido epitelial y algunas
células del tejido conectivo asi como en los vasos sanguineos.

&l% B 2/

Figura 30. Presencia in situ de la proteina Sox-2 (Aumento de 40X). En esta
imagen podemos observar que Sox-2 se expresa, en el nucleo y citoplasma de
células epiteliales y en el nacleo de algunas en células del tejido conectivo pero
en menor intensidad.

PROTEINA OCT4

La figura 31 representa a las células inmunodetectadas con la proteina Oct4. La
muestra 5 fue la que presento un mayor porcentaje de presencia de esta proteina
con un76% y la muestra 10 presento el menor porcentaje con un 18.91%. El
promedio general es 37.06% y la desviacion estandar 15.90%.
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Muestra realizada a 10 pacientes durante el periodo del 2009 al 2016 en el Hospital Juarez de México.

Figura 31. Promedio de la presencia de la proteina Oct4, en las células
inmunodetectadas en el ameloblastoma uniquistico.

Figura 32. Presencia in situ de la proteina Oct3/4 (Aumento a 10X). En esta
imagen muestra la expresion in situ de Oct3/4, donde podemos observar que se
expresa en células del tejido conectivo y vasos sanguineos.




Figura 33. Presencia in situ de la proteina Oct3/4 (Aumento de 40X). En esta
imagen se puede observar que Oct3/4 se expresa, en el citoplasma de células
epiteliales y en algunas en células del tejido conectivo asi como en los vasos
sanguineos.

MOLECULA CD73

La figura 34 representa a las células inmunodetectadas con la proteina CD73. La
muestra 8 fue la que presento un mayor porcentaje de presencia de esta proteina
con un 94.09% y la muestra 10 presento el menor porcentaje con un 15.48%. El
promedio general fue de 36.98%y la desviacion estandar de 22.26%.
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Muestra realizada a 10 pacientes durante el periodo del 2009 al 2016 en el Hospital Juarez de México.

Figura 34. Promedio de la presencia de la proteina CD73, en las células
inmunodetectadas en el ameloblastoma uniquistico.




Figura 35. Presencia in situ de la proteina CD73 (Aumento a 10X). En esta
imagen se muestra la expresion de CD73, la cual se presenta mayoritariamente en
células del tejido epitelial y algunas células del tejido conectivo

Figura 36. Presencia in situ de la proteina CD73 (Aumento a 40X). En esta
imagen se pudo observar que CD73 se expreso también en el nacleo y citoplasma
de células epiteliales.

MOLECULA CD90

La figura 37 representa a las células inmunodetectadas con la proteina CD90. La
muestra 10 fue la que presento el porcentaje mas alto de presencia de esta
proteina con un 44.46% y la muestra 9 presento el menor porcentaje con un
13.73%. El promedio general fue de 28.37% y una desviacion estandar de 9.51%.
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Muestra realizada a 10 pacientes durante el periodo del 2009 al 2016 en el Hospital Juarez de México.

Figura 37. Promedio de la presencia de la proteina CD90, en las células
inmunodetectadas en el ameloblastoma uniquistico.

Figura 38. Presencia
in situ de la
proteina CD90




(Aumento de 10X). En esta imagen se muestra la expresion in situ de CD90,
donde podemos observar que se expresa mayoritariamente en células del tejido
epitelial y algunas células del tejido conectivo.

Figura 39. Presencia in situ de la proteina CD90 (Aumento de 10X). En esta
imagen podemos observar que CD90 se expresa, en el citoplasma de células
epiteliales y en algunas células del tejido conectivo y en menor intensidad en los
vasos sanguineos

MOLECULA CD105

La figura 40 representa a las células inmunodetectadas con la proteina CD105. La
muestra 1 fue la que presento un mayor porcentaje de presencia de esta proteina
con un 52.82% y la muestra 2 presento el menor porcentaje con un 22.98%. El
promedio general fue de 33.06% Yy la desviacién estandar de 8.27%.
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Muestra realizada a 10 pacientes durante el periodo del 2009 al 2016 en el Hospital Juarez de México.

Figura 40. Promedio de la presencia de la proteina CD105, en las células

inmunodetectadas en el ameloblastoma uniquistico.




Figura 41. Presencia in situ de la proteina CD105 (Aumento a 10X). En esta
imagen podemos observar que CD105 se en células del tejido epitelial al igual
que en la membrana basal y en algunas células del tejido conectivo.

Figura 41. Presencia in situ de la proteina CD105 en tejido tumoral (Aumento
a 40X). En esta imagen podemos observar que CD105 se expresa en ceélulas del
tejido epitelial al y en células del tejido conectivo.
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7. DISCUSION

El presente estudio determino la presencia de proteinas de genes de
pluripotencialidad (Nanog, SOX-2 y Oct4) en los ameloblastomas uniquisticos
analizados asi como proteinas de células mesénquimales (CD73,CD90 y CD105).

El ameloblastoma uniquistico ha sido una de las neoplasias mas controvertidas en
el area maxilofacial desde que fue descrito por Cusack en y es el segunto tumor
odontogénico mas frecuente en México (Mosqueda-Taylor, 1997) . Enla
actualidad aun no hay claridad sobre su etilogia, comportamiento biolégico y tipos
de tratamiento. Ni sobre sus mecanismos de oncogénesis, citodiferenciacion,
proliferacién celular y apoptosis

Los ameloblastomas uniquisticos analizados en este trabajo, se encontrd una
predominancia del sexo femenino, con una relacion 3:2. El rango de edad en el
gue se presento el ameloblastoma uniquistico fue entre los 12 y 35 afios de edad,
datos que refuerzan los trabajos (Diaz Diaz, 2014); registrandose la mayor parte
de los pacientes entre la primera y segunda década de vida.

Tedricamente, se ha sugerido que el ameloblastoma uniquistico proviene de los
restos de lamina dental, del érgano de esmalte en desarrollo, del revestimiento
epitelial de un quiste odontogénico o de las células basales de la mucosa oral
(Neville, 2015).

En el aspecto molecular, se considera inicialmente que la odontogénesis es el
proceso de formacion de los érganos dentarios, en el cual se expresan diversas
moléculas, factores de transcripcion (Koussoulakou, 2009). Y una vez concluido el
proceso de formacién de los érganos dentarios quedan remanentes del epitelio
odontogénico, el cual se ha sugerido se encuentra implicado en el desarrollo del
ameloblastoma uniquistico (Kim, 2016) . Por lo cual, en el aspecto molecular se
considero realizar este trabajo con los factores de transcripcion Nanog, Sox2 y
Oct4.

En las muestras analizadas se observaron las moléculas antes indicadas; sin
embargo, resulta de interés los sitios en los cuales se observaron pues no tuvieron
los parametros normales de localizacion ya que estas proteinas suelen observarse
casi exclusivamente en el tejido conectivo. Otro punto importante con respecto a la
agresividad del ameloblastoma uniquistico es que este tumor es menos agresivo
en comparacion con otros tumores de células troncales.

En el caso de CD90, Silva y colaboradores en 2016, mencionan que su
localizacién en el ameloblastoma uniquistico y multiquistico se da en el citoplasma

53

——
| —


Veronica
Texto escrito a máquina
7. DISCUSIÓN 


del tejido conectivo capsular tumoral pero en este estudio pudimos observar que
CD90 se expresa tanto en citoplasma como en el nacleo del tejido conectivo
capsular tumoral como en el citoplasma, ndcleo y espacio intercelular del tejido
epitelial ameloblastico y en los vasos sanguineos. Aungque en algunos casos la
intensidad de expresion era baja o nula en el tejido conectivo capsular tumoral
(Silva, 2016).

Hande y colaboradoes en 2011, estudiaron a la molécula CD105 en
ameloblastomas multiquisticos y uniquisticos por medio de inmunohistoquimca,
los autores observaron CD105 solamente en los vasos sanguineos que fueron
identificados claramente por la coloracién marrdn en el citoplasma (Hande, 2011).
Y al igual que ellos, Gonzalez Galvan y colaboradores en 2003, realizaron
ensayos de inmunohistoquimca con CD105 en mixomas y foliculos dentales,
encontraron CD105 en vasos sanguineos maduros (del Carmen Gonzalez-Galvan,
2016), pero en nuestro estudio observamos que CD105 también se encuentra en
los vasos sanguineos no solo en el citoplasma también en el nucleo y al igual que
CD73 y CD90 se localiza en ambos tejidos en todas sus estructuras pero en
diferentes intensidades.

Jurri y colaboradores en 2013, sugirieron que las células epiteliales del
ameloblastoma tiene algunas propiedades de célula troncal y de acuerdo con su
estudio la expresion del factor de transcripcion SRY-HMG- Box (Sox-2) y el
ameloblastoma se relaciona con el mantenimiento de la pluripotencialidad de las
células epiteliales tumorales y por tanto influye en el comportamiento bioldgico, en
este sentido, nuestros resultados refuerzan los de Jurri y colaboradores, ya que
se observo en sitios atipicos como en nucleo, citoplasma tanto de tejido conectivo
como epitelial (Juuri, 2013).

Por otro lado, Lei Y y colaboradores en 2014, demostraron por medio de ensayos
de inmunohistoquimica que presento una diferencia significativa en la intensidad y
el porcentaje en el carcionama ameloblastico y que de acuerdo con la funcion
biol6gica de este factor de transcripcion, hubo presencia nuclear y ocasionalmente
en citoplasma. También encontraron que Sox2 tuvo un fuerte y positivo marcaje
en la capa basal del epitelio del quiste dentigero y el epitelio de la mucosa
superficial. En este contexto, la tincibn Sox2 no es indicativo de la transformacion
de alto grado a una neoplasia ameloblastica. Sin embargo, en nuestro estudio
Sox-2 tuvo un mayor numero de moléculas en células epiteliales que en células
de tejido conectivo y su localizacion fue en el nldcleo como en el citoplasma del
tejido epitelial pero en el tejido conectivo solo fue a nivel del ndcleo (Lei, 2014).

En caso de Nanog, Oct4 y CD73, hasta la fecha no hay trabajos sobre su
presencia en tumores odontogénicos, sin embargo si se ha reportado en cancer de
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pulmoén (Wang, 2014), mama,ovario (Xu, 2012) préstata, renal (Khan, 2016) entre
otros incluyendo lesiones epiteliales malignas (carcinomas) y tumores de células
troncales (Zhao, 2016).

El marcaje de CD73,CD90 y CD105 ocurre en el tejido conectivo pero en este
caso lo observamos en células epiteliales y en el nucleo, probablemente el
marcaje encotrado podria ser debido al origen ectomesénquimal que tiene el
proceso de odontogénesis. O bien que la localizacién es el resultado de la
alteracion de las células, las cuales podrian estar cumpliendo con su papel de
célula epitelial y estar cubriendo al tejido conectivo, sin embargo genéticamente
podrian estar programadas para expresar moléculas de del tejido mesénquimal.

Finalmente, estos hechos nos permiten sugerir que estas células podrian estar
sufriendo del proceso llamado Transicion epitelio-mesénquimal o MET; aun no
estudiado en tumores odontogénicos (Maira A Moreno Castillo, 2016).

Considerando que la formacién de los 6rganos dentarios es un proceso genético
continuo podemos sugerir que la desregulacion de procesos genéticos a la
formacion de un tumor odontogénico

En este sentido puede existir una confusibn entre los procesos genéticos y
evolutivos, ya que como sabemos anteriormente existian terceros y cuartos
molares pero con la evolucion han ido desapareciendo o quedan impactados, lo
gue sugiere la participacion o desregulacion de los genes encargador del
desarrollo de los dientes.

8. PERSPECTIVAS

Para tener un mejor entendimiento de las funciones que tienen estas proteinas es
viable realizar otros experimentos para definir su funcion especifica en los tumores
odontogénicos.

Asi como evaluar si la expresién de estos genes en tejidos sanos como en los
foliculos dentarios que también contienen células embrionales asi como de la
encia.

Finalmente evaluar con la técnica de biologia molecular la expresién de cada uno
de los genes de estes estudio durante la transicién epitelio-mesénquimal que
posiblemente esta ocurriendo en esta lesion.
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9. CONCLUSION

Nuestros resultados apoyan la propuesta de que células iniciadoras de tumores
son similares a las células troncales y la observacion de una célula
pluripotencialidad durante el proceso de transicién epitelial a mesénquimal es
importante para la supervivencia de las células iniciadoras de tumores, este es un
hecho relevante dentro de la investigacién en tumores odontogénicos, en especial
en el ameloblastoma uniquistico ya que estos resultados permitiran enfocar futuros
esfuerzos para desarrollar diagnésticos preventivos y tratamientos oportunos.

En el presente trabajo pudimos observar moléculas de pluripotencialidad y
especificas de tejido conectivo, lo cual, nos permite sugerir el origen embrionario
de este tipo de tumores ademas de una localizacion atipica de estas moléculas.

También se puede sugerir un proceso biolégico que usualmente se da en tejidos
embrionales, de reparacion y tumorales, llamado Transicion Epitelio-Mesenquimal
(MET), sin embrago, la agresividad de este tumor no se correlaciona con la
presencia de las moléculas que se observaron en este trabajo.
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11.ANEXOS

Tincion de Hematoxilina y Eosina (HyE)

Hidratacion

Xilol |
Xilol 11
OH/Xilol
OH 100%
OH 96%
OH 90%
OH 80%
OH 70%
Agua

Deshidratacion

OH 70%
OH 80%
OH 90%
OH 96%
OH 100%
OH/ Xilol
Xilol |
Xilol 11

——
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5minutos

15-20 bafnos
15-20 bafnos
15-20 bafnos
15-20 bafnos
15-20 bafnos
15-20 bafnos
15-20 bafnos
15-20 bafnos

15-20 bafnos
15-20 bafnos
15-20 bafnos
15-20 bafnos
15-20 bafnos
15-20 bafnos
15-20 bafnos
15-20 bafnos
15-20 bafnos
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