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1. RESUMEN

Los ameloblastomas (Amb) son neoplasias odontogénicas de origen epitelial,
localmente agresivas, destruyen los huesos maxilares, presentan una alta tasa
de recurrencia y llegan a dar metastasis. Hasta el momento no existen medidas
preventivas ni predictivas para este tipo de tumores. Su contraparte maligna es
el carcinoma ameloblastico (CAmb) caracterizado por presentar mayor
morbilidad que el ameloblastoma, con frecuencia se detectan metastasis y
recurrencia a corto plazo, histolégicamente se caracteriza por presentar
anaplasia, alto indice de mitosis, necrosis e infiltracién a tejido adyacentes,
nervios y vasos sanguineos. En la actualidad siguen siendo controversiales los
factores que predisponen a la transformacién o desarrollo de novo de estas
neoplasias. Se han propuesto la activacién de ciertos factores de transcripcion
presentes en los CAmb Oct4A es un factor de transcripcién descrito en la
reprogramacion de células troncales e implicito en la pluripotencialidad de las
células neoplasicas. Su expresiéon se ha reportado como un factor de mal
pronostico de tumores gastrointestinales y mamarios.

Materiales y Métodos: En el presente estudio se utilizaron los marcadores de
inmunohistoquimica Sox2, Oct4A y B-catenina en 22 casos de Amb y 14 de
CAmb donde se analiz6 la localizacion, intensidad y proporcion de expresion
Resultados: Se observé aumento en la expresion de Sox2 en CAmb y Amb,
B-catenina positiva nuclear en CAmb y citoplasmatica Amb, Oct4A fue negativo
en todos los casos. La expresion de amelogenina disminuye gradualmente con
las caracteristicas histoldgicas de atipia.

Conclusiones: Los CAmb son muy agresivos y con la habilidad de generar
metastasis su potencial de proliferacién es similar otros carcinomas infiltrantes
evaluados con Sox2, sin embargo, su negatividad a marcadores moleculares
de mal prondstico es nula o baja lo que puede interpretarse como una
transformacion biolégica mas compleja que requerird de futuros estudios

moleculares.
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2. ABSTRACT

Ameloblastomas (Amb) are odontogenic neoplasms of epithelial origin, locally
aggressive, destroys jaw bones they present a high rate of recurrence and
metastasize. To date, there are no preventive & predictive measures or specific
treatment for this tumor. Its malignant counterpart is ameloblastic carcinoma
(CAmb) characterized by a higher morbidity than benign ameloblastoma, with
frequent metastases and short-term recurrence, histologically characterized by
anaplasia, high mitotic index, necrosis and adjacent tissue infiltration, nerves
and blood vessels. At present the factors that predispose to the transformation
or de novo development of these neoplasias remain controversial. Activation of
certain transcription factors present in ameloblastic carcinomas has been
proposed. Oct4A is a transcription factor described in stem cell
reprogrammation and implicit in the pluripotency of neoplastic cells. Their
expression was reported as a poor prognostic factor for gastrointestinal and
breast tumors.

Materials and Methods: In the present study, we wused the
immunohistochemical markers Sox2, Oct4 and Beta-catenin to 22 cases of AB
and 14 cases of CA.

Results: A strong expression of Sox2 in ameloblastic carcinomas and
ameloblastomas with atypical characteristics was observed, nuclear positive B-
catenin in ameloblastic carcinomas and nuclear and cytoplasmic positive in
atypical areas of ameloblastomas, Oct4 was negative in all cases and
amelogenin loose expression in the atypical areas.

Conclusion: The ACs are very aggressive and potentially metastatic, their
negativity to molecular markers of poor prognosis is null or low which could be
interpreted as a more complex biological transformation which will require

further molecular studies.
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3. INTRODUCCION

Los tumores odontogénicos son un grupo diverso de neoplasias que afectan a
los huesos y tejidos blandos maxilares, durante su desarrollo exhiben
caracteristicas morfolégicas que imitan de manera desorganizada procesos
involucrados en la morfo e histodiferenciaciéon dental. Estas neoplasias son
divididas en benignas y malignas por la Organizacion Mundial de la Salud. En
el andlisis anatomopatologico cada una tiene caracteristicas particulares, pero
en términos generales estdn compuestas exclusivamente por epitelio
odontogénico, ectomesénquima, o por la mezcla de ambos elementos que en
ocasiones llegan a formar depdsitos de matriz dentinoide y/o adamantina a las

cuales se les ha designado mixtas.

Las teorias en la histogénesis de los quistes y tumores odontogénicos no
son concluyentes todavia. Se ha tomado como un parametro importante para el
origen de estas lesiones la presencia de los restos de la lamina dental (Serres)
y de la vaina epitelial de Hertwig (Malassez) asi como a los elementos
epiteliales y ectomesenquimales involucrados en la odontogénesis por su

similitud morfoldgica.

Sin embargo, a partir de la evidencia que se tiene con base en su desarrollo
epitelial, la histogénesis apunta a los restos epiteliales incluidos en la lamina
propia de la encia en el caso de que el tumor se desarrolle de los tejidos
blandos o los del epitelio reducido del esmalte en el ligamento periodontal
circundante a los apices dentales o de la pared fibrosa de los foliculos dentales

de los dientes no erupcionados si este se origina dentro del hueso alveolar.

La caracterizacion de los Amb y CAmb se ha basado en evaluar el perfil de
expresion a ciertos marcadores de diferenciacion celular, mutaciones
genéticas, asi como su proliferacion; Pocos estudios se han realizado en

evaluar factores de transcripcion. Durante las ultimas décadas, los estudios
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moleculares se han realizado para caracterizar y tratar de elucidar

detalladamente a estas neoplasias.
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4. ANTECEDENTES

Los ameloblastomas (Amb) y su contraparte maligna el carcinoma ameloblastico
(CAmb) son neoplasias epiteliales odontogénicas que afectan a los maxilares. Por
un lado, el ameloblastoma es considerado benigno por su comportamiento
biolégico y caracteristicas patologicas, sin embargo, su alta tasa de recidiva lo
convierte en un tumor agresivo y morbido con la habilidad de desarrollar
metastasis.' En el caso del CAmb, a pesar de su baja incidencia, es aun tumor
muy agresivo, destructivo e infiltrante que afecta a los maxilares, con la capacidad
de generar metastasis a multiples érganos disminuyendo el prondstico de los

pacientes afectados.’

Raveleen y cols. recientemente concluyen que la patogénesis del Amb es
multifactorial involucrando numerosas vias de sefializacidén celular, alteraciones
genéticas y moleculares que afectan el desarrollo y progresién del epitelio
odontogénico por lo que el desarrollo neoplasico es regulado por diversas

alteraciones moleculares.®

Hussenet y cols. describieron que la sobreexpresion de Sox2 esta implicado
en el proceso de malignizacién, migracién celular y crecimiento independiente.®
En 2014, Yu Lei y cols. proponen la expresion de Sox2 como un marcador
potencial para carcinoma ameloblastico, con base en el analisis del patrén de

inmunorreaccion en ameloblastomas y carcinomas ameloblasticos. 2>-*°

En 2007, Rodriguez y Padilla después analizar su expresidén en carcinomas de
mama, encontraron que Sox2 esta presente en tumores con fenotipo basaloide y
esto puede contribuir como herramienta para la caracterizacién de células poco
diferenciadas o con capacidad troncal en algunas neoplasias. En 2013 Liu y cols.
describen la asociacion de la expresion la proteina contenedora de Sry (Sox2) en
el mantenimiento de la pluripotencialidad de las células troncales y la

tumorogénesis. EI mismo rol tiene esta proteina en las células troncales
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embrionarias (CTE), también ha sido identificado en las células troncales

cancerigenas (CTC). *°

Pocos estudios moleculares enfocados al analisis de Sox2 en tumores y
quistes odontogénicos han sido reportados. Sin embargo, Malta da Cunha en
2013, evalua las moléculas Sox2, Oct4, Nanog y Stat3 en gérmenes dentales,
demostrando que estos factores de transcripcion estan activados durante la
morfogénesis dental humana, y su expresion ocurre en poblaciones celulares que
proliferan y expresan marcadores de células troncales pluripotenciales
confirmando su potencial en el desarrollo y diferenciacion tisular, concluyendo que
la interrelacion entre esos factores de transcripcién es compleja y esta relacionada
con la formacion del nicho de células troncales que regula la diferenciacién de los

ameloblastos y odontoblastos. 2

Algunos estudios demuestran que Oct4, Nanog y Sox2 estan involucrados en
vias de sefializacién para regular el destino celular, proliferacion y apoptosis de las
células neoplasicas. Algunos mecanismos moleculares que regulan la
autorrenovacién en la etapa embrionaria pueden reactivarse durante la

desregulacion de la proliferacién celular en la tumorogénesis.®

Por otro lado, pocos han sido los estudios que reporten la expresiéon de las
proteinas de la matriz del esmalte en los gérmenes dentales, pero ninguno en
tumores o quistes odontogénicos. Estudios reportan que algunas proteinas,
especialmente la proteina morfogenética 6sea, ameloblastina, amelogenina,
calretinina y proteinas de la matriz del esmalte, como syndecano-1 vy
metaloproteinasas de la matriz, estan alteradas en su expresion, lo que se ha

propuesto como un factor relacionado con el desarrollo de este tumor. *'

Kumamoto y cols. describen la expresion aberrante de p-catenina y el gen la

poliposis adenomatosa coli en Amb.'”> Mas adelante, Siriwardena y cols.
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demostraron la expresién de las mismas moléculas descritas por Kumamoto

también estan expresadas en los carcinomas ameloblasticos.®’

Barreto y cols. evaluaron la expresion de p-catenina, gamma-catenina y P-
cadherina, reportando que la expresion de B-catenina es mas pronunciada en la
membrana de las células basales y estratos intermedios de los quistes
odontogénicos; en ameloblastomas y carcinomas ameloblasticos la expresién fue
mucho menor en comparacion a los quistes con localizacidn nuclear vy
citoplasmatica, debido que la perdida de expresion de B-catenina puede ser
equivalente a la perdida de funcion de las cadherinas favoreciendo un desbalance
en la adhesion celular que puede estar involucrada en la carcinogénesis.
Vosughhosseini y cols. reportan que la expresion de B-catenina es menor en
quistes dentigeros en comparacién a ameloblastomas y queratoquistes cuyo

hallazgo propusieron para diferenciar a estas entidades.?"®

Algunos estudios evaluan el indice de proliferacion celular en los Amb y CAmb, se
sabe que a pesar de ser infiltrante y tener potencial metastasico, el indice de
proliferacion en los CAmb se reporta en bajos porcentajes; Bologna-Molina y cols.
realizaron una comparacion entre los marcadores de proliferacion PCNA y Ki-67
en tumores ameloblasticos incluyendo Amb y CAmb donde enfatizan que la
regulacion molecular del ciclo celular es una compleja red que puede incluir otros
factores para la expresiéon de proteinas. Esto indica un proceso que puede
involucrar modificaciones, degradaciones y translocacion de varias proteinas

especificas que aun necesitan estudiarse mas.®

En México son pocas las publicaciones sobre este tema, en el 2014 Garcia-Munoz
y cols. identifican por western blot niveles incrementados de proteinas en un
pequefio grupo de CAmb reportando la presencia de enzimas metabdlicas
implicadas en la respuesta celular a estrés y proteinas chaperonas implicadas en

la estructura."
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5. MARCO TEORICO

5.1. Neoplasias Odontogénicas

Los tumores odontogénicos son un grupo diverso de neoplasias que afectan a los
huesos vy tejidos blandos maxilares, durante su desarrollo exhiben caracteristicas
morfolégicas que imitan de manera desorganizada procesos involucrados en la
morfo e histodiferenciaciéon dental. Estas neoplasias son divididas en benignas y
malignas por la Organizacion Mundial de la Salud. En el analisis
anatomopatoldégico cada una tiene caracteristicas particulares, pero en términos
generales estan compuestas exclusivamente por epitelio odontogénico,
ectomesénquima, o por la mezcla de ambos elementos que en ocasiones llegan a
formar depdsitos de matriz dentinoide y/o adamantina a las cuales se les ha

designado mixtas. #°

Las neoplasias odontogénicas que proliferan sélida, progresivamente y que
ademas son carentes de capsula, tienen la habilidad de infiltrar los espacios
trabeculares éseos, destruir a los 6rganos dentarios (Fig. 1), permear los espacios
perineurales y las paredes vasculares favoreciendo la capacidad de dar
metastasis como es el caso de ameloblastoma metastatizante, los carcinomas vy

sarcomas odontogénicos."

Figura 1. Ameloblastoma infiltrante (flechas) en el hueso alveolar y la raiz de un érgano dentario

(Fuente directa)
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En estudios recientes se reportan alteraciones genéticas y citogenéticas en
estos tumores, sin embargo, el mecanismo detallado de la oncogénesis que

incluyen la anaplasia y progresién tumoral aiin no se conocen completamente.*

5.2. Histogénesis de las neoplasias odontogénicas

Hasta la fecha, el origen de las neoplasias odontogénicas no esta establecido en
su totalidad; sin embargo, algunas teorias convergen en los procesos de
sefalizacion molecular que intervienen en los cambios morfolégicos de la
invaginacion y permanencia de los restos epiteliales del 6rgano reducido del
esmalte y la lamina dental; también se han contemplado alteraciones en la fusion

de los procesos faciales durante el desarrollo craneofacial. '

La migracion apical del 6rgano del esmalte junto con el ectomesénquima
circundante del foliculo dental, promueve la formacion del hueso alveolar y el
ligamento periodontal. De esta manera, el epitelio odontogénico queda alojado en
el hueso. La lamina dental, al involucionar, produce el conducto gubernacular a
través del cual se guia el diente para su erupcion. Durante este proceso la lamina
dental deja residuos epiteliales conocidos como restos de Serres, mientras que los
restos epiteliales de la vaina de Hertwig se denominan restos de Malassez que

son ameloblastos postfuncionales. *?

Las propuestas del desarrollo de quistes y tumores odontogénicos
epiteliales se han atribuido a la invaginacion de la llamada "herradura” epitelial que
recubre las crestas alveolares maxilares, mientras que para los tumores mixtos
(epiteliales con ectomesénquima, o solo mesenquimales) se han atribuido a los
elementos ectomesenquimales de la papila dental y el saco folicular en la
odontogénesis; pues debido a la similitud morfolégica, es que se ha tomado como

un parametro importante en la explicacion del origen de estas neoplasias.® Fig. 2.
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Fig 2. Odontoma en desarrollo (antes fibrodentinoma ameloblastico), donde ambos componentes neoplasicos (epitelial y

ectomesenquimal) recuerdan a los estadios de histodiferenciacién temprana en la odontogénesis. (Fuente directa)

Los quistes y algunos tumores odontogénicos con aspecto quistico
radiografica, macroscopica e histolégicamente, como lo es la variante uniquistica
del ameloblastoma, tienen como un factor desencadenante la presencia de
inflamacion y los factores de crecimiento asociados a ésta, pues estimulan a los
restos de Malassez incluidos en el ligamento periodontal provocando la formacién
de hiperplasia epitelial arcoidal o de "bucle y arcada" que al sobrepasar el
suministro sanguineo da paso a la formacion de necrosis central, y que junto al
gradiente osmoético que extrae fluido (plasma) del tejido conjuntivo circundante,

determina la formacion y expansion quistica. 2
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5.3. Clasificacion de los tumores odontogénicos

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) separa a los tumores odontogénicos
en dos grandes grupos: tumores benignos y malignos, dentro de los benignos
incluye al ameloblastoma y en los malignos a su contraparte maligna; el carcinoma

ameloblastico. 'Tabla 1

Carcinomas Odontogénicos OMS 2017

Carcinoma ameloblastico 9270/3
Carcinoma intradseo primario, NOS 9270/3
Carcinoma odontogénico esclerosante 9270/3
Carcinoma odontogénico de células claras 9341/3

Carcinoma odontogénico de células fantasma 9302/3

Tumores Odontogénicos Epiteliales Benignos OMS 2017

Ameloblastoma 9310/0
Ameloblastoma tipo uniquistico 9310/0
Ameloblastoma extradseo/periférico 9310/0
Ameloblastoma metastatizante 9310/3
Tumor odontogénico escamoso 9312/0
Tumor odontogénico epitelial calcificante 9340/0
Tumor odontogénico adenomatoide 9300/0

Tabla 1. Fragmento de la clasificacion de tumores odontogénicos OMS
2017
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5.4. Ameloblastomas

Los ameloblastomas (Amb) son neoplasias epiteliales odontogénicas benignas
localmente agresivas, de crecimiento lento que afectan a los maxilares con
distintas caracteristicas histologicas que determinan su conducta biologica.

Tienden a la recidiva si no son adecuadamente resecados '

El término ameloblastoma deriva de la palabra inglesa “amel” que significa
esmalte y de la palabra griega “blastos” que significa germen o semilla. Estos
tumores fueron descritos por primera vez por Broca en 1847 como “epitelioma”, en
1885 Malassez introdujo el nombre adamantinoma; sin embargo, ese nombre se
describo para tumores que se desarrollan en los huesos largos y que
histologicamente son similares al ameloblastoma en 1913 por Fisher. EI Amb fue
descrito detalladamente por Falkson en 1879.Pero hasta 1930 hasta que Ivey y

Churchil describen y acufian el nombre de ameloblastoma a este tumor.®

Estas neoplasias se clasifican con base en su caracteristica clinica, conducta
biolégica y patron histologico. Existen informes de casos con caracteristicas
histologicas no encuadradas en la clasificacién, que confirman la diversidad de

estas neoplasias.

Células basales

[o-1[TIE-1
Granulares

Desmoplasico

Convencional Metastatizante

Acantomatoso Ameloblastoma

Luminal Uniquistico

Intraluminal

Figura 3. Clasificacién de la OMS 2017 de los tipos y variantes de ameloblastoma. (Fuente directa)
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5.4.1. Ameloblastoma convencional

El ameloblastoma convencional anteriormente llamado sélido/multiquistico es un
tumor solido que demuestra frecuentemente tendencia a la degeneracion quistica.
Los quistes pueden ser de diversos tamafos macroscopicamente;
histolégicamente presentan 2 principales patrones de crecimiento: folicular y
plexiforme.”* Se les considera tumores localmente agresivos debido a que
expanden, adelgazan y perforan la cortical de los huesos maxilares,
frecuentemente causa desplazamiento de los 6rganos dentarios y resorcion
radicular. Los tumores que llegan a tener un gran tamaro pueden llegar a provocar
fracturas patoldgicas, infiltrar los tejidos blandos e incluso desarrollar la habilidad

de producir enfermedad a distancia. "> '®

El ameloblastoma folicular se caracteriza por islas de epitelio odontogénico
separadas por estroma fibroso maduro; en la periferia de islas y cordones
epiteliales se identifica la presencia de células en empalizada con polarizacién
nuclear invertida, la organizacion de las células epiteliales dentro de los foliculos
es laxa exhibiendo una morfologia ahusada y estelar por lo que recuerdan el
reticulo estrellado del 6rgano del esmalte."* La formacién de quistes y su
agrandamiento dentro de las islas dan el aspecto de un patrén de crecimiento
multiquistico que es comun en los ameloblastomas foliculares. La formaciéon de

quistes dentro del Amb convencional no altera su tratamiento ni pronéstico.’ Fig. 4.

En el ameloblastoma plexiforme el epitelio odontolégico se organiza en
largas bandas y cordones que regularmente aparecen rodeando areas centrales
de estroma fibroso. Igualmente, esta variante presenta células columnares en
empalizada con polarizacién nuclear invertida y areas centrales laxas que
recuerdan el reticulo estrellado. En adicion a los cordones epiteliales
interconectados pueden observarse hojas de células neoplasicas. En comparacion
a la variante folicular, la formacion de quistes es poco comun. Asimismo, la
neoplasia se encuentra soportada por un estroma rico en fibras colagenas

maduras que varia en densidad y forma septos bien vascularizados."? Imagen 5.
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5.4.2. Ameloblastoma tipo folicular acantomatoso

Es el tipo mas comun del ameloblastoma y se caracteriza por la presencia de
extensas areas de queratinizacién individual o grupal dentro de las islas
neoplasicas, en algunas ocasiones el tamafo de las perlas y globos cérneos es tal
que ocupa la totalidad de los foliculos." (ver Fig. 6) Samir y cols. en 2013 realizan
un analisis de la expresidn de citoqueratinas acidas en los ameloblastomas
estableciendo diferencias inmunofenotipicas con citoqueratinas independiente a
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los hallazgos microscopicos.>*’” Los Amb con diferenciacién escamosa presentan
generalmente un patrén histolégico folicular, aunque también han sido observadas
en la variante plexiforme. Esta variante de Amb los incluye como diagndsticos
diferenciales al tumor odontogénico escamoso y al carcinoma de células

escamosas, este Ultimo con evidentes caracteristicas de malignidad.™

Figura 6. Fotomicrografia de ameloblastoma tipo folicular variante acantomatosa con

perlas de queratina (flecha) (Fuente directa)

5.4.3. Ameloblastoma tipo folicular con células granulares

Este tipo de Amb presenta en la pocion central de las islas neoplasicas una
cantidad abundante de células con citoplasma eosindfilo claro y granular.® La
presencia de células granulares en los ameloblastomas es poco frecuente; sin
embargo, su aspecto histolégico es muy caracteristicos ya que estas células se
encuentran remplazando las areas de reticulo estrellado en los foliculos, y en
ocasiones pueden identificarse islas formadas unicamente por células granulares.
Se han realizado estudios ultraestruturales e inmunohistoquimicos que confirman
un aumento en el numero de lisosomas lo que le da el aspecto granular a las

células tipo reticulo estrellado. ' Fig. 7
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Imagen 7. Ameloblastoma tipo folicular con células granulares (flecha)

(Fuente directa)

5.4.4. Ameloblastoma tipo folicular de células basales

Presenta en la pocidn central de las islas neoplasicas una gran cantidad de
células basdfilas oscuras que presentan escaso citoplasma y semejan a esas
células observadas en el carcinoma de células basales. Pocos reportes se han
hecho sobre los ameloblastomas de células basales, esta variante histologica al
igual que las demas, presenta los 3 tipos celulares, generalmente crece en un
patron folicular con estroma hialinizado. Las islas de epitelio pueden no presentar
reticulo estrellado, sin embargo, en la periferia del tumor pueden observarse de

manera focal células columnares en empalizada.'™

5.4.5. Ameloblastoma folicular tipo desmoplasico.

Este tipo de ameloblastoma particularmente se ha clasificado asi por la
caracteristica del estroma, ya que es extremadamente denso, la colagena se
arregla en gruesos haces que se entremezclan con las islas epiteliales.” La
colagena perifolicular sugiere que el estroma denso no es tejido cicatrizal. Sin

embargo, se han identificado metaloproteinasas de la matriz extracelular.’*
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Las células e incluso las islas y los cordones epiteliales tienen un aspecto
ahusado y poligonal debido a la densa y gruesa proliferacion estromal que los
comprime, motivo por el cual en ocasiones es imposible distinguir la polaridad y
morfologia columnar de las células periféricas. El desarrollo de la desmoplasia
promueve la resorcidon y erosidon de la superficie ésea lo que genera un patrén

radiografico mixto. > fig. 8.

Imagen 8. Ameloblastoma tipo folicular desmoplasico (flecha desmoplasia) Fuente directa

5.4.6. Ameloblastoma uniquistico

Desde hace cuatro décadas y debido a sus -caracteristicas clinicas,
radiograficas e histopatolégicas, el ameloblastoma uniquistico (AmbU) fue
reconocido como un subtipo distintivo de ameloblastoma. Este subtipo de
ameloblastoma es el mas comun de todos y esta asociado con frecuencia a
dientes retenidos o impactados.’

Responde satisfactoriamente a tratamientos conservadores en comparacion al
convencional que requiere de una cirugia mas extensa. Se ha dividido en 3
subtipos de acuerdo al patrén de proliferacion que presenta el epitelio que recubre
la cavidad quistica: luminal, intraluminal y mural, desde entonces se ha tomado
como un acuerdo general que los primeros 2 subtipos responden a un tratamiento
conservativo debido a que no penetran la pared del quiste por lo que pueden
tratarse como tal; mientras que el subtipo mural debe ser tratado como un
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ameloblastoma convencional infiltrante.™* Fig. 9 En el 2000 se determiné que la
infiltracidn mural de un ameloblastoma uniquistico presenta recurrencia después
de un tratamiento quirdrgico conservativo en comparacion a las variantes luminal e

intraluminal

@ Luminal

0

Mural

Intraluminal

Figura 9. Esquema de los tipos de proliferacion en el Ameloblastoma uniquistico. (fuente directa)

5.4.7. Ameloblastoma Extraéseo o Periférico

Es una neoplasia benigna que se presenta en los tejidos blandos de la encia o
proceso alveolar edéntulo, mostrando caracteristicas microscopicas de
ameloblastoma. Es poco frecuente y la media de edad es de entre los 50 y 54
afnos, con una ligera predileccion por el sexo masculino. La localizacidon mas
frecuente en los tejidos blandos es el area retromolar mandibular, seguida por la
tuberosidad del maxilar. Se presenta como un aumento de volumen asintomatico
con superficie nodular y de un color mas oscuro a la mucosa adyacente.
Radiograficamente presenta erosidn o6sea. Su recurrencia es rara y se han

reportado casos de transformacion maligna.™™
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5.4.8. Ameloblastoma Metastatizante

El ameloblastoma metastatizante (AmbM) es un tumor que muestra caracteristicas
histologicas idénticas al ameloblastoma tanto en el tumor primario como en las
lesiones a distancia. El ameloblastoma con potencial metastasico es

histolégicamente indistinguible del ameloblastoma convencional.

En 1984 Slootweg y Muller propusieron el término “ameloblastoma maligno”
para describir a un ameloblastoma bien diferenciado que da metastasis pero que
conserva las caracteristicas citolégicas del tumor original, dejando como
carcinoma ameloblastico a un ameloblastoma con caracteristicas citolégicas de
malignidad. Los factores asociados al desarrollo del AmbM incluyen la larga
duracion del tumor, enfermedad local extensa, procedimientos quirurgicos
frecuentes y radioterapia.”™ Algunos postulan que el curetaje como opcidn
terapéutica puede contribuir al incremento de riesgo de enfermedad metastasica.
La mayoria de las metastasis son solitarias, pero pueden progresar a ser
multiples; la enfermedad pulmonar metastasica es multifocal afectando ambos
pulmones, otros o6rganos afectados incluyen a los nodos linfaticos, huesos
vertebrales, craneo, cerebro, diafragma, higado, riidn, bazo y tegumentos. De los
pacientes que mueren por la enfermedad, la media de sobrevida después del
descubrimiento de las lesiones a distancia es de 2 anos, aunque esto puede

variar, 1> 1838

Kunze y cols. describieron que el AmbM se desarrolla por lo general en la
mandibula de adultos jovenes destacando que la mayoria se los pacientes
tuvieron multiples procedimientos quirtrgicos por recurrencia.' Por lo que tanto la
recurrencia y/o persistencia de un Amb se ha propuesto como factor de riesgo a la
transformacion maligna y la diseminacion locoregional y a distancia. La
quimioterapia ha sido inefectiva pero una respuesta parcial a corto plazo ha sido

observada. ®%°
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5.4.9. Ameloblastoma atipico

El ameloblastoma atipico (AmbA) es una neoplasia ameloblastico considerada
limitrofe o borderline, designada asi por su conducta bioldgica e histopatologia.
Debido a su complejidad patolégica y la variacibn en los criterios entre
observadores, no se ha logrado postular criterios para su diagndéstico por lo que no
se encuentra dentro de la clasificacion de tumores odontogénicos de la OMS.

Lee J Slater en el 2004 hace mencion sobre algunos ameloblastomas que
presentan hiperplasia basilar y un aumento en el indice mitético como hallazgos
morfolégicos de malignidad, pero que no reunen todos los criterios histologicos
para ser llamados carcinomas, por lo que fueron designados como
“ameloblastomas atipicos” o “ameloblastomas proliferativos”.

Como intento para establecer criterios de diagnostico, Yu Lei y colaboradores
en el 2014 toman como referencia los siguientes parametros para el diagndstico
de AmbA: pérdida de la clasica diferenciacidn ameloblastica, incremento de la
estratificacién y pleomorfismo celular, menos de 2 mitosis por campo de alto poder

y ausencia de permeacion angiolinfatica o invasion perineural.'®*?
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Otras caracteristicas morfolégicas en los Amb se han encontrado; la presencia
de células espumosas con citoplasma claro amplio y vesiculoso dando el aspecto
de células mucosecretoras acompafados de formaciones pseudoductales en los

foliculos neoplasicos. Fig. 10.

Imagen 10. Ameloblastoma folicular A. formacién de pseudoconductos (flechas negras), B. Células
mucosecretoras en Amb (flecha verde) (Fuente OSU 2016-3542)
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5.5. Carcinoma ameloblastico

El carcinoma ameloblastico (CAmb) es una neoplasia epitelial odontogénica
maligna poco frecuente. Existen muy pocos estudios relacionados con este tumor,
lo que dificulta predecir la conducta bioldgica y los factores prondsticos, asi como
el disefio de protocolos para tratamientos especificos. Estas neoplasias pueden
llegar a tener un grado de desdiferenciacién tan importante que morfolégicamente

semejan un carcinoma poco diferenciado, o un sarcoma.'®?° Figura 11

Convencional Células claras

Carcinoma
ameloblastico

Células
ahusadas

Fig. 11. Clasificacion histologica del CAmb (Fuente directa)

El CAmb es considerado como la contraparte maligna del ameloblastoma;
multiples clasificaciones se han propuesto desde su primera descripcion por Loose
en 1913 como: “carcinoma epidermoide central de la mandibula”. Sin embargo, fue
hasta 1971 que Pindborg y cols. clasificaron a estas neoplasias en tres grupos:
ameloblastoma maligno, carcinoma primario intrabseo y carcinomas que se
desarrollan a partir de epitelio odontogénico incluyendo a los epitelios quisticos.
Anos mas tarde Elzay, Slootweg y Muller modificaron esta clasificacion con base
en las caracteristicas morfolégicas del tumor primario y las metastasis.' En 2009
Kruse y cols. propusieron una subclasificacion de los tres tipos de acuerdo a la

presencia de metastasis y las caracteristicas morfoldgicas de éstas.'®?

Las caracteristicas histopatolégicas del CAmb combinan las de un

ameloblastoma con atipia celular, sin embargo, el aumento en el numero de
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mitosis, la presencia de necrosis intratumoral, permeacion linfovascular e
infiltracion a espacios perineurales o intraneural son un hallazgo frecuente.

La atipia celular comprende parametros observados en otros carcinomas como
pérdida de la relacidn nucleo-citoplasma, pleomorfismo nuclear y celular,
anisonucleosis, anisocitosis, nucléolos prominentes, cromatina compacta y
vesiculosa, asi como aumento en la estratificacion de la empalizada periférica, en
cuanto al estroma intratumoral tiende a ser mas hialinizado al igual que en el
frente de invasion, sin embargo, en este ultimo la presencia de desmoplasia es
variable. Fig 12. Julia A. Wooglar establece parametros histologicos para el
diagndstico de CAmb como: 2 mitosis por campo de alto poder en areas de alto
grado, presencia focal de epitelio ameloblastico, atipia citolégica, necrosis,
permeaciéon vascular e invasion neural. Aunque estos parametros son importantes
en el diagndstico, algunas neoplasias no cuentan con todos estos parametros por
lo que se ha vuelto necesario el caracterizarlos con estudios de biologia

molecular.'®

Fig 12. Carcinoma ameloblastico (Fuente directa)

En 2011 Kamath y cols. clasificaron a los CAmb con base en las caracteristicas
citolégicas en cuatro variantes: ameloblastica (convencional), de células

granulares, de células claras y células fusiformes o sarcomatoide. ® Fig. 13
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Fig 13. Carcinoma ameloblastico con claras (Flechas células claras) (fuente directa)

Las teorias para la histogénesis de los CAmb se han enfocado en todos los
procesos moleculares que pudieran estar involucrados la transformacion maligna
que sufren los restos epiteliales de la lamina dental y del 6rgano reducido del
esmalte para las neoplasias primarias de novo; mientras que, a partir del epitelio
de quistes maxilares, la recurrencia o persistencia de tumores odontogénicos
epiteliales condiciona la presencia del carcinoma ameloblastico secundario.’>""'8
Varios genes se han involucrado en el mecanismo que sufre para transformarse
en genes especificos que intervienen en los siguientes procesos: transcripcion,
transduccion de sefales, regulacién del ciclo celular, apoptosis, desdiferenciacion
celular y angiogénesis."'® La inestabilidad cromosémica se ha reportado de
manera aislada en los ameloblastomas con pérdidas en los cromosomas 10 y 2,
asi como aneuploidias que han sido atribuidas a su potencial maligno. 10,17

En los analisis gendmicos la metilacion de CpG de P16 ha sido observada en

(1-3

todas las muestras de carcinoma ameloblasticos. ) Recientemente se ha

demostrado por hibridacién genémica comparativa una amplificacién en 5q13. 3
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5.6. Amelogenina

La Amelogenina (Amg) es la proteina de matriz extracelular mas abundante
secretada por los ameloblastos durante la biomineralizacién del esmalte dental.®”

El esmalte esta formado por un proceso de mineralizacién altamente conservado
evolucionariamente y que es controlado por proteinas de la matriz extracelular.
Durante el estadio de secrecion, los ameloblastos secretan 3 proteinas
principalmente: amelogenina, ameloblastina y enamelina. El cromosoma humano
4 contiene el closter de los genes de la matriz del esmalte que estan localizados
proximalmente al closter que les pertenece a los genes SIBLING relacionados con
el hueso y la dentina. Sin embargo, los genes que codifican para la amelogenina
se encuentran en los cromosomas sexuales y estan altamente conservados en al

menos 26 especies de mamiferos.?'>?

Gen de amelogenina (cromosoma X de ratén)

Exon
1 2 3 45 6 7 8 9
| Intron I 11 . I I I_
56 66 48 42 45 438152\45110 bp
Exon 6 6a 6c
72 246 45 75 bp

Fig. 14. Esquema del gen de amelogenina

Los dos genes de Amg estan localizados en el cromosoma X (Amelx) y el
cromosoma Y, (Amely). En los humanos el numero de transcriptos de Amely son
casi el 10% de los que tiene Amelx. En un andlisis de coensamblaje vy
colocalizacion de las proteinas ameloblastina y amelogenina realizado por
Parichita Mazmder y cols. describen que la inactivacion del gen de la

ameloblastina condiciona no solo la pérdida total de su produccién en el
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ameloblasto, sino que también disminuye los niveles de expresion de la
amelogenina. Sin embargo, la manifestacion de ambas proteinas fue observada
hasta que la expresion de la amelogenina terminé hasta el estadio de maduracién
de los ameloblastos. %12

Estudios recientes refieren que las amelogeninas poseen multiples funciones, no
sélo en la mineralizacion de la matriz extracelular del esmalte, sino también como
moléculas de sefalizacion en las células mesenquimales del tejido periodontal y la

osteoclastogénesis.>?
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5.7. Sex determining region-Y-related high mobility group box2
(Sox2)
Sox2 es una proteina que pertenece a la familia de proteinas SRY del grupo de la
alta movilidad caja 2, que son factores de trascripcion de alta movilidad esenciales
para el mantenimiento y desarrollo de las células troncales embrionarias (CTE).
Sox2 es un factor de transcripcion expresado en células pluripotentes inducidas
(CPi) a partir de fibroblastos. Se ha asociado con el desarrollo de carcinomas en
pulmén, eséfago, pulmén y de origen odontogénico como el CAmb.*® Actualmente
se sabe que esta proteina participa en la regulacién y organizacion de genes
involucrados en el desarrollo embrionario normal y procesos de malignidad. ©*
Sox2 posee 317 aminoacidos, y en varios sitios puede ser modificada
postraduccionalmente a través de fosforilacion, acetilacion, ubiquitizacién,
metilacion, sumoilacion y cada una de estas modificaciones condiciona diferentes
comportamientos de la proteina. ©® Se ha descrito s6lo un transcripto de Sox2, y
sus las actividades son variables debido a las modificaciones traduccionales vy

postraduccionales.’***

La amplificacion de Sox2 en algunos tipos de carcinomas se ha relacionado
con procesos de malignidad celular y el comportamiento clinico de las neoplasias;
La sobreexpresion de esta proteina en las células tumorales presenta un
pronéstico desfavorable, ya que se ha demostrado una diminucién en la sobrevida
de los pacientes.*®

Por otro lado, Sox2 también participa en varios procesos fisioldgicos,
incluyendo el desarrollo embrionario y postnatal, lo que ha conducido al estudio de
multiples vias de sefializacion asociadas con la activacion y regulacion de esta
proteina. Estudios recientes demuestran que Sox2 es regulado por una gran
cantidad de moléculas. **>*° Fig. 15

Con respecto a la regulacién de la expresion genética que presenta Sox2 a
través de su union directa al ADN, los efectos son variables; modificaciones en la
actividad celular, procesamiento de acidos nucleicos (ADN y ARN), organizacion y

ensamblaje de la cromatina.®
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Fig.15 Las vias de transduccién de sefiales implicadas con Sox2. Tomado de Liu K. %9
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5.8. Octamer-binding transcription factor 4 (Oct4)

El gen de Oct4 humano puede generar tres transcriptos (Oct4A, Oct4B y Oct4B1)
y cuatro isoformas de proteinas (Oct4A, Oct4b-190, Oct4B-265 y Oct4B-164) a
través de splicing alternativo. Oct4A es altamente expresado en células troncales
embrionarias humanas (CTEh) regulando la autorenovacién de células
pluripotentes. Oct4B al igual que Oct4A se expresan en bajos niveles en células
pluripotenciales asi como en multipotenciales que exhiben caracteristicas de
troncalidad; Sin embargo, Oct4A es mucho mas abundante en CTEh en
comparacion a Oct4B; adicional a esto Oct4A es nuclear mientras que Oct4B es
citoplasmatico. 3+°°

Oct4 también conocido como Oct3 u Oct3/4 esta codificado por el gen
Pou5f; Oct4 pertenece a la familia de los factores de transcripcion POU, que
incluyen algunos prototipos como Pit-1, Oct1 y Unc-86, cada uno de los catorce
miembros de la familia POU contiene dominios POU bipartita bien conservados
que consisten de 150 a 160 aminoacidos y son responsables para la unién al
DNA. Los dominios POU de Oct4 consisten en subdominios especificos de
sesenta aminoacidos y homodominios de setenta aminoacidos que estan
separados por un ligando flexible de 17 aminoacidos. Estos dos subdominios unen
a Oct4 con el ADN. %

Oct4B ha mostrado expresion en varias lineas celulares somaticas mientras

que Oct4A es negativo a todas ellas, en resumen, Oct4A posee como unica
funcién el mantenimiento de la auto-renovacion en las CTE.>>>*
Oct4 es una proteina de 352 aminoacidos que pertenece a la clase V de los
factores POU expresada en las células totipotenciales. Los mRNA de Oct4A y
Oct4B codifican para la familia PUO que son proteinas que comparten un dominio
de uniéon DNA, cuya diferencia son las secuencias del N terminal; Debido a esto,
las funciones de Oct4 se han considerado como un activador transcripcional.?

Como se ha descrito con anterioridad, las células pluripotenciales tienen
como funcion mantener la proliferacion y diferenciacién celular en la etapa

embrionario por medio de cascadas de sefializaciones moleculares. >3
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La proteina de Oct4 se presenta desde la fertilizacion hasta el crecimiento y
desarrollo fetal. La expresion embrionaria de Oct4 inicia desde segmentacion a
hasta la moérula. Sin embargo, estudios recientes reportan que esta proteina esta
presente en el trofoblasto y epiblasto del blastocisto temprano y continua durante

la etapa presomitica. *® Fig. 16

Mérula Blastocisto temprano Blastocisto tardio
a
Sox2 y Oct4 N o < ¥\
indispensable para la ( - Sox2 y Oct4 ( 9

transicion ) necesario. 1

morfoldgica. \ \
- 7 S — N
—

Fig. 16. Expresiéon de Sox2 y Oct4 en la etapa embrionaria. Fuente directa
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5.9. p-catenina

La B-catenina es una proteina que se expresa en muchos tejidos, esta implicada
en la regulacion y coordinacion de la adhesion celular y la transcripcidn de genes.
Mientras tanto, actia como un transductor de sefal intracelular en la via de
senalizacion Wnt donde desempefia un papel esencial en el desarrollo
embrionario, mantenimiento de las células troncales y también en la
carcinogénesis.®’ Se ha identificado la expresién de p-catenina en los
componentes del germen durante la morfodiferenciacién e histodiferenciaciéon

dental.>®’

La sefalizacion Wnt y su importancia en multiples estadios de la
odontogénesis ha sido bien reconocida y es observada especificamente en la
lamina dental y el ectomesénquima. La activacion canonica de p-catenina en
células embrionarias es necesaria para la proliferacion, supervivencia, migracion y
diferenciacion celular. Sathi y cols. en 2007 mostraron la acumulacion de B-
catenina junto con otras proteinas en el ameloblastoma de células granulares
estableciendo que estas células sintetizan las moléculas de sefializacién pero que
la secrecion y transportacion es dada por la acumulacion dentro del citoplasma
como autofagosomas. Siriwardena y cols. en un estudio encontraron la expresion
aberrante en nucleo de p-catenina en Amb y CAmb. La desregulacion de la
sefalizacion de B-catenina es un evento importante en el desarrollo de varios
tumores malignos como carcinomas en el colon, higado, ovario, endometrio,
prostata meduloblastomas, melanomas y recientemente en odontogénicos, asi
como en tumores benignos como pilomatricomas y ameloblastomas por mencionar
algunos. Las mutaciones de B-catenina estan implicadas en la proliferacion vy

muerte celular de las neoplasias.>®’
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6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de los estudios moleculares y propuestas en la caracterizacién de los Amb
y CAmb, no se han establecido claramente los procesos patolégicos que
intervienen en la progresion y prondstico, asi como los factores que condicionan la
transicion de ameloblastoma a carcinoma ameloblastico. Sin embargo, a partir de
la evidencia que se tiene con base en su conducta biologica y tendencia a la
recidiva, se han propuesto la activacion y supresion de genes por medio de vias

de senalizacion, asi como mutaciones especificas.

El avance en las técnicas de biologia molecular, ha permitido estudiar
factores de transcripcién involucrados en la patogénesis de los tumores
odontogénicos, se ha propuesto su participacion activa en los procesos de

tumorogénesis, recurrencia y transformacion maligna.

7. JUSTIFICACION

Evaluar la expresién de SOX2 y Oct4A; cada uno de estos pertenece a una familia
de factores de transcripcion con una funcion clave en el desarrollo de varias
neoplasias y el mal pronéstico de estas. -catenina y la proteina de la matriz del
esmalte amelogenina en ameloblastomas y carcinomas ameloblasticos, puede
contribuir a definir las caracteristicas morfolégicas y moleculares de los Amb con
respecto a los CAmb, asociando las caracteristicas histolégicas con las
inmunofenotipicas para identificar de manera mas objetiva los procesos de

transformacion maligna.

8. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es la expresion inmunohistoquimica de los factores de transcripcion Sox2,
Oct4A, B-catenina y la proteina de la matriz del esmalte amelogenina en muestras

de ameloblastomas y carcinomas ameloblasticos?
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9. HIPOTESIS

La expresion inmunohistoquimica de los factores de transcripcién Sox2, Oct4Ay la
proteina de adhesién B-catenina sera mayor en el CAmb en comparacion de los
Amb, mientras que la proteina de la matriz del esmalte amelogenina presentara

mayor expresion en los Amb con respecto a los CAmb.

10. OBJETIVO GENERAL

Determinar la expresién inmunohistoquimica de los factores de transcripcion Sox2,
Oct4A, B-catenina y amelogenina en muestras de ameloblastomas y carcinomas

ameloblasticos.

10.1. Objetivos especificos

e Determinar la localizacién e intensidad de la inmunorreaccion para Sox2,
Oct4A, [-catenina y amelogenina en muestras de ameloblastomas y
carcinomas ameloblasticos.

e Determinar la proporcién de la inmunorreaccion para Sox2, Oct4A, f3-
catenina y amelogenina en muestras de ameloblastomas y carcinomas
ameloblasticos.

e Comparar la inmunorreaccion con Sox2, Oct4A, B-catenina y amelogenina

entre ameloblastomas y carcinomas ameloblasticos.
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11. DISENO DEL ESTUDIO.

11.1. Tipo de estudio:

El presente estudio es transversal observacional.

11.2. Universo del estudio

Todas las muestras de Amb y CAmb en el servicio de diagndstico histopatoldgico
del Departamento de Patologia, Medicina Bucal y Maxilofacial de la Division de
Estudios de Posgrado e Investigacibn e Investigacion de la Facultad de
Odontologia UNAM, en un periodo comprendido de enero de 2005 a noviembre de

2015. Asi como también las provenientes de colaboradores.

11.3. Tamaino de la muestra

La seleccion de la muestra fue la total disponible. Se revisaron las solicitudes y los
diagndsticos histopatolégicos de las bitacoras del Laboratorio de Patologia Bucal
en busqueda de todos los tipos de Amb y CAmb diagnosticados en el servicio de
diagndstico histopatolégico. En el periodo comprendido de enero de 2005 a
noviembre de 2015 se encontraron 8847 especimenes diagnosticados, de todos

los casos analizados 114 fueron ameloblastomas.

Se solicitaron y registraron los casos que contaron con bloque de parafina y
laminilla en el “Instrumento de recoleccion de datos” Anexo 1, donde también se
registraron los siguientes datos: género, edad y localizaciéon del tumor, dando un
total de 84 casos de los que 32 cumplieron con los requisitos de inclusion.

De todas las muestras del Departamento de Patologia, Medicina Bucal y
Maxilofacial de la UNAM y de las instituciones colaboradoras solo se solicitaron 6
cortes en laminillas salinizadas, por lo que el material nunca sali6 de las
dependencias. Asi mismo los unicos datos clinicos solicitados de cada caso

fueron: edad, género y localizacién del tumor. Ver Anexo 5

pag. 34



-

11.4. Criterios de inclusién

. Todos los casos con diagndstico histopatolégico de ameloblastoma y
carcinoma ameloblastico de enero del 2005 a noviembre del 2015

. Todos los casos de ameloblastomas que cumplan con los criterios

histopatoldgicos propuestos por Vrickers y Gorlin.

. Todos los casos de carcinoma ameloblastico que cumplan con al menos 3

de los criterios histopatoldgicos propuestos por Wooglar.

. Los casos de Amb y CaAmb que cuenten con suficiente tejido en el bloque

de parafina para los niveles solicitados.

11.5. Criterios de exclusién
. Los casos que histolégicamente se observen con inflamacion severa.
. Los casos que durante el procesamiento se dafie y pierda tejido o

presenten algun tipo de artefacto.

11.6. Criterios de Eliminacion

. Bloques que durante los niveles de corte se pierda el area representativa
del tumor a estudiar.

. Los casos que no tengan una recuperacion antigénica optima para la

técnica de inmunohistoquimica.

pag. 35



12. VARIABLES DEL ESTUDIO

VARIABLE

Ameloblastoma

INDEPENDIENTE

Carcinoma

Ameloblastico

INDEPENDIENTE

Sox2
DEPENDIENTE

Oct4
DEPENDIENTE

Amelogenina
DEPENDIENTE

B-catenina
DEPENDIENTE

DEFINICION CONCEPTUAL

Neoplasia odontogénica

epitelial benigna de lento
crecimiento, localmente
agresiva de los maxilares con

un alto indice de recurrencia

Neoplasia epitelial maligna
que combina las
caracteristicas citologicas de
un ameloblastoma con las de

atipia celular.

Proteina que pertenece a la
familia de los factores de
transcripcién implicada en el
desarrollo temprano y
mantenimiento de CTE vy

CTC

Factor de transcripcion.
Implicado en el
mantenimiento de las CTE y
CTC

-Proteina mas abundante de
la matriz extracelular
secretada por ameloblastos
diferenciados.

-Proteina de adhesion
celular, que en condiciones
patolégicas esta implicada en
vias de sefializacion en

procesos neoplasicos.

Tabla 2. Variables del estudio. Fuente Directa

DEFINICION OPERACIONAL

Ameloblastoma (Amb)
Se diagnosticaron como
ameloblastomas a los tumores
odontogénicos que cumplieran
con los criterios histoldgicos
propuestos por Vrickers y Gorlin

Carcinoma ameloblastico
(CAmb)

Se diagnosticaron como
ameloblastomas a los tumores
odontogénicos que cumplieran
con los criterios histoldgicos

propuestos por Wooglar.

N. Nuclear

(@]

. Citoplasma
M. Membrana

N. Nuclear

(@)

. Citoplasma
M. Membrana

N. Nuclear

(@]

. Citoplasma
M. Membrana

N. Nuclear
C. Citoplasma
M. Membrana

FUENTES DE
INFORMACION

Clasificacion
histopatolégica de
la OMS 2017.

Clasificacion
histopatoldgica de
la OMS 2017.

-Software ImageJ

-Software ImageJ

-Software ImageJ

-Software ImageJ

M
POSGR/TDO

CATEGORIA

CUALITATIVA NOMINAL

CUALITATIVA NOMINAL

ORDINAL CUANTITATIVO
(PROPORCION DE
CELULAS)

NOMINAL
(LOCALIZACION DE LA
EXPRESION)

ORDINAL CUANTITATIVO
(PROPORCION DE
CELULAS)

NOMINAL
(LOCALIZACION DE LA
EXPRESION)

ORDINAL CUANTITATIVO
(PROPORCION DE
CELULAS)

NOMINAL
(LOCALIZACION DE LA
EXPRESION)

ORDINAL CUANTITATIVO
(PROPORCION DE
CELULAS)

NOMINAL

(LOCALIZACION DE LA
EXPRESION)
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13. MATERIALES Y METODOS
13.1. Analisis de las muestras con histoquimica

Se solicitaron seis niveles del bloque de parafina con un grosor de 4 um sobre
laminillas previamente silanizadas; De las cuales una se emple6 para la tincion
hematoxilina-eosina y cinco para realizar la técnica de inmunohistoquimica. Las
preparaciones tefiidas con HyE fueron utilizadas para clasificar a las muestras
histolégicamente, asi como para la obtencion del indice de Kappa. La
determinacién del tipo de ameloblastoma y las caracteristicas histolégicas se
registraron en el instrumento “Clasificacion Histologica” (Anexo 2).

El diagndstico de ameloblastoma se emitié cuando la neoplasia cubrid los criterios
propuestos por Vrickers y Gorlin (presencia de células columnares basales, nucleo
hipercromatico en empalizada, polarizacion invertida, membrana basal hialina y
localizacion), para designar el tipo se utilizé la clasificacion de la OMS.

Para los casos de carcinoma ameloblastico se tomaron en cuenta que los
tumores cumplieran con al menos tres de los criterios propuestos por Wooglar (2
mitosis por campo de alto poder en areas de alto grado, presencia focal de epitelio
ameloblastico, atipia citolégica, necrosis, permeacion vascular e invasion neural).
Para cada una de las entidades analizadas, se realiz6 la prueba de concordancia
entre el tutor Dr. Javier Portilla Robertson y el alumno Roberto Onner Cruz Tapia.
Asi mismo, un patdlogo oral y maxilofacial externo que en este caso fue el Dr.
Brad W. Neville corroboré los diagnésticos; La comparacion de los datos se realizo
mediante la prueba estadistica Kappa con un instrumento de recoleccién (Anexo
3) obteniendo un indice de concordancia entre alumno y tutor de 0.95 para Amb, y
0.93 para CAmb, teniendo como resultado final un indice de 0.94. Las
observaciones se realizaron con un fotomicroscopio Leica DM750 y el software
Leica LAZ.
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13.2. Técnica de inmunohistoquimica

La técnica de inmunohistoquimica (IHQ) se estandarizé para cada uno de los
anticuerpos y asi obtener la dilucion adecuada. Se utilizaron como controles
positivos los siguientes tejidos: vellosidades coridnicas para Sox2, tumor germinal
mixto en el area del seminoma para Oct4A, germen dental en el 6rgano reducido
del esmalte para amelogenina, intestino delgado para B-catenina (Tabla 3). El
procedimiento consistié en desparafinar en xilol las laminillas y rehidratar en bafos
secuenciales de alcohol a diferentes concentraciones y lavar en agua destilada
desionizada, se realiz6 la recuperacion antigénica en buffer de citratos con pH 6 al
0.1M vy se llevé al horno de microondas por 5 minutos a potencia 100 y 15 minutos
a potencia 50 en bafio maria. Se realizaron 2 lavados con PBS cada uno por 5
minutos, se inhibié la actividad de la peroxidasa enddgena con perdxido de
hidrogeno al 3% incubandolos por 20 minutos en camara humeda; se hicieron 2
lavados de PBS por 5 minutos y enseguida se permeabilizé con Tritdn-X10 al
0.2% durante 20 minutos y se lavaron nuevamente 2 veces con PBS de 5 minutos.
Posteriormente se realiz6 la incubacion para el bloqueo de marcaje inespecifico
con PBS-albumina al 0.2% durante 20 minutos en camara humeda, se realizaron 2
lavados de PBS de 4 minutos. Se colocaron los anticuerpos primarios: Sox2,
Oct4A, pB-catenina y amelogenina con las disoluciones previamente
estandarizadas en los controles: 1:200, 1:400, 1:200,1:200 respectivamente.
(Tabla 3) Se colocaron en la camara humeda con sellado hermético durante 24
horas a 4°C. Después de la incubacién con el anticuerpo primario se realizaron 3
lavados de 4 minutos para incubar el anticuerpo secundario.

El anticuerpo secundario utilizado fue anti-mouse/rabbit que se incubd por 20
minutos a temperatura ambiente y 2 lavados en PBS de 4 minutos, se prosiguio a
la incubacién con HRP en camara humeda por 10 minutos seguido de 2 lavados
con PBS de 4 minutos. Se empled diaminobencidina (DAB) como revelador de
cromogeno y se colocd a cada tejido durante 5 minutos; Después de aplicar el
DAB, se lavaron las laminillas con agua corriente durante 5 minutos,

posteriormente se realizé contratincidn con hematoxilina durante 5 minutos mas.
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Después de ser retiradas las preparaciones de la contratinciéon se enjuagaron con
agua corriente para iniciar el montaje, el cual consisti6 en deshidratar las
preparaciones con alcohol y xilol a diferentes concentraciones para finalizar la

colocacién del cubreobjetos con resina hidrofébica.

Anticuerpos, dilucion y controles positivos.

Anticuerpo Clona/Catalogo Tipo Dilucion Control Control positivo

C52GG3 Tumor
Oct4A /2890 Rabbit 1:400 germinal mixto
Cell Signaling Monoclonal (seminoma)
Technology®
E4/SC-365823 Mouse Vellosidades
Sox2 Santa Cruz® Monoclonal 1:200 coriénicas
Biotechnology 19G4 (placenta)

F-11/SC-365284

Santa Cruz® Mouse Foliculo dental
Amelogenina Biotechnology Monoclonal 1:100 (OR del
19G4 esmalte)
Rabbit 1:200
B-catenina EP35/ bsb5080  Monoclonal Epitelio Sano
Bio SB® 1gG (Mucosa oral)

Tabla 3. Fuente directa
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13.3. Analisis de la inmunorreaccion

La inmunorreaccion de las células se analizé por medio del programa ImageJ®
version 1.46, ajustado a la escala micrométrica, en un microscopio 6ptico de la
marca Leica DM750 con camara digital para el analisis de imagen por
computadora seleccionado para fines de este estudio, el numero total de células
por campo Yy el porcentaje de células positivas. Parra determinar la proporcién de

cuelas positivas se empled la siguiente férmula

Se tomaron 5 fotomicrografias a 40x de las areas con un mayor numero de células
positivas a cada marcador IQH. Las imagenes fueron guardadas en formato “.jpg”
para su posterior analisis. Se realizé la cuantificacion de maximo 100 células
neoplasicas tefidas de color marréon (positivas) con la herramienta “Multi point”. Se
procedié a convertir las fotografias a escala de grises ya marcadas para conteo
celular y cambio de pixeles a 2.0 obteniendo las densidades opticas. Para obtener
las categorias de inmunoexpresién nulo (0), leve (+), moderado (++) e intenso
(+++), se procedio a calibrar por medio de escalas de grises asignando por rangos

de densidad éptica a cada una de las categorias de inmunoexpresion.

Para determinar la localizacion de la inmunoexpresion, se observaron todas las
laminillas escaneando todo el tejido a 40x en un microscopio 6ptico de la marca
Leica DM750 registrando su patron de expresion en la base de datos como (N)
para nucleos, (C) para citoplasmas y (M) para membranas, asi mismo si su

reaccion era mixta se colocaron las letras correspondientes.

13.4. Plan de analisis

Los resultados obtenidos se analizaron a través de medidas de tendencia central y
dispersidon para describir a la poblacién, mientras que el analisis comparativo por
medio de una prueba no paramétrica U de Mann Whitney para ver asociacion

entre grupos, tomando una P <0.05 como significativo.
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13.5. Aspectos éticos

De acuerdo en la declaracion de Helsinki adoptada en 1964 en Finlandia y
enmendada en 2013 en Brasil el presente proyecto no requiere consentimiento
informado ni aprobacion por el comité de ética debido a que no se llevara a cabo

en seres Vivos.

13.6. Recursos

Este proyecto fue financiado con recursos economicos derivados del
programa PAPIIT IN223414.
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14. RESULTADOS

14.1. Estadisticos descriptivos.

Se analizaron un total de 32 muestras, de las cuales 18 correspondieron al grupo

de Amb, mientras que 14 al grupo de CAmb.

De las 18 muestras de ameloblastoma analizadas, el 83% fueron obtenidas
de pacientes masculinos el 17% del femenino. La edad promedio de que los
pacientes en los cuales se obtuvo la muestra (biopsia o reseccion) fue de 28.1
afnos con una desviacion estandar DE +12.9. La localizacién anatdomica de donde
se obtuvo una mayor cantidad de muestras fue la mandibula en un 95%

comparada con el 5% en los maxilares. Grafica 1

Género

d Masculino & Femenino

Grafica 1. Representacion del género en la muestra. Fuente directa

Catorce muestras de carcinoma ameloblastico en total fueron analizadas en
este estudio, de las cuales el 57% de ellas correspondieron al género masculino y
43% al femenino. La edad promedio en la que los pacientes fueron intervenidos

fue de 58.6 afios con una DE +18.6. La localizacion anatomica que predominé fue
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similar a la de los ameloblastomas, las muestras mandibulares representaron el

86% y las maxilares el 14%. Grafica 2

GENERO, TUMOR Y AREA ANATOMICA
AFECTADA

B Ameloblastomas M Carcinomas ameloblasticos

57%

83% 43%
17%

14%
95%
LA

HOMBRES MUJERES MAXILA MANDIBULA

Grafica 2. Representacion del tipo de tumor y area anatomica afectada.
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14.2. Hallazgos histopatolégicos de la muestra

La observacion microscopica de las 18 muestras de Amb se realizé con la técnica
de histoquimica HyE, las cuales fueron analizadas y categorizadas con base en
sus caracteristicas histopatologicas en tipos y variantes segun la OMS.

Del grupo de Amb, 12 muestras (67%) se clasificaron como
ameloblastomas convencionales debido a que se traté de neoplasias con dos
patrones de crecimiento histologicos: folicular (8 muestras) y plexiforme (4
muestras). Hubo 2 tumores que presentaron combinacién de ambos patrones vy
que, ademas exhibian caracteristicas citoldgicas de atipia como pérdida focal de la
empalizada periférica y la polaridad nuclear invertida, duplicacién del estrato basal
y mitosis. En algunas areas se identifican células de poligonales a redondas con
citoplasma moderado, nucleos redondos con picnosis y cromatina compactada.
Las variantes histolégicas que se reconocieron en los Amb foliculares fueron 2
muestras con metaplasia escamosa en el centro de las islas (acantomatoso), una
muestra presentd extensa fibrosis estromal que condicionaba la compactacion de
los foliculos (desmoplasico) y otra muestra con presencia de células con
citoplasma amplio eosindéfilo y granula en las areas que semejan el reticulo
estrellado (variante de células granulares).

En el mismo grupo Amb, se clasificaron 6 neoplasias (33%) como AmbU
debido a que su patron de crecimiento era predominantemente quistico, sin
embargo, 3 de ellas presentaron proliferacion epitelial en islas y cordones de
diferentes tamafios dentro de la pared fibrosa por lo que se les designo con la
variante mural. Asi mismo, 2 muestras presentaron proyecciones hacia el espacio
luminal donde predominé el patrén plexiforme. Finalmente, solo una variante
intraluminal fue identificada presentando areas de grosor irregular en el epitelio
quistico donde la proliferacién de células se limitaba al epitelio de revestimiento sin
infiltrar la pared fibrosa o proyectarse al espacio luminal del quiste. Imagen 16

Como se menciond anteriormente, 14 muestras de carcinoma ameloblastico
fueron analizadas para este estudio y se clasificaron con base en los criterios
histopatolégicos de malignidad: mas de 2 mitosis por campo de alto poder en

areas de anaplasia, presencia focal de empalizada periférica, atipia citoldgica,
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presencia de necrosis, permeacion vascular e invasion neural. Sin embargo,
Wooglar y cols. dice que los CAmb pueden o no presentar todas las
caracteristicas que el describe y enfatiza que la permeacién a vasos e infiltracién
neural es solo un hallazgo, y debido a eso, para este estudio tomamos en cuenta
que las neoplasias presentaran al menos 3 de las caracteristicas de malignidad
para clasificarlas en CAmb, siendo la atipia citolégica, necrosis y presencia focal

de empalizada periférica los hallazgos mas frecuentes en la muestra. Imagen 16

Amb CAmb

g

Ry

Figura 17. A. Fotomicrografia de Amb, B. Fotomicrografia de AmbU con proliferaciéon mural, C.

Fotomicrografia de CAmb, D. Fotomicrografia de atipia celular y necrosis en CAmb
(Fuente directa)
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14.3. Hallazgos en la prueba de inmunohistoquimica

La expresion de los marcadores de inmunohistoquimica que se evaluaron en los
grupos se presentd en diferentes patrones considerando las siguientes
localizaciones: (N) para nucleos, (C) para citoplasma, (M) para membrana o (Mix)
para las diferentes combinaciones, haciendo un comparativo en los mismos
campos con los diferentes marcadores. Los patrones e intensidades fueron

diversos y se ejemplifican en la Figura 18.

Figura 18. A. Radiografia de Amb recurrente, B. Tincién de rutina HyE, C. Inmunoexpresién para -catenina,
D. Inmunoexpresion para Oct.4A, E. Inmunoexpresion para amelogenina, F. Inmunoexpresion para Sox2.

Fuente Directa: Departamento de Patologia Bucal UNAM
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En la Tabla 11 se ejemplifica la expresion que presentaron los diferentes tipos de tumores

analizados con los anticuerpos.

Amelogenina ___p-catenina ~ Sox2 ] Oct4A

Amb

AmbA

CAmb

nosTa i i ‘éi‘i‘“ Pt g g 7
I 0 V PuEeENEIET v/ F 4]

> o T S Rt
Tabla 11. Comparacién del patréon de expresion de los marcadores en muestras de Amb, AmbU, AmbA
(ameloblastoma atipico) y CAmb
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14.4. Localizacion de la expresion inmunohistoquimica en los Amb

La expresion del anticuerpo Amg en los ameloblastomas se presentdé en 2
patrones: predominantemente nuclear y de manera intensa con el 62%, el 42%
tuvo expresion en citoplasma, nucleo y membrana (mixto) con variable nivel de
intensidad. Tabla 4. El 59% de las muestras presento positividad a p-catenina en
patrones e intensidades siendo el citoplasma la localizacion mas frecuente con un
22%, la expresion unicamente nuclear se presentd en el 16% de los casos; de
igual manera, otro 16% de la poblacién presento positividad combinando varias
localizaciones como nucleo y citoplasma (mixto), el 5% de las muestras presenté
expresion en la membrana citoplasmatica. Ver Tabla 5

La expresidon considerada como positiva para el anticuerpo Sox2 en el estudio fue
exclusivamente en el nucleo de las células neoplasicas; donde solo el 11% de los
Amb presento reaccion con intensidad de leve a moderada. Tabla 6 La expresion

para Oct4A fue negativa en todas las muestras.

Localizacion e intensidad de la expresion de Amg en Amb

Casos Leve Moderado Intenso
Nivel de Positivos (+) (++) (+++)
Expresion n(%)
18 3 7 8
(100%)
11 2 5 4
Nuclear 62% 18% 54% 36%
7 1 2 4
Mixto 38% 15% 28% 57%

Tabla 4. Fuente directa
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Localizacién e intensidad de la expresion de B-catenina en Amb

Casos Positivos Leve Moderado Intenso

Nivel de n(%) (+) (++) (+++)
Expresién 12 (61%) 6 2 4
3 2 1 -
Nuclear 16% 67% 33% -
4 2 - 2

Citoplasma 22% 50% - 50%
1 - 1 -

Membrana 5% - 100%

4 2 - 2

Mixto 16% 50% - 50%
6 - - -
Negativo 41% - - -

Tabla 5. Fuente directa

Localizacién e intensidad de la expresiéon de Sox2 en Amb

No. Leve Moderado Intenso
Nivel de Casos (+) (++) (+++)
Expresién 2 (11%) 1 1
2 1 1 -
Nuclear 11% 50% 50% -
16 - - -
Negativo 89% - - -

Tabla 6. Fuente directa
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14.5. Localizacion de la expresion inmunohistoquimica en los CAmb

La localizacion para Amg en el grupo CAmb predominé en el nucleo con el 58% de
manera intensa, el 38% presento expresion leve en el nucleo y citoplasma, el 1%
restante fue negativo. Ver Tabla 7. La expresién para p-catenina en los CAmb fue
intensa en nucleo y citoplasma en el 35% de los casos, el 15% solo membranosa
y 15% solo citoplasmatica con una reaccion moderada en ambos casos, 15% de
los casos la expresion fue solo nuclear de manera intensa, y 20% fueron
negativos. Tabla 8.

La intensidad para Sox2 fue exclusivamente nuclear de manera intensa en el 30%
de los casos, el 8% presento positividad nuclear y citoplasmatica moderada. La

expresion para Oct4A fue negativa en todas las muestras. Ver Tabla 9

10.1. Evaluacion de la intensidad y proporcion de la expresion.

La proporcion de cada uno de los marcadores fue diversa en cada muestra; En la
Tabla 10 se muestran los promedios y desviacion estandar de las células positivas

en cada uno de los grupos.

Se identifico que la proporcion de células positivas para amelogenina en
los Amb fue mayor en comparacion al CAmb. Las células presentaron mayor
intensidad de reaccion para p-catenina en los Amb, la proporcion de células
positivas para este mismo marcador fue mayor en los CAmb. La proporcion de

células Sox2 fue mayor en los CAmb en comparacién a los Amb.

pag. 50



Localizacion e intensidad de la expresion de Amg en CAmb

Casos Positivos Leve Moderado Intenso
Nivel de n(%) (+) (++) (+++)
expresion 13 (92%)
7 5 2 -
Nuclear 50% 70% 30% -
6 2 3 1
Mixto 38% 34% 50% 16%
1 - - -
Negativo 12%

Tabla 7. Fuente directa

Localizacion e intensidad de la expresion de B-catenina en CAmb

Casos Positivos Leve Moderado Intenso

Nivel de n(%) (+) (++) (+++)
expresion 10 (71%) 3 5 2
4 1 2 1

Nuclear 30% 25% 50% 25%
3 1 2 -
Citoplasma 20% 33% 67% -
3 1 1 1

Mixto 20% 33% 33% 33%
4 - - -
Negativo 30% - - -

Tabla 8. Fuente directa
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Localizacion e intensidad de la expresion de Sox2 en CAmb

Casos Positivos Leve Moderado Intenso
Nivel de n(%) (+) (++) (+++)
expresion 5 (35%) 2 1 2
5 2 1 2
Nuclear 35% 40% 20% 40%
9 - - -
Negativo 65% - - -

Tabla 9 Fuente directa

Proporcion de células positivas para Amg, B-catenina, Sox2 en Amb y

CAmb

Anticuerpo Proporciéon de células (DE) Neoplasia
Amg 89.44 +26.06
B-catenina 75.40 +20.28 Amb
Sox2 29.95+12.78
Amg 76.72 £ 24.45
CAmb
B-catenina 86.25 + 16.56
Sox2 61.92 +21.84

Tabla 10. Fuente directa
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Se realiz6 el analisis estadistico U de Mann-Withney para dos grupos no
paramétricos tomando como significativo una p<(0.05), buscando diferencias para
la proporcidon de células positivas a cada marcador entre grupos siendo
significativa la expresién de amelogenina (p=0.018), asi mismo no se encontrd
diferencia significativa para Sox2 (p=0.61) ni para p-catenina (p=0.095).
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Grafica 5 . Prueba U de Mann-Withney para la proporcion de células positivas a los marcadores
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11. DISCUSION

La caracterizacion de los Amb y CAmb se ha basado evaluar el perfil de expresion
a ciertos marcadores de diferenciacidn celular, mutaciones en genes para terapias
blanco, asi como su proliferacion; Existen pocos estudios realizados para evaluar
factores de transcripcion. Comprender la histogénesis de los tumores
odontogénicos es el punto de partida para poder establecer teorias y procesos

involucrados en su desarrollo y transformacion maligna.

Nuestro estudio incluye 14 muestras de CAmb, que debido a su baja
frecuencia le da gran significancia, ya que este trabajo reporta la serie de casos
mas grande publicada en México; actualmente la OMS establece que el CAmb no
cambia su prondstico en cuanto si se origind de una lesidn preexistente o de
novo,"™ sin embargo y de acuerdo en algunas revisiones sistematicas, el Amb en
comparaciéon a su CAmb presenta similitud en agresividad y progresion, sin
embargo, el término ameloblastoma “benigno” causa controversia, pues al igual
que su contraparte maligna tiende a infiltrar y destruir los huesos maxilares,
comprimir nervios e inclusive desarrollar la habilidad de producir metastasis '

Si valoramos al Amb junto a otras neoplasias agresivas en el organismo,
especificamente con aquellas que comparten caracteristicas morfolégicas de
malignidad se les denominan limitrofes o borderline. Como bien se sabe el Amb
atipico presenta caracteristicas histolégicas y clinicas de malignidad de manera
focal, por lo cual numerosos intentos de caracterizarlo siguen aun modificandose,
nosotros consideramos que el comportamiento “benigno” del ameloblastoma no
solo estd en duda en las caracteristicas histolégicas, sino también en su
caracterizaciéon molecular, se ha determinado que el CAmb presenta pérdidas en
genes implicados en la regulacion del ciclo celular, asi mismo expresa marcadores
involucrados en la transicion meséquimo-epitelial que esta directamente
relacionada con la transformacién maligna pero estos hallazgos aun no son
especificos de estos carcinomas ya que también son expresados por algunos

ameloblastomas a los que se les denomina “agresivos”. Estos hechos dejan en
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evidencia la complejidad de estos tumores para su clasificacién y la limitada
informacion que brinda el estudio histologico.

El objetivo de este estudio se enfocd a comparar la expresion de dos
factores de transcripcién involucrados en la progresién tumoral en Amb y CAmb,
estos factores de trascripcion (Sox2 y Oct4A) han sido estudiados en otros
canceres como carcinoma escamoso de esofago y de pulmédn, cuya expresion

esta relacionada con el mal prondstico.®

estos factores de transcripcion estan
relacionados no solo con el prondstico de las neoplasias, si no en su potencial de
proliferacion, el destino celular y el mantenimiento de las células

Varias teorias se han propuesto para explicar la patogénesis de los
ameloblastomas, el objetivo de entender su comportamiento y los mecanismos
involucrados en la proliferaciéon celular estdn encaminados al desarrollo de
terapias dirigidas y tratamientos efectivos.® En nuestro estudio incluimos 2 factores
de transcripcién que de manera normal se encuentran expresados en el desarrollo
embrionario, especificamente en el estadio de blastula y estas expresiones se
continuan hasta la organogénesis, su finalidad es el mantenimiento de las células
troncales pluripotenciales embrionarias CTPE. Sox2 es un factor de transcripcion
que se ha estudiado en varios tumores donde se ha identificado que su presencia
esta implicita en la proliferacion celular, tumorogénesis y metastasis; Factores que
establecen un mal pronéstico en los pacientes.'®2°

Previo a nuestro estudio, Liu y cols. en 2014 realizaron el primer analisis
comparativo de Amb y CAmb con Sox2; Concluyen que la expresion de Sox2 es
potencial para CAmb y agregan que se deben complementar marcadores de
proliferacion celular para establecer con certeza el diagnéstico de CAmb. Sin
embargo, reportan positividad en algunas muestras de ameloblastomas.*®

En nuestro estudio el 35% de los CAmb fueron positivos a Sox2 en
diferentes grados de intensidad predominado su expresion intensa, por otro lado,
el12% de los Amb también presentaron leve expresion nuclear; un hallazgo que
cabe resaltar en los Amb fue que solo las islas y nidos de proliferacion mural de
los AmbU presentaron expresion a este marcador, asi como en las areas de atipia

celular de un Amb folicular. Esto nos hace pensar en los siguientes puntos: 1. La
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expresion de Sox2 es sensible para los CAmb pero no especifica, y 2. La
expresion de Sox2 no es un parametro para determina malignidad o
transformacion maligna en los Amb sino un potencial marcador de progresion
tumoral; Existen herramientas como PCNA o Ki67 para cuantificar proliferacion
celular, ya que se utilizan como indices, nosotros interpretamos y proponemos con
base en nuestros resultados y lo reportado a Sox2 como un factor de progresion
tumoral a nivel de proliferacion celular en los Amb y CAmb. Saigusa y Cols.
estudian la expresion de Sox2 a nivel inmunohistoquimico y ARNm asociando su
sbreexpresién con el tiempo de sobrevida de los pacientes y el tiempo libre de
enfermedad en pacientes con carcinoma colorrectal.>*>°

En un metaanalisis realizado en el 2014 por Weimin Li y cols. indican que la
expresion de SOX2 se asocid con parametros clinicos evaluados en el indice TNM
y profundidad de invasién en los canceres de cabeza y cuello, Ademas, la
expresion positiva de SOX2 se asocidé con un mal prondstico en comparacion que
fueron negativos, SOX2 fue un factor independiente asociado con una
supervivencia reducida. En nuestro estudio, no podemos relacionar la expresion
de Sox2 con el prondstico, ya que la conducta bioldgica es diferente en ambos
establecer y buscar su asociacién con la expresion de esta molécula, requiere de
mas estudios.”®

Hasta la fecha no hay estudios publicados de la expresion de Oct4A en
tumores ameloblasticos, nuestro estudio al utilizar este marcador por primera vez
en estos tumores, se tomaron en cuenta los siguientes parametros utilizados en
otras neoplasias: Oct4A es un factor de transcripcién expresado por las CTPh y
estd implicado en la auto-renovacion de las células pluripotentes, los hallazgos
muestran que la expresion de Oct4A es nuclear mientras que Oct4B es
citoplasmatico, cabe senalar que en nuestro estudio todas las muestras fueron
negativas, pudiendo interpretarse como un indicador en la diferencia pronostica
del CAmb. Malta da Cunha menciona que la pluripotencialidad de las células
deberia ser atribuida a Oct4A que es una de las isoformas del gen Oct4, ya que
esta es una proteina nuclear que estudio en diferentes estadios de la

odontogénesis, done su intensidad de marcaje depende de cada estadio.
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Sugiriendo que hay una relacidn entre las proteinas y el potencial de auto-
renovacion de las células y su capacidad de proliferacién.’*>*

La senalizacion de la via WNT es importante en multiples estadios de la
odontogénesis, puede ser localizada en la lamina dental y el ectomesénquima
subyacente. La activacidon de p-catenina como la via candnica en células
embrionarias se ha encontrado necesaria para la proliferacién sobre vida celular
migracion y diferenciacion como un paso necesario para la formacién del diente,
su activacion se conoce como una causa de arresto en el desarrollo. Nosotros
encontramos una mayor expresibn de [-catenina en los carcinomas
ameloblasticos en comparacion a los ameloblastomas sin embargo la intensidad
de expresién fue mayor en los Amb. La localizacion mas frecuente para -catenina
en los CAmb fue nuclear lo que nos hace pensar que esta actuando como un
factor de transcripcion implicado en la progresion del tumor ya que los casos con
positividad nuclear a Sox2 también expresaron [-catenina.

Por otro lado, Liu y cols. establecen como motivo de estudio la posible
activacion de la cascada de sefalizacion WNT pB-catenina. En nuestro estudio
podemos inferir la activacion de esta via en los Amb y CAmb por su expresion
nuclear y citoplasmatica; sin embargo, esto tiene que ser atin mas estudiado.

Con respecto a la expresibn de amelogenina en nuestra muestra
encontramos mayor expresion en los ameloblastomas en comparacion a los CAmb
presentando mayor intensidad en los ameloblastomas que en los carcinomas, lo
que nos hace pensar que conforme el tumor progresa hacia la malignidad deja de
expresar esta proteina y podria ser utilizado como un parametro de
desdiferenciacion.

La evidencia reciente marca como posibles funciones a la amelogenina no solo en
la mineralizacién de la matriz del esmalte sino también como moléculas de
sefalizacion en células mesenquimales incluyendo el ligamento periodontal y la
osteoclastogénesis, activadas por diferente via de sefalizacion. *'2

La expresion de Amg se presenta en los ameloblastos secretores y esta se

mantiene hasta que termina su ciclo En donde se encuentra WNT B-catenina lo

que nos hace pensar que pueda existir una relacion entre la expresién de B-
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catenina y amelogenina como un marcador de diferenciacién celular y no

necesariamente como un proceso de cambio neoplésico. °

Sox2 y Oct4, cada uno de ellos, pertenece a una familia de factores de
transcripcion con una funcién clave en los estados del desarrollo en mamiferos.
Similar a Oct4, la expresion de Sox2 inicia durante la embriogénesis temprana, la
expresion en el cigoto de esta proteina comienza en el estadio de mérula, donde
es preferentemente localizado en la masa celular interna, durante el estadio del
blastocisto Sox2 se restringe Unicamente a la masa celular interna de la morula.
Sox2 también se expresa en un linaje celular germinal. 2 Por lo que hemos
relacionado que la funcién de estos marcadores en los Amb y CAmb esta
enfocado al mantenimiento de las células neoplasicas mas que en s

transformacion.
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12. CONCLUSIONES

e Los Amb y CAmb tienen expresién a Sox2 como un marcador potencial de
progresion tumoral, sin embargo, su expresion es mayor en CAmb debido a
su potencial de proliferacion.

e La expresion de amelogenina es intensa en los Amb y esta va
disminuyendo o se pierde en los CAmb, y sugerimos que puede utilizarse
como un marcador de diferenciacién ameloblastica y su asociacion con la
transformacion maligna.

e La expresion de Sox2 en Amb es un parametro importante que debe ser
tomado en cuenta para el tratamiento de los pacientes, pues debido a su
capacidad de proliferacion se pueden crear protocolos para evitar la
permanencia y disminuir la recurrencia.

e [-catenina se expresdé de manera intensa nuclear en la mayoria de los
CAmb y algunos Amb, lo que nos hace pensar en que esta actuando como
un factor de transcripcion en la expresion de genes implicados no solo en la
progresion tumoral, si no en la diferenciacion de las células neoplasicas, por
lo que su importancia biolégica debe seguir estudiandose.

e La negatividad a Oc4A nos hace pensar que la activacidon de genes
neoplasicos esta relacionada con otros genes activados por diferentes vias

de activacion en donde pueda esta implicado Sox2 y B-catenina.

Perspectivas a futuro.

La alta tasa de recurrencia en el Amb y CAmb puede ser atribuida a su potencial
de proliferacion, por lo que seria necesario enfocar los estudios en la permanencia
y progresion de las células neoplasicas para comprender completamente la

conducta de estas neoplasias y crear protocolos de tratamiento.
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ANEXOS

ANEXO 1. INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

ia Bucal
&:{M INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS
AMELOBLASTOMAS Y CARCINOMAS AMELOBLASTICOS ROBERTO ONNER CRUZ TAPIA

Numero de Bloque Numero asignado
Bloques Seleccionado
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ANEXO 2. INSTRUMENTO DE SELECCION DE CASOS

FOLIO

AMELOBLASTOMA
UNIQUisTICO

UNIQUISTICO

LUMINAL
INTRALUMINAL
MURAL

AMELOBLASTOMA SOLIDO

FOLICULAR

PLEXIFORME

ACANTOMATOSO
CELULAS BASALES
CELULAS
GRANULARES

AMELOBLASTO
MA
EXTRAOSEO
(PERIFERICO)

AMELOBLASTO
MA
DESMOPLASICO

CARCINOMA
AMELOBLASTICO

CONVENCIONAL

C. FUSIFORMES
C. CLARAS
C. GRANULARES

CRITERIOS DE
AGRESIVIDAD
HISTOLOGICA

MITOSIS
NECROSIS
PERMEACION VASCULAR
INVASION NEURAL
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Observador 1:
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ANEXO 3. INSTRUMENTO PARA LA OBTENCION DEL INDICE DE

Dr. Javier Portilla Robertson

Observador 2: Uniquistico Solido Sélido Folicular Desmoplésico  Extradseo

Roberto Onner Cruz Tapia Platfore
<
6 Mural Luminal | Intraluminal - Acantoatoso | Basales | Granulares | - -
Z
<D( Uniquistico Mural
(h'd Luminal
) Intraluminal
& -
zZ Sélido
(@) Plexiforme -
O Acantomatoso

Sélido Folicular Bacales

Granulares

Desmopldsico =

Extradseo 2
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ANEXO 4. INSTRUMENTO PARA LA OBTENCION DEL INDICE DE

CONCORDANCIA

Observador 2
Roberto Onner Cruz Tapia

Necrosis

Mitosis

P

vascular

Mitosis

Observador 1:

Dr. Javier Portilla Robertson

Invasién
neural

Vascular

Mitosis

Neural

Vascular

Mitosis

Invasién
neural

Permeacién
vascular

Necrosis

Mitois

Invasién neural

Permeacién
vascular

Necrosis

Mitosis

Invasién neural

Permeaci6n
vascular

Necrosis

Mitosis

Invasién neural

Permeacién
vascular

Necrosis

Mitosis

Invasién neural

Permeacién
vascular
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ANEXO 5. MUESTRA DEL ESTUDIO

Muestra de Ameloblastomas y Carcinomas ameloblasticos

Folio / Fuente
B-14-20636 HGM
B-09-14963 HGM

FO 331-06 B UNAM
FO 545-13 UNAM
FO 816-13 UNAM

FO 149-10 UNAM
FO 631-13 UNAM
FO 604-13 UNAM
FO 271-12 UNAM
B-16-7568 HGM
FO 128-14 UNAM
FO 118-08 UNAM
FO 690-14 UNAM
B 08-12405 HGM
FO 004-07 UNAM
B-15-1852 HGM
B-13-2771 HGM
B-13-11826 HGM
FO 454-10 UNAM
IC-15-10881-2 INCan
IC-16-7821 INCan
IC-13-11734-8 INCan
IC-16-4470 INCan
IC-14-9482-2 INCan
“Amelo” Dr Ocampo
J 4172-156 Dr. Basurto
S-12-1238 MUSC
S-162142 MUSC
FO 468-16 UNAM
S-13-3883 MUSC
Fow4507 UK
IC-10-4743 INCan

Diagnéstico
Amb
Amb

AmbU mural
Amb

AmbU mural

AmbU
AmbU
Amb
AmbU
Amb
AmbU mural
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
Amb
CAmb
CAmb
CAmb
CAmb
CAmb
CAmb
CAmb
CAmb
CAmb
CAmb
CAmb
CAmb
CAmb
CAmb

Género
M

n

=T =712 112112211 22 2EZ2EEZEE M E N 25 £

M

Localizacion
Mandibula
Mandibula

Mandibula
Mandibula
Mandibula

Mandibula
Mandibula
Mandibula
Mandibula
Maxilar
Mandibula
Mandibula
Mandibula
Mandibula
Mandibula
Mandibula
Mandibula
Mandibula
Mandibula
Mandibula
Mandibula
Mandibula
Maxilar
Mandibula
Mandibula
Mandibula
Maxilar
Mandibula
Mandibula
Mandibula
Mandibula
Mandibula

Edad
19
17

35
18
43

12
20
18
13
38
23
55
51
28
36
37
12
26
33
85
62
31
38
54
49
88
64
87
62
46
53
43

ANEXO 5. HGH: Hospital General de México, INCan: Instituto Nacional de Cancerologia, UNAM: Universidad Nacional
Auténoma de México, MUSC, Medical University Of South Carolina Usa, UK University Of Kentucky
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