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1.Resumen.

El carcinoma de células escamosas de la cavidad bucal (CCECB) es un
problema de salud publica a nivel mundial, ocupa el 6% de las neoplasias
malignas de la economia corporal, dentro de los factores etioldgicos principales
existe una correlacion directa entre el habito tabaquico y alcohdlico, asi como la
influencia de la infeccion por virus del papiloma humano en cavidad oral,
especificamente los tipos 16 y 18. En la actualidad existe una casuistica de
pacientes que no presentan exposicion previa a estos factores y que de cualquier
forma desarrollan la neoplasia. Por otro lado, los tumores odontogénicos se
pueden definir como lesiones cuyo origen se deriva del epitelio odontogénico del
desarrollo del érgano dental y que son localmente invasivos y agresivos en su
comportamiento biolégico, rara vez pueden generar metéstasis. Es frecuente un
crecimiento muy agresivo. Por todo ello, el principal objetivo del presente trabajo
fue: identificar el perfil de inmunorreaccion de los anticuerpos SOX2, OCT3/4,
KI67, CK14 y CK19, en tejidos de carcinoma de células escamosas la cavidad
bucal y en ameloblastomas, asi como correlacionar sus caracteristicas
histopatoldgicas e inmunohistoquimicas con su comportamiento biolégico de

acuerdo con estos resultados.



1.Abstract.

Squamous cell carcinoma of the oral cavity (CCECB) is a public health problem
worldwide, occupies 6% of malignant neoplasms of the body economy, within the
main etiological factors there is a direct correlation between smoking and
alcoholic habits, as well the influence human papillomavirus infection in the oral
cavity, specifically types 16 and 18. There is a casuistry of patients who did not
have previous exposure to these factors and develop the neoplasie. On the other
hand, odontogenic tumors can be defined as lesions whose origin derives from
the odontogenic epithelium of the development of the dental organ and its have
a locally invasive and aggressive biology behavior. In addition, they rarely
undergo a malignant transformation, although it is frequent a very aggressive
growth. Therefore, the main objective of this work was: to identify the
immunoreaction profile of SOX2, OCT3/ 4, KI67, CK14 and CK19 antibodies in
carcinoma tissues of squamous cells of the oral cavity and of the odontogenic
tumors, as well as correlating their histopathological characteristics and their
biological behavior according to these results.



2.Introduccion.

2.1. Carcinoma de Células Escamosas.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, la palabra cancer agrupa una serie
de enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del cuerpo (1). A dia de
hoy, segun la OMS, supone un importantisimo problema de salud y es una de
las mayores causas de mortalidad a nivel mundial (1, 2). Las células que
provocan cancer se dividen y proliferan esquivando todos los mecanismos de
control de la propia célula y del sistema inmunitario, de manera que se extienden
mas alld de los limites normales (1). Una neoplasia es cualquier crecimiento
descontrolado de células o tejidos, mientras que la palabra cancer sélo incluye
las neoplasias malignas, es decir, aguellas neoplasias que crecen rapidamente,
invaden los tejidos vecinos y pueden diseminarse a otras partes del organismo
(13).

El Carcinoma de células escamosas se considera la neoplasia mas comun de
las que se originan en cabeza y cuello. La zona mas comun en la que aparece
es la lengua. El carcinoma de células escamosas se puede definir como una
neoplasia maligna cuyo origen procede de las células escamosas del epitelio que

recubre la mucosa (3).

Utilizando como referencia el libro publicado por la OMS en el afio 2017 “Who
Classification of Head and Neck Tumours, 4th edition” (4), en el que se describen
los distintos tipos de neoplasias de células escamosas conocidas hasta el

momento, las cuales se definen brevemente a continuacion.



Tipo de carcinoma

Definicién

Queratinizante de células
escamosas.

Se define como una formacion
anormal de tejido nuevo (neoplasia),
en la superficie del epitelio con
diferenciacion escamosa que recubre
la cavidad nasal y los senos
paranasales. Esta formacion anormal
de tejido es de caracter maligno.

No queratinizante de células
escamosas.

Es un carcinoma de células
escamosas con un patron de
crecimiento de tipo cinta que lo
diferencia del resto.

Carcinoma de células escamosas del
huso.

En este caso se trata de una variante
del carcinoma de células escamosas
en el que se encuentra un huso
maligno y/o células pleomorficas.

Carcinoma linfoepitelial.

Es un carcinoma de células
escamosas con gran parecido
morfologico al carcinoma
nasofaringeo no queratinizante.

Carcinoma indiferenciado sinonasal.

Carece de las tipicas caracteristicas
glandulares o escamosas, es un
carcinoma no diferenciado del tracto
sinonasal.

Carcinoma NUT.

Al igual que en el caso anterior, es un
carcinoma indiferenciado del tracto
sinonasal.

Carcinoma neuroendocrino.

Presenta las tipicas caracteristicas
neuroendocrinas, tanto morfolégicas
como inmunohistoquimicas.

Adenocarcinoma de tipo intestinal.

Presenta caracteristicas similares
(morfoldgicas) a la de los
adenocarcinomas primarios de los
intestinos. Es un adenocarcinoma del
tracto sinonasal.




Adenocarcinoma de tipo no intestinal. Es un grupo de tumores con gran
variabilidad morfoldgica. Es un
adenocarcinoma cuyas
caracteristicas difieren de una
neoplasia de glandula salival.

Tabla 1. Tipos de carcinomas de cabeza y cuello (4) segun el libro publicado por
la OMS en el afio 2017 “Who Classification of Head and Neck Tumours, 4th

edition”.

2.1.1. Epidemiologia de los Carcinomas de células escamosas.

El 3% del total de los casos de cancer se producen en la cavidad oral (5). Hay
gran variabilidad en la prevalencia de la enfermedad, siendo mas abundante en
algunas zonas como en América del Sur y Sudeste Asiatico (6). En la India, llega
a representar casi el 40% de los canceres malignos. En el afio 2002, se
detectaron un total de 270.000 casos a nivel mundial, siendo mucho mas
frecuente en la poblacién masculina. Con un porcentaje de afectacion de un 31,5
por cada 100.000 hombresy 22,2 por cada 100.000 mujeres, Oceania es la zona
geografica con mayor incidencia. En Europa la tasa de afectacion es mayor en
la poblacién masculina, siendo 9,2 por cada 100.000 hombres. En Espafia afecta
entre el 5,7 y 12,9 de cada 100.000 hombres.

Con los datos ofrecidos, se puede ver que la incidencia de la enfermedad varia
geograficamente segln los rasgos culturales de cada zona, ya que no todas las
regiones presentan la misma exposicion a los distintos factores de riesgo.
Algunos ejemplos de los factores de riesgo que presentan mayor influencia en la
aparicion del carcinoma de células escamosas son el tabaquismo, el polvo del
cueroy de lamadera (4), asi como diversos factores alimenticios (9). La herencia
no tiene mucha importancia, desde el punto de vista etiol6gico, en el carcinoma
oral (10).

En los paises mas desarrollados, las cifras de incidencia de la enfermedad se
estan igualando entre ambos sexos, debido a que la mujer ha ampliado el rango

de trabajo en las ultimas décadas, y también ha adquirido malos habitos que



tradicionalmente pertenecian a la poblacion masculina. En consecuencia, la
poblacidén se ha expuesto a factores como el habito tabaquico o alcohdlico, o

trabajos en contacto con el polvo de la madera o del cuero (7).

En Estados Unidos, la poblacién afroamericana es la mas perjudicada ya que su
tasa de supervivencia a 5 aflos se ve muy reducida respecto a la media global.
Esta poblacion afroamericana presenta gran prevalencia del cancer oral y
orofaringe (8).

Respecto a la edad, casi todos los carcinomas se producen en individuos
mayores de 40 afios (en el 90% de los casos), mientras que en el 50% de los
casos se producen en individuos mayores de 50 afios y con prevalencia por el
sexo masculino (11, 12, 112, 114, 116). Segun algunos autores afecta por igual
a ambos sexos (117, 127). La supervivencia media oscila entre el 40-56% con
un seguimiento de 5 afios, aunque la variacion es muy grande entre los distintos

tipos de carcinoma (13).

El perfil demogréfico en el que se presenta la enfermedad ha cambiado mucho
en las ultimas décadas. Hombres fumadores, alcohdlicos y con poca higiene
bucodental, eran el perfii donde se producia con mayor frecuencia la
enfermedad, ya que la exposicion prolongada a estos factores puede provocar
mutacion en la ultraestructura del ADN de la célula. Si la célula consigue evitar
los mecanismos de defensa de la propia célula y del sistema inmunitario,
comenzara a dividirse descontroladamente originando un tumor. En la
actualidad, se ha comprobado que este perfil ha cambiado totalmente, ya que
aparece en pacientes cada vez mas jovenes, sin habito tabaquico ni alcohdlico
(14, 113). Los datos recogidos en las dltimas décadas en algunos paises de

Europa y de la India lo confirman (15).

El comportamiento de la neoplasia en pacientes jovenes es totalmente diferente
del comportamiento en pacientes mayores. En jovenes, presenta alta

probabilidad metastasica y puede llegar a ser muy agresivo en poco tiempo (16).



2.1.2. Fisiopatologia de los Carcinomas de células escamosas.

El carcinoma de las células escamosas es un proceso que consta de varias
fases, las cuales se producen de manera secuencial y conlleva una serie de
alteraciones irreversibles, discretas y complementarias en el conjunto de genes

gue regulan el crecimiento, diferenciacion y muerte celular (17).
Se puede originar de dos modos diferentes:

-” De Novo”. Se origina a través de epitelio mucoso sano tras una mutacion

espontanea.

-Origen tras un cumulo de lesiones sucesivas potencialmente cancerigenas
(18,19). Potencialmente cancerigenos son aquellos tejidos que por sus
caracteristicas fisiologicas, estructurales y morfoldégicas presentan mayor
probabilidad de sufrir lesiones malignas que otros tejidos (20). Aproximadamente

el 50% de los casos se originan de esta forma.

La informacién genética se encuentra en el ADN, el cual se transcribe a ARNm
y este a su vez, tras el proceso de maduracion, se traduce en el citoplasma de
la célula dando lugar a las proteinas que realizan la accion celular. En el paso
de ADN a ARN, intervienen los factores de transcripcion, es decir, un grupo de
proteinas que se unen a secuencias especificas del ADN y modulan la
trascripcion, activando o reprimiéndola (130). En eucariotas es muy comun el
fenomeno de splicing alternativo, mediante el cual se pueden obtener diferentes
ARNmM maduros a partir de un ARNm primario. Este proceso consiste en la
eliminacién de los intrones del ARNm primario mediante las nucleasas, pero
estas enzimas no siempre se cortan en la misma posicion, con lo que se originan
diferentes ARNm maduros. Por otro lado, estan los RNAs que pueden actuar

como reguladores de la transcripcion (131).

Es fundamental tener en cuenta la teoria de las células troncales (132, 133), que
define las células troncales o células madre como aquellas que pueden
autodividirse para generar mas células madre y que, ademas, poseen la
capacidad de diferenciarse produciendo diferentes tipos celulares

especializados. Se clasifican en totipotenciales (tienen la capacidad de originar



tejido embrionario y extraembrionario), pluripotenciales (poseen la capacidad de
originar tres capas germinales: endodermo, mesodermo y ectodermo, pero
carecen de la capacidad de generar tejido extraembrionario), multipotenciales
(originan una sola capa germinal), y mono o unipotenciales (originan solo un tipo

de célula especifica).

El inicio del proceso de tumoracion se produce cuando el ADN de la célula se
somete a factores carcinogénicos que pueden ser enddgenos (como errores en
la reparacion del ADN) o exdgenos, tales como el tabaco, el alcohol, la luz
ultravioleta, etc. (21). Una vez causada la mutacion, la célula tiene varios

mecanismos para evitar que se propague en el tiempo y espacio.

Uno de los mecanismos celulares para eliminar la mutacion son los genes
supresores de tumores, los cuales protegen a la célula evitando que esta
adquiera caracteristicas malignas. Por ejemplo, el gen pRb (19) codifica para la
proteina pRb la cual actia como un freno parando el ciclo celular y evitando de
esta forma que la mutacion se propague. En el caso de que la proteina esté
mutada o desaparecida, no sera capaz de frenar el ciclo celular, como ocurre en

el caso del cancer oral.

Otro inhibidor de tumores es p53, que codifica para una proteina que en
condiciones normales consigue parar el ciclo celular. Cuando p53 esta mutado,
codifica para una proteina mutada que se acumula en el nicleo y no realiza su

funcion, ya que pierde parte de la capacidad supresora (19).

En el caso de que la célula no sea capaz de eliminar la mutacién mediante los
mecanismos mencionados anteriormente, la expansién del tumor se produce por
la proliferacion clonal de las células iniciadoras debido a la expresion de los
genes alterados por los factores carcinogénicos, lo cual conlleva la
hiperproliferacion, remodelacion tisular e inflamacion de la zona donde se ha
producido (21).

Los protooncogenes son genes que regulan el crecimiento y la diferenciacion
celular. En condiciones normales, codifican para proteinas que son

imprescindibles en la regulacién del ciclo celular. Cuando se producen cambios



en su estructura se transforman en oncogenes, los cuales originardn proteinas
mutadas que no realizaran la funcion de la principal de la proteina, con lo que se

verd alterada la regulacion del ciclo celular (22).

Por otro lado, en las membranas celulares se encuentran los receptores para los
factores de crecimiento, de manera que en condiciones normales provocan el
crecimiento, proliferacion y diferenciacion de la ceélula. En condiciones
oncogeénicas, no es necesario que se una el factor de crecimiento para que se

produzcan los procesos anteriores (22).

En el caso concreto del cancer bucal, el receptor de factores de crecimiento es
el Factor de crecimiento epidérmico que se une al receptor ErB-3. Ultimamente,
ha aumentado mucho el interés en el estudio de este receptor, debido a su
implicacién en la diferenciacion y proliferacion celular normal del epitelio, asi

como su activacion aberrante y en consecuencia la formacion del tumor (23).

El crecimiento, proliferacion y diferenciacion celular esta regulado en todas las
células gracias a un mecanismo llamado “reloj molecular”, el cual se basa en el
uso de moléculas proteicas como ciclinas y quinasas para controlar la division
celular. En la mayoria de los canceres, este mecanismo se encuentra alterado
(24).

2.1.3. Diagnéstico, Tratamiento y Pronéstico del Carcinoma de Células

Escamosas.

En la actualidad no hay un método bien descrito con el uso de marcadores para
diagnosticar cancer. Un ejemplo de diagnéstico de cancer mediante el uso de
marcadores es utilizar citoqueratinas CK19 y CK13 en el diagnéstico de

metastasis en cancer de cuello (25).

Clinicamente, cuando la enfermedad no esta muy avanzada y se encuentra en
los estadios primarios, es posible que no presente sintomas (26). Sin embargo,
cuando la enfermedad esta mas avanzada, nos podemos encontrar sintomas
como sangrado bucal, pérdida de piezas dentarias, dificultad o dolor al deglutir,
dificultad para portar dentaduras, bultos en el cuello, Ulcera que no cura,
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aparicion de placas o lesiones de color blanco (leucoplasia) o rojo (eritroplasia),
0 una mezcla de lesion blanca y roja (eritroleucoplasia). Con el tiempo, estas
lesiones se ulceran en su superficie y su crecimiento cambia evolucionando en
una masa exofitica, o bien, en una lesion endofitica. A su vez, los signos que
podemos observar son Ulcera sin dolor, induracién, parestesia de lengua o labio,
crecimiento papilar y dificultad para abrir la boca debida a la disminucién de la
movilidad del tejido. Sospecharemos que una lesidon pueda ser cancer si persiste

mas de 3 semanas en boca (27, 28, 29).

El cancer oral puede surgir en cualquier parte de la cavidad oral, siendo la zona
mas frecuente de aparicion el borde lateral de la lengua y suelo de la boca.
Puede afectar a estructuras como la orofaringe, paladar blando, mucosa yugal o
labio inferior. La zona de aparicion se puede ver alterada por factores como el
tabaco o el alcohol, entonces las lesiones se ven sobre todo en la zona anterior

de lengua, suelo de boca, mucosa oral y alvéolos (30).

En la mayoria de los casos, la historia clinica de los pacientes es insuficiente
para dar un diagnostico, con lo que los profesionales se suelen apoyar en
técnicas complementarias como la biopsia para aquellas patologias que han
perdurado mas de tres semanas. Con la biopsia se puede hacer la descripciéon
histopatoldgica (31, 125, 126, 128) y la inmunohistoquimica, es decir, el uso de
anticuerpos especificos para la deteccién de proteinas clave en la generacion,
desarrollo y expansion del tumor, y de esta forma proporcionar un diagndstico

mas especifico y confiable.

El tratamiento de los carcinomas orales depende de distintos factores como el
tamafo, localizacion del tumor primario, del estado de los ganglios linfaticos,
presencia o ausencia de metastasis a distancia y de la capacidad que tenga para
tolerar el tratamiento. Es muy importante conservar la maxima estructura sana
en su tratamiento. El tratamiento de forma general es la cirugia, pero en casos
mas avanzados se combina con quimioterapia. En algunos casos también se

emplea radioterapia (27, 31, 32).

El tipo de cirugia dependera de si estan afectados o no los nédulos cervicales

(32). A mayor tamafio del tumor, la cantidad de tejido afectado sera superior.
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Por consiguiente, la cirugia para extirparlo serd& muy agresiva provocando

afeccion en el habla (33).

Es muy probable que los pacientes con cancer oral presenten otros tipos de
canceres en un periodo de 5 a 10 afios. La probabilidad de supervivencia para
cancer oral, orofaringe y lengua es del 50%. El aumento de la probabilidad de
supervivencia esté relacionado con la deteccion temprana y la prevencion. El
factor de pronéstico mas importante en cancer bucal es la presencia de

metéstasis en los nddulos linfaticos (34).

Pacientes que han sufrido un cancer oral tienen un 15% de probabilidad de sufrir
otro cancer primario (27), por ello tras superar la enfermedad es muy importante

hacer revisiones periddicas.

Para hacer un mejor seguimiento de los pacientes y al mismo tiempo poder
ofrecer un mejor tratamiento, se utiliza la clasificacion TNM. Esta tiene en cuenta
varios parametros como el tamafio del tumor (T), la presencia de ganglios
linfaticos en la zona donde se generdé el tumor (N) y la metastasis a distancia
(M). A cada uno de estos pardmetros se les asigna una puntuacion. En el caso
del tamafio del tumor, esta puntuacion va de 1 a 4, correspondiendo la mayor
puntuacion con mayor tamafio tumoral. En la presencia de ganglios linfaticos, la
puntuacion 0 indica la ausencia de metastasis ganglionar, mientras que 1 indica
que si hay metastasis ganglionar. MO indica que no hay metastasis a distancia
y, por el contrario, M1 si hay metastasis a distancia (111, 129).
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2.2. Ameloblastomas.

Los ameloblastomas representan entre el 11 y el 13% de los tumores
odontogénicos. Estan clasificados como una formacion benigna, de crecimiento
lento, pero a pesar de ello llegar a formar masas tumorales muy importantes que

afectan a la fisiologia y fisico de las personas que lo padecen (35, 36).

Se originan a partir de los restos odontogénicos y de los restos del epitelio
reducido del esmalte, los cuales surgen tras la odontogénesis y el revestimiento
de los quistes odontogénicos (37, 38). De forma general y siguiendo las
indicaciones de la OMS, los podemos clasificar en 4 tipos; Sélido, Uniquistico,
Periférico y Desmoplasico (39). La clasificacion varié con la ultima edicion
publicada en el afio 2017 (4), pasando a ser Solido, Uniquistico y Periférico. Esto
combinado con la gran variabilidad histopatolégica que pueden presentar, hacen
que proporcionar un diagnostico no sea tarea facil (40). La OMS resalta la
capacidad de recurrencia si no es eliminado adecuadamente. Presentan una

tendencia casi nula de malignidad y capacidad metastasica (41, 42, 43).

Del mismo modo que en las neoplasias de células escamosas, vamos a definir
brevemente cada uno de los tipos, siguiendo las indicaciones del ultimo libro
publicado por la OMS (4).
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Tipo de ameloblastoma Definicion

Carcinoma ameloblastico. Se define como una neoplasia
maligna odontogénica que ocurre en
el epitelio primario.

Carcinoma intradseo primario, NOS. Se origina en el epitelio
odontogénico. Es un carcinoma del
centro de la mandibula y no hay
posibilidad de clasificarlo como otro

tipo de carcinoma.

Quistes y lesiones similares a Sus caracteristicas mas importantes
quistes. son la citologia blanda e infiltracion
agresiva. Es un carcinoma primario
gue se produce en el interior del
hueso, concretamente en la

mandibula.
Carcinoma odontogénico Presenta de forma evidente laminas y
esclerosante. cumulos de células vacuoladas.
Carcinoma odontogénico de células Se caracteriza por la rara
fantasma (GCOC). gueratinizacion de las células
fantasma ademas de la deposicién de
dentinoides.

Tabla 2. Tipos de ameloblastomas (4) segun el libro publicado por la OMS en el
afno 2017 “Who Classification of Head and Neck Tumours (4th edition)”.

2.2.1. Epidemiologia de los Ameloblastomas.

El ameloblastoma representa el 11% de todos los tumores y quistes de cavidad
oral, siendo el més frecuente de todos los tumores odontogénicos en Africa y
Asia. (44, 45, 46, 48). La incidencia estimada de afeccion a nivel mundial es de
0,5 casos por cada millén de habitantes (49).
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Segun un estudio realizado por Lépez et al, el promedio de edad en el que se
presenta el ameloblastoma es de 36 afos. La media de edad para el uniquistico
es de 42 afos, mientras que para el multiquistico es de 38 afios. Hay
controversia en la prevalencia por el sexo, ya que algunos autores defienden
prevalencia por el sexo masculino (119, 120, 121) mientras que otros la niegan
(48, 51, 112). La mayoria de las enfermedades se diagnosticaron en pacientes
de raza blanca (56,3%), y no se encontré antecedentes por infecciones viricas
en ninguno de pacientes. La mayoria de los pacientes no presentaban sintomas.
Por otro lado, existen diferentes variantes histopatolégicas de ameloblastomas:
desmoplastica, de células granulares, células basales, plejiforme, folicular y
acantomatoso; siendo el mas frecuente el plexiforme (50).

La mayoria de las patologias se producen en la mandibula, aunque también se
encuentran algunos casos en el maxilar (50), siendo la relacion 23:1

(mandibula:maxilar).

El multiquistico es el que presenta mayor incidencia en la poblacion de la India
(51) afectando al 64% de los pacientes. Al contrario que ocurre en los
carcinomas, en los ameloblastomas no hay prevalencia por ninguno de los
sexos, aungue en este caso concreto del estudio que realizaron Junqueras et al
en el 2003, la poblacién masculina es la méas afectada en un porcentaje del 55%.
En los Paises Bajos (51), la tasa de incidencia fue de 1,5 por cada millén de
habitantes. La media de edad de afeccion fue de 44,1 afos, siendo en hombres
de 46,3 y en mujeres de 41,3.

En Europa la edad promedio es de 42,3 afios (52). En México llega a suponer
hasta el 18% de los tumores orales (53, 54).

2.2.2. Fisiopatologia de los Ameloblastomas.

El ameloblastoma se puede desarrollar bien por la activacion o reactivacion de
estructuras odontogénicas como la lamina dentaria, restos epiteliales de
Malassez, etc; o bien por células de 6rgano del esmalte en desarrollo, de las
células basales del epitelio de la mucosa oral y del epitelio de los quistes
odontogénicos (45, 46, 47, 55).
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Hay una gran controversia en el origen del ameloblastoma uniquistico. Algunos
autores argumentan que puede proceder de quistes odontologicos preexistentes
como proponen Gold y Robinson y Martinez, pero, por el contrario, otros autores
como Adkerman dicen que se forma “de Novo” sin quiste preexistente (39). Los
ameloblastos neoplasicos pueden proceder de no neoplasicos ya que tienen un
ancestro comun (39). De los tres tipos de ameloblastomas considerados por la

OMS, el mas comun es el uniquistico (123, 124).

Molecularmente el desarrollo del ameloblastoma se puede explicar por varias
interacciones. Los huesos estan formados por los osteoclastos y los
osteoblastos. La funcion de estas células es la renovacion celular 6sea y se ha
comprobado su implicacion en ameloblastomas. Gracias a una serie de
receptores de citoquinas, moléculas y ligandos, se produce el equilibrio
renovatorio en el hueso. Las moléculas que se unen a estos receptores
pertenecen a la familia de los TNF (Factor de Necrosis Tumoral) y se expresan
por todo el tejido humano y no sélo a nivel 6seo, sino también inmunolégico y

vascular.

En la superficie de los osteoclastos se encuentra el receptor activador del factor
nuclear k B (RANK) (56). Por otro lado, la osteoprotegerina (OPGG) inhibe el
paso de las células proosteoclasicas a osteoclastos. Las OPGG son unas
glicoproteinas que se expresan en tejido 0seo, en el sistema inmune y en los
vasos sanguineos. Para inhibir, se une al receptor RANK impidiendo entonces
que se una el ligando de receptor activador para el factor nuclear k B (RANKL) y
se produzca la diferenciacién (56). El buen funcionamiento de este mecanismo
es fundamental, ya que un mal funcionamiento puede estar relacionado con

distintas enfermedades neoplasicas como es el caso del ameloblastoma.

Siar et al llevaron a cabo un estudio en el que demostraron que en
ameloblastomas se encuentran bajos niveles de RANKL vy altos de OPGG, con
lo que se provoca un desequilibrio en el metabolismo 6seo y no se produce

diferenciacion de osteoclastos (56).

La capacidad recurrente y la capacidad de infiltrar otros tejidos, puede estar
relacionado con las proteinas de adhesion celular (CAM) ya que son proteinas

que permiten la sefializacion, movimiento y mantenimiento de las células de los
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tejidos. En los ameloblastomas, las CAM més importantes son las E-cadherinas,
las cuales se han comprobado que se encuentran en altas concentraciones en

los tumores bien diferenciados. (57).

También pueden intervenir algunas citoqueratinas como BRAFV600E, cuya
mutacion se considera el responsable del 60-80% de los ameloblastomas. Una
vez mutada, su funcién es activar una cadena de sefalizacién que provoca
proliferacion celular, supervivencia y transformacion neoplasica (58). Esta
asociada a los comportamientos méas agresivos (59).

2.2.3. Diagnostico, Tratamiento y Prondstico de los Ameloblastomas.

Debido a que de forma general es asintomatico, es muy complejo ofrecer un
diagnéstico certero mediante el historial clinico. Las técnicas usadas para su
diagndstico son la radiografia, histopatologia e inmunohistoquimica. El estudio
histopatolégico es fundamental ya que radiolégicamente se podrian confundir
con quistes 0 queratoquistes. En el estudio inmunohistoquimico del
ameloblastoma, al igual que en el carcinoma, se buscan proteinas relacionadas
con la generacién y desarrollo de la enfermedad (39, 60).

El ameloblastoma desmoplasico es el que tiene un peor prondstico, ya que la
probabilidad de que adquiera capacidades malignas es superior al resto, y

ademas la posibilidad de resurgir tras la cirugia es muy alta (110).

El tratamiento que presenta mayor eficacia es la marsupializacion y la
enucleacion, seguidas de un curetaje 6seo adecuado, de forma que con este
tratamiento se disminuye la necesidad de cirugia (61). De todas formas, el
tratamiento dependera de cada caso y tipo de ameloblastoma, siendo de gran

importancia que el tumor se encuentre en fases iniciales (62).

En el caso concreto del ameloblastoma sdlido, el tratamiento es mucho mas
agresivo, ya que se suelen hacer resecciones quirargicas muy amplias para
evitar la recurrencia. Esto es debido a que el ameloblastoma sélido puede llegar

a infiltrar en tejidos vecinos (50, 55).
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Hay multitud de tratamientos que segun los expertos se podrian aplicar en
ameloblastomas, como la cirugia, radioterapia (muy en desuso en la actualidad),
escleroterapia y electrocoagulacion. En los ultimos afios se esta probando la
terapia con nitrogeno liquido, ya que se cree que es capaz de desvitalizar el
hueso con una profundidad de 1 - 2cm (42, 50).

El tumor se propaga lentamente por infiltracion en los espacios medulares e
incluso puede llegar a erosionar el hueso cortical. En el caso del ameloblastoma
maxilar, en primer lugar, anulan el seno maxilar y después se extienden por el
interior del craneo (47).

Aligual que ocurria con los carcinomas, el seguimiento a largo plazo es esencial,
ya que la probabilidad de recurrencia a 10 afios después del tratamiento primario
es muy alta (55).

2.3. Implicacién de marcadores inmunohistoguimicos en el diagndéstico del

Carcinoma de células escamosas y Ameloblastomas.

La inmunohistoquimica es una técnica que en los ultimos afios ha supuesto un
gran cambio en la histopatologia tradicional. Consiste en el uso de anticuerpos
marcados con fluoresceina y fue utilizada por primera vez por Albert et al, en el
afio 1941 (95). Se utiliza para detectar antigenos celulares o tisulares como
pueden ser aminoacidos, proteinas o incluso poblaciones celulares especificas
(96). En los ultimos afios, se ha convertido en una pieza angular en el analisis y
diagndstico histopatoldgico. En los laboratorios de patologia, es fundamental ya
que es muy eficaz para diagnosticar tumores metastasicos de origen primario

desconocido, tumores de partes blandas, linfomas, leucemias etc.

En el afio 1970, Sternberger aumentd la eficacia de la técnica mediante el
desarrollo de complejos solubles de peroxidasa-antiperoxidasa (97). Werner (98)
demostré en su estudio la importancia de la inmunohistoquimica, ya que de
forma general ayudé en el diagnéstico del 83% de los pacientes, proporcionando
un diagndéstico mas especifico de las neoplasias y pseudo-neoplasias. Concluyo

en su estudio, que la inmunohistoquimica es una técnica util en el diagndstico
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del 95% de los casos, contribuyendo a terapias de bajo costo y eficacia y

proporcionando alto beneficio a los pacientes.

Por ejemplo, CK14 y CK19 son dos citoqueratinas implicadas tanto en procesos
odontolégicos como en carcinogénesis. Por ello es importante realizar estudios
para conocer el papel especifico que juegan y poderlos usar en diagnosticos
(63).

En resumen, la importancia de la inmunohistoquimica viene dada por su objetivo
de conseguir un diagndéstico temprano y mas certero que los proporcionados por
los métodos tradicionales. En consecuencia, la identificacion y asociacién de
estos marcadores con signos patolégicos nos pueden ser muy Utiles para dar un
tratamiento mas especifico y eficaz a los pacientes, mejorando

significativamente la vida de estos.

2.4. Introduccioén al andlisis histopatolégico e inmunohistoguimico:

Desde el punto de vista de la histopatologia, los margenes del carcinoma de
células escamosas se relacionan directamente con la probabilidad de
supervivencia del paciente, siendo de gran importancia en el prondstico ya que
las células neoplésicas se observan indiferenciadas al microscopio 6ptico. Con
el objetivo de proporcionar el mejor diagnostico y escoger la mejor terapia para
el paciente, se visualizan las zonas invasivas, queratinizacion, aumento en el
namero de mitosis, mitosis aberrantes, crestas anémalas, etc, ya que estas son
las principales responsables del comportamiento clinico del tumor (64). En el
caso de los ameloblastomas, los parametros que se tienen en cuenta son el
hipercromatismo de los ndcleos, la disposicion en empalizada de los nucleos
basales, la vacuolizacion del citoplasma, la pérdida de la cohesion y la
hialinizacion del tejido conectivo adyacente a la membrana basal (92).

En segundo lugar y con el fin de dar un diagndstico y tratamiento mas eficaz de
los pacientes con Carcinoma de células escamosas y ameloblastomas, se
propone el uso de biomarcadores para el desarrollo de estrategias de tratamiento
mas individualizadas (74).
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A continuacion, se describen los marcadores propuestos en este estudio para la
caracterizacion de los Carcinomas de células escamosas, aunque alguno de

ellos podria expresarse también en ameloblastomas:

SOX2 es un marcador de pluripotencia de las células madre embrionarias.
Consta (99) de un dominio de union al ADN tipo HMG (High Mobility Group). Con
diversos estudios, se ha comprobado que es fundamental en la progresion
tumoral. Su positividad se relaciona con una menor probabilidad de
supervivencia, ya que su actividad esta ligada a la progresion del tumor. Por otro
lado, ha quedado demostrada la importancia de SOX2 en el tamafio del tumor.
Hay relacion significativa entre la expresiéon de SOX2 y el tamafio del tumor, de
manera que a mayor nivel de SOX2 mayor tamafo del tumor, con lo que SOX2
podria ser usado para tener en cuenta la posibilidad de recaer en la enfermedad
(66). En el glioblastoma multiforme, se ha relacionado la resistencia a

quimioterapia con una alta concentracion de SOX2 (67).

OCT4 pertenece al grupo de los factores de transcripcién con dominio POU. Su
estructura (100) esta formada por dos subdominios independientes entre si.
Posee un extremo POU amino-terminal formado por 75 aminoacidos y otro
extremo carboxilo-terminal de 60 aminoéacidos. Gracias a la estructura de hélice-
giro-hélice consigue entrar en contacto con el ADN. ElI dominio N-terminal
(dominio N) esta enriquecido en prolina y residuos acidos, mientras que el
dominio C-terminal (dominio C) lo esté en residuos de prolina, serina y treonina.
Tradicionalmente se ha asociado el dominio C con la transaminacion, pero se ha
demostrado que esta actividad no pertenece a este dominio y que ademas es
especifico de cada tipo celular (101). Su papel es fundamental en la regulacion
de la pluripotencia (68). En estudios anteriores se ha comprobado su
sobreexpresion en células tumorales, asi como su asociacion con
comportamientos agresivos (69). Puede tener un importante papel en la invasion
tumoral (70).

OCT3 pertenece al grupo de los factores de transcripcion implicado en la
regulacion de la pluripotencia, en el desarrollo normal y se expresa en células

madre y células embrionarias (71). Los dominios de la region POU y de
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transactivacion se ubican en exones separados. Tiene en su secuencia un
elemento cis (RAREL1) que actia como un potenciador de las células madre, pero

a la vez se puede reprimir por acido retinoico (102).

KI67 es una proteina nuclear y nucleolar, cuya funcién se asocia a la proliferacion
celular. Consta de un sitio de fosforilacion por quinasas esenciales, secuencias
PEST y un dominio asociado a la bifurcacién, aunque parte de su estructura
sigue sin conocerse (103). Puede ser Gtil como marcador en los Carcinomas de
células escamosas de la cavidad oral. Sirve para cuantificar la proporcion de
células en crecimiento. Demostraron que positividad esta relacionada con la
metastasis tumoral, los tumores mas grandes y en consecuencia con un
prondstico peor (72). Se expresa en la célula durante el ciclo celular, mientras
gue en estado de reposo no se expresa (73).

Por altimo, se describen los marcadores propuestos para la caracterizacion
inmunohistoquimica de los ameloblastomas (CK14 y CK19). Al igual que en el

caso anterior, estos podrian expresarse también en Carcinomas.

CK14 y CK19 se ha comprobado la implicacibn que pueden tener en la
diferenciacion ameloblastica y en el comportamiento tumoral de los
ameloblastomas. Ambas son citoqueratinas fundamentales en el desarrollo
embrionario odontologico. Presentan relacion con el estado de diferenciaciéon

especifica del tumor (74).

En el caso concreto de CK19, es un miembro de la familia de la queratina de las
proteinas de los filamentos intermedios. Su expresion se produce de manera
especifica en peridermo (104). El estudio que realizaron Crivelini et al (75) en el
afio 2003, ha demostrado que juega un papel fundamental en la diferenciacion
ameloblastica. Puede ser util para diferenciar los ameloblastos centrales y
periféricos, ya que su expresion es positiva en el ameloblastoma central y

negativa en el periférico (76).

CK14 es un miembro de las queratinas de tipo | de las proteinas de filamento
intermedio (105). Altos niveles de CK14 se encontraron en los ameloblastos
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secretores (75). Este puede ser util en el diagnéstico de los tumores de los
apeéndices de la piel (77). Los carcinomas de células escamosas lo expresan en

altos niveles (78).

Yoon et al (79) usaron ambas citoqueratinas como marcadores con el fin de
diferenciar los ameloblastos de los carcinomas, obteniendo como resultado que

la expresion de CK14 y CK19 era muy elevada en ambas patologias.

Por otro lado, se muestra una breve descripcion de la ficha técnica de los

anticuerpos.

Anti-SOX2 es un anticuerpo monoclonal de raton IgGl y reconoce
especificamente el epitopo que se encuentra entre los aminoécidos 170-201 de
muestras humanas. Anti-OCT3/4 también son anticuerpos monoclonales de
ratén IgG1, pero en este caso reconocen de manera especifica el epitopo 16-45
cerca del extremo N-terminal. CK14 reconoce el epitopo que se encuentra entre
los amino&cidos 459-472, mientras que CK19 reconoce el epitopo que se
encuentra entre los aminoacidos 7-29 cercano al extremo N-terminal. Por ultimo,
el gen que codifica para KI67 se encuentra en la banda 26.2 del brazo largo del

cromosoma 10 humano y consta de 15 exones y 14 intrones (94).

3. Objetivos.

El objetivo principal de este estudio es identificar el perfil de inmunorreaccion de
los anticuerpos SOX2, OCT3/4, KI67, CK14 y CK19, en tejidos de carcinoma de
células escamosas la cavidad bucal y en ameloblastomas, asi como
correlacionar sus caracteristicas histopatoldgicas e inmunohistoquimicas con su

comportamiento biol6gico de acuerdo con estos resultados.
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Los objetivos especificos del estudio:

-Identificar las caracteristicas histopatolégicas de los carcinomas de células
escamosas Yy de los ameloblastomas.

-ldentificar el grado de diferenciacion de los carcinomas de células escamosas.
-ldentificar el inmunomarcaje y expresion de SOX2, OCT3/4, KI67, CK14 y CK19,
asi como su correlacion con el comportamiento biolégico.

-Identificar el perfil de aparicion mas comun de carcinoma de células escamosas

y ameloblastomas.

4. Antecedentes.

En el diagnéstico del carcinoma de células escamosas de la boca, recientes
estudios (80, 81), proponen el uso de las técnicas de histopatologia para el
diagnostico de neoplasias malignas, teniendo en cuenta los errores mas
comunes que se comenten durante el analisis histopatolégico. En revisiones
anteriores, se describen las caracteristicas histopatolégicas de carcinomas de

células escamosas de la cavidad oral (82).

En el afio 2015 se publicé un articulo (83) con el fin de actualizar todos los
conocimientos hasta la fecha sobre el céancer oral, teniendo en cuenta
pardmetros como el diagndstico y aspectos generales de la enfermedad. Tras
esta revision, se puede decir que el cancer oral es una enfermedad cuya
incidencia aumenta con la edad y que ademas depende de multiples factores,
teniendo especial importancia el tabaco y el alcohol. También se deriva de este

estudio que la incidencia del cancer oral sigue en aumento.

Respecto a los marcadores moleculares oncogénicos, una revision (84) agrup6
los conocidos hasta la actualidad, pudiendo recalcar los marcadores de
crecimiento tumoral, marcadores de supresion tumoral y de respuesta

antitumoral; marcadores de angiogénesis, etc.
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Algunos ejemplos del uso de inmunohistoquimica en carcinomas de células
escamosas de la cavidad oral, es el estudio que hicieron Laimer et al en el afio
2006 para medir EGFR, y de esta forma hacer el seguimiento de las células
escamosas a largo plazo. Otro ejemplo es el de la medicion de SOX2 para ver
el efecto de su sobreexpresion (85). También se ha usado la inmunohistoquimica

para diferenciar unos tipos de tumores de otros (86).

Fu et al, en el afio 2015 (65), realizaron un estudio con el objetivo de comprobar
los niveles de expresion de OCT4, SOX2 y NANOG con el desarrollo y prondstico
de los pacientes con carcinoma oral de células escamosas (OSCC). Para ello
emplearon técnicas de inmunohistoquimica e hicieron una revision del historial
clinico de los pacientes. Las muestras procedian del Departamento de Patologia
en el Hospital General de Veteranos de Ka-ohsiung entre 1993 y 2006. Los
resultados revelaron que altos niveles de expresion de SOX2 estan directamente
relacionados con una mejor supervivencia especifica de la enfermedad, es decir,
a mayor expresion de SOX2, la supervivencia de los pacientes es mayor (desde
el diagnéstico hasta la muerte del paciente).

En el caso de los ameloblastomas, Torres-Lagares et al (107) publicaron un
estudio en el afio 2005 con toda la informacion referente a los mismos, con el
objetivo de agrupar toda la informacién publicada hasta el momento y
correlacionarla con su posible implicacion clinica. Mas reciente es el estudio
publicado en el afio 2017 por Wright & Veret, con el mismo objetivo que el estudio

mencionado anteriormente (108).

En el afio 2001 Ferry et al (106) realizaron un estudio usando PCNA y KI67 para
el diagndstico inmunohistoquimico de los ameloblastomas, concluyendo que
ambos marcadores son buenos indicadores de la proliferacion de los

ameloblastomas.

Por ultimo, en el afio 2011 Yoon et al (88), realizaron un estudio comparativo con
distintos marcadores inmunoldgicos con el objetivo de diferenciar los carcinomas
de los ameloblastomas con el uso de marcadores inmunoquimicos. Obtuvieron
como conclusiones que los marcadores CK19, MMP-2 Y KI67 podrian ser utiles

para diferenciar los ameloblastomas de los carcinomas ameloblasticos.
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5. Justificacion del estudio.

Son muchos los factores relacionados con el carcinoma de células escamosas
que se desconocen en la actualidad. No se conoce si previo a la formacion de la
neoplasia, hay algun desorden potencialmente maligno, tampoco se conoce por
gué hay pacientes que no estan expuestos a los factores de riesgo y aun asi
presentan la enfermedad. La informacion es escasa sobre la influencia en la
enfermedad de los factores virales, genéticos, epigenéticos, sindromes, células
troncales cancerosas u otros, o si el carcinoma es mas agresivo en la poblacion

joven.

Por otro lado, el tratamiento del carcinoma no es especifico ni eficaz. La mayoria
de los tratamientos son tan agresivos que las secuelas producidas alteran de
forma significativa la vida de los pacientes. Presenta gran recurrencia en muchos
de los casos, puede metastizar a los ganglios linfaticos, resistencia a quimio y
radioterapia en algunos casos.

Practicamente todos los principios descritos para los carcinomas se pueden
aplicar a los ameloblastomas. En este caso, ademas, hay gran controversia
sobre su origen, presenta un diagnéstico muy complicado, y a pesar de su
caracter benigno, las secuelas que se producen en la mayoria de los casos son
muy fuertes, ya que las resecciones quirdrgicas comprenden gran cantidad de

tejido.

Para poder avanzar y ampliar el conocimiento en todos los &mbitos y parametros
mencionados anteriormente, es necesario conocer el comportamiento biolégico
de ambas patologias, en el cual juegan un papel importante los marcadores
SOX2, KI67, OCT3/4, CK14 y CK19, dado que sus niveles de expresion
determinan el comportamiento biolégico de estas patologias (agresividad,

malignidad, capacidad de invasion, etc).

Por todo ello, ampliar el conocimiento y la informacién desde el punto de vista
biolégico de ambas patologias, nos permitira ofrecer un mejor diagnéstico y

pronéstico.
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6. Prequnta de investigacion.

¢ Existen relacion entre los pardmetros y gradificacion histopatoldgica, asi como
en la inmunoexpresién de proteinas (SOX2, OT3/4, KI67, CK14 y CK19) con el
comportamiento  biolégico de carcinomas de células escamosas Yy
ameloblastomas procedentes de pacientes de la Escuela Nacional de Estudios

Superiores Unidada Ledén, México?

7. Materiales y métodos.

Tipo de estudio: Transversal, Descriptivo, Comparativo y Ambispectivo.

Universo muestral: Archivos de muestras bioldgicas e histopatologicos,
provenientes del banco de tejidos del laboratorio interdisciplinario en el area de
Patologia Oral y Maxilofacial de la Escuela Nacional de Estudios Superiores
Unidad Le6n de la UNAM.

Tamafio de la muestra: Muestra total disponible (no probabilistica) por
conveniencia compuesta por 3 casos de carcinoma de células escamosas de la
cavidad bucal, y 3 casos de ameloblastomas, ademas de un caso de cada
patologia para los controles positivos y muestra de tejido sano para los controles

negativos.

7.1. Criterios de inclusion:

Muestras en las que el material biologico embebido en parafina tuviera el

suficiente material para realizar cortes adicionales, y que las laminillas existentes
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y tefiidas con hematoxilina y eosina estuvieran condiciones adecuadas para su

observacion y analisis.

7.2. Criterios de exclusion:

Se excluyeron todas aquellas laminillas que estuvieron incompletas o en mal
estado, asi como los bloques de parafina en malas condiciones o con escaso
material biolégico.

7.3. Criterios de eliminacion:

Se eliminaron todos aquellos casos donde por su indiferenciacion
(completamente anaplésicos) celular fuera necesario realizar estudios
complementarios como inmunohistoquimica o en donde los expertos discrepan

de los diagndsticos.
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Imagen 1. Conjunto muestral total antes de aplicar los criterios de inclusion y

exclusion.

7.4. Flujograma de trabajo.

Para realizar el estudio histopatoldgico e inmunohistoquimico de los carcinomas
de células escamosas y de los tumores odontogénicos, se siguieron una serie

de pasos:
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Figura 1. Flujograma de trabajo.
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7.5. Variables dependientes e independientes.

Variables dependientes:

Carcinoma de
células
escamosas.

Neoplasia maligna
de células
escamosas

caracterizada por

la pérdida de los
mecanismos
regulatorios,
mutacion,
inmortalizacion y
proliferacién
celular
descontrolada
potencialmente
invasiva y
metastasica.

Tejido
confirmado
mediante
histopatologia
como carcinoma
de células
escamosas de la
cavidad bucal.

Cualitativa.

Ordinal.
1.-CCECB bien
diferenciado.

2.-CCECB
moderadamente
diferenciado.

3.-CCECB
pobremente
diferenciado

Tabla 3. Variables dependientes del estudio.
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Ameloblastoma.

El ameloblastoma es

una neoplasia
benigna polimérfica
localmente invasiva,
constituida por una
proliferacién de
epitelio
odontogénico en un
estroma fibroso, que
se clasifica dentro de
los tumores benignos
de epitelio
odontogénico con
estroma fibroso
maduro sin
ectomesénquima
odontogénico.

Tejido
confirmado
mediante
histopatologia
como

ameloblastoma.

Cualitativo.

1-Multiquistico.

2-Uniquistico.

Tabla 4. Variables dependientes del estudio (continuacion).
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Variables independientes:

Inmunohisto

gquimica

Procedimiento
histopatoldgico
que se basaen la
utilizacién de
anticuerpos que
mediante
reacciones
antigeno-
anticuerpo,
posteriormente
reveladas
mediante enzimas,
permiten
identificar
marcadores
antigénicos.

Tejido tefiido de
color café o
marrdn que

indique
positividad a la

inmunoreaccion.

Cualitativa.

Negativo (-, 0)

Positivo (+, 1)

Positivo con
intensidad fuerte
(++,2)

Kokko et al (88)

Tabla 5. Variables independientes del estudio.

7.6. Consideraciones éticas.

El presente estudio se sujetd a las consideraciones bioéticas, se considera con

riesgo menor al minimo, debido a que no fue necesario someter a los sujetos de

estudio a intervenciones invasivas ya que las muestras se tomaron de biopsias

previas, se consideraron todos y cada uno de los postulados del tratado de

Helsinki (109), asi como las leyes en materia de salud e investigacién en

humanos de México.
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7.7. Inicio del procedimiento.

Las muestras que se usaron, tras previa seleccion, se hallaban embebidas en
parafina. Con el microtomo, las muestras se seccionaron con un grosor de unos
3-5 micrémetros aproximadamente. Posteriormente se tifieron con Hematoxilina
y Eosina (80, 89).

7.8. Caracterizacion histopatolégica de los Carcinomas de células escamosas.

Usando un microscopio optico Leica DM750 con cdmara CMEX DC.5000, se
tomaron fotografias con el ocular de 10X y los objetivos de 4X, 10X y 40X de los
principales parametros que se tuvieron en cuenta para la caracterizacion de las
muestras. Estos parametros se consideraron teniendo en cuenta el criterio de
malignidad propuesto por la OMS en el afio 2005 (90). Los parametros a

considerar fueron los siguientes:
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Datos arquitecturales

Datos citoldgicos

Estratificacion irregular Variacion anormal en el tamafio
nuclear

Pérdida de la polaridad de las células | Variacion anormal en la forma

basales. nuclear

Crestas epiteliales anémalas Variacion anormal en el tamafio

celular

Aumento en el niUmero de mitosis

Variaciéon anormal en la forma celular

Mitosis superficiales

Aumento en la proporcién nucleo
citoplasma

Queratinizaciéon prematura de células
aisladas

Aumento en el tamarfio nuclear

Perlas de queratina dentro de las
crestas

Mitosis atipicas

Tabla 6. Criterios de malignidad de la OMS 2005.
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Ademas, en este estudio se hizo una descripcion del frente tumoral, siguiendo

para ello los criterios propuestos por Bryne en el afio 1998 (91).

NUmero de mitosis Nulo=0 | Leve 0-1 | Moderado 2-5

Severo mas de 5

queratinizacion

Patrén de invasién Cercano | Rodea vasos y Infiltra vasos y
al vaso nervios nervios
Profundidad tumoral Lamina Musculo y Invade hueso
de invasion propia glandula
Grado de Mas del | Hasta un 50% Menos del 25%
75%

Pleomorfismo nuclear Menos Del 50 al 75% Mas del 75%
del 25%
Infiltrado inflamatorio Intenso Moderado Leve

Tabla 7. Frente de invasion tumoral.

También se hizo una clasificacion de malignidad siguiendo el criterio de Broders.

Grado | 25% de las células malignas estan indiferenciadas
Grado |l 50% de las células malignas estan indiferenciadas
Grado I 75% de las células malignas estan indiferenciadas

Tabla 8. Clasificacion de Broders.

Con todos estos parametros se elaboré una matriz de datos.
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7.9. Caracterizacion histopatolégica de los Ameloblastomas.

Para el analisis histolégico de los ameloblastomas, se han seguido los criterios

propuestos por Vickers y Gorlin (92):

Hipercromatismo de los nucleos celulares de los estratos basales del
epitelio quistico.

Disposicion en empalizada de los nucleos basales.
Vacuolizacidn del citoplasma celular basal.

Polarizacion invertida de los nucleos basales del epitelio quistico
(nucleos ubicados en la extremidad distal de la célula, o sea alejados
de la basal).

Células suprabasales con pérdida de la cohesidn, similar a las células
poliédricas del reticulo estrellado del érgano del esmalte o gelatina del
esmalte.

Hialinizacion del conectivo adyacente a la membrana basal.

Tabla 9. Criterios usados para la evaluacion histopatolégica de los
ameloblastomas (Vickers y Gorlin).

Al igual que en el caso anterior, se realizaron fotografias representativas de

todos los parametros y con los datos recogidos se elabor6 una matriz.
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7.10. Inmunohistoquimica.

Para hacer la inmunohistoquimica (93) se usé el método de estreptavidina-
peroxidasa (SP) propuesto por Shi et al, en el afio 1988. Consta de las siguientes
fases: Desparafinacion y rehidratacion de las muestras en alcohol graduado,
sometimiento de las mismas a alta presion para la recuperacion antigénica
mediante la inmersion en Tris-EDTA (10mM, pH 9) durante unos 10 minutos a
125°C (desenmascarado). Para bloquear la actividad de la peroxidasa, se uso el
peroxido de hidrégeno al 3% en etanol durante 5 minutos. Se incubaron los
portaobjetos con SOX2, OCT3/4, KI67, CK14 y CK19 durante 45 minutos. Para
ello, se probaron diferentes diluciones de los anticuerpos primarios y secundarios
a 1:15, 1:25, 1:50 y 1:60 con el objetivo elegir la dilucion mas correcta y evitar
los falsos positivos y negativos. Tras ello, la dilucidn utilizada en este estudio fue
de 1:50. Finalmente se realizd la incubacion con los anticuerpos secundarios
usando la dilucién 1:50 (monoclonal anti-ratén) en solucion salina tamponada
con Tris (TBS) con albumina en suero bovino al 5% (BSA) durante 30 minutos.
Para dar color, se utiliz6 una solucion de diaminobencidina al 0,03% durante 5

minutos a temperatura ambiente.

Con el objetivo de evitar los falsos positivos y negativos, se hicieron controles de
los distintos marcadores (tanto positivos como negativos). El control positivo se
realizd a partir de tejido procedente de apéndice, y para el negativo se usaron
lesiones variantes de lo normal como hiperplasias y lipomas. Todos fueron
tratados con los marcadores mencionados anteriormente, tras lo cual se

incluyeron, a modo de ejemplo, algunas de las microfotografias:
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Imagen 2. Fotografia a 40X del control positivo de tejido procedente de

apéndice. Se puede ver la inmunopositividad intensa a KI67 a través de las
células del epitelio escamoso estratificado, asi como de aquellas células
procedentes del epitelio que han invadido el tejido conjuntivo, pudiéndose
observar todas ellas tefiidas de color café y sefialadas con las flechas azules.
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Imagen 3. Fotografia a 100X del control positivo de tejido procedente de

apéndice. Se puede ver la inmunopositividad intensa a KI67 a través de las
células del epitelio escamoso estratificado, asi como de aquellas células
procedentes del epitelio que han invadido el tejido conjuntivo, pudiéndose
observar todas ellas tefiidas de color café y sefialadas con las flechas azules.
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Imagen 4. Proceso de la inmunohistoquimica.
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Imagen 5. Proceso de la inmunohistoquimica. Desenmascarado.
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7.11. Evaluacién inmunohistoguimica.

Para la evaluacion inmunohistoquimica (88), se ha seguido el criterio publicado
por Kokko et al en el afio 2011 (tabla 10). De manera que la clasificacion se hizo
correlacionando la intensidad de la tincion, con la reactividad de los anticuerpos.
Para ello, se ha usado el mismo microscopio 6ptico que se usO para la
histopatologia (Leica DM750 con camara CMEX DC.5000). Se seleccionaron al
azar 10 zonas diferentes de cada una de las laminillas, y en cada zona se
aplicaron los criterios que se muestran la tabla 10. De las zonas mas
representativas se tomaron fotografias con el ocular de 10X y combinando los

objetivos de 10X y 40X. Por dultimo, usando los datos obtenidos, se

confeccionaron unas tablas de resultados.

Resultado Tincion
Negativo (-, 0) No hay células tefiidas.
Positivo (+, 1) Células tefidas.

Positivo con intensidad fuerte | Células tefiidas con mucha intensidad.
(++,2)

Tabla 10. Pardmetros para la evaluacién inmunohistoquimica propuestos por
Kokko et al.
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7.12. Modificacion de las microfotografias.

Todas las microfotografias de este estudio fueron modificadas con el fin de
mejorar la calidad visual de las mismas. Usando el programa Photoshop, se
cambiaron algunos parametros como el brillo, saturacién de color y balance de
blancos. Por otro, mediante Paint, se afladié el aumento al que fue realizado

cada una de las microfotografias.

7.13. Andlisis estadistico.

Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente en el programa SPSS,
se realiz6 estadistica descriptiva para el andlisis de medidas de tendencia
central, valores maximos y minimos, desviacion estandar; para las variables
cuantitativas, para variables cualitativas namero y porcentaje, X2 para

asociacion de variables.

El nivel de significancia empleado en todos los analisis fue del 95% con donde
un valor de p menor a 0.05 es indicativo de una relacion estadisticamente
significativa, por el contrario, un valor mayor a 0.05 indica una ausencia de

relacion significativa.

8. Resultados.

Se evaluaron un total de 6 casos, con una media de edad en pacientes
diagnosticados con ameloblastomas de 50,33 afios y una desviacion estandar
de +/- 2,62, mientras que la media de edad en los pacientes diagnosticados con
carcinomas es de 51,33 afios y una desviacion estandar de +/- 11,78. EI 50% de
las patologias eran Carcinomas de las células escamosas, mientras que el otro

50% eran ameloblastomas. Respecto al sexo, en los ameloblastomas el 100%
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de los casos fueron masculinos, mientras que en los carcinomas el 66,66% era

masculino y el 33,33% femenino.

El 66,66% de los Carcinomas de células escamosas estaban bien diferenciados
y el 33,33% estaban moderadamente diferenciados. En el caso de los
ameloblastomas, el 66,66% de los casos eran uniquisticos mientras que el

33,33% eran multiquisticos.

8.1. Fotomicrografias de los Carcinomas de células escamosas.

A continuacién, se muestran unas microfotografias en las cuales se observan de
manera representativa los principales parametros que se han usado para la
evaluacion histopatolégica de los carcinomas (Imagen 7) en comparativa con
tejido estratificado escamoso normal (Imagen 6). En el anexo Il, se muestran una
serie de microfotografias adicionales realizadas a diferentes aumentos,

mostrando de forma especifica cada uno de los parametros.
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Imagen 6. Fotografia a 100X del epitelio escamoso estratificado normal el cual

tiene los tres estratos epiteliales bien definidos (estrato superficial, medio y basal,
estando este Ultimo distribuido en los clavos epiteliales). Las uniones entre célula
y célula son perfectamente perceptibles al microscopio 6ptico (desmosoma o
hemidesmosomas) y las divisiones deben darse siempre en el estrato basal.

Células del epitelio basal con morfologia uniforme y ndcleo central basofilo.
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Imagen 7. Fotografia a 100X de la laminilla 61-18. Se observa un epitelio

escamoso estratificado con pérdida de la organizacion de los estratos epiteliales
(estratificacion irregular), queratinizacion en el interior de las crestas,
pleomorfismo celular y nuclear, pérdida de polaridad basal, asi como infiltrado

inflamatorio de predominio linfoplasmocitario abundante.

- Parametros del frente de invasion tumoral:

Seguidamente, se muestra una fotografia con uno de los pardmetros mas
representativos del frente de invasién tumoral, como es el caso de la invasién de
células pleomoérficas procedentes del epitelio. El resto de los parametros se

pueden observar en las microfotografias del Anexo Il
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Imagen 8. Fotografia a 100X de la laminilla 61-18. Epitelio escamoso

estratificado y tejido conjuntivo con invasion de células pleomoérficas procedentes
del epitelio. Se puede ver como las células neoplasicas han invadido el tejido
conjuntivo, pero no llegan hasta el musculo (profundidad tumoral de la invasion

en la lamina propia).

8.2. Fotomicrografias de los Ameloblastomas.

Al igual que en los carcinomas, se tomaron fotografias de los parametros mas
representativos a 100X y 400X usando un microscopio éptico. La Imagen 6 se
puede tomar, al igual que en el caso anterior, como referencia de epitelio
estratificado escamoso normal. En el Anexo Ill se muestran microfotografias

especificas de cada parametro.
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Imagen 9. Fotografia a 100X. Islas de epitelio odontogénico rodeadas de un
estroma fibroso, en el que se observa el hipercromatismo de los nucleos
celulares de los estratos basales y la disposicidn en empalizada de las células
(sefalado por el circulo), la pérdida de polaridad y la hialinizacién en algunas

Zonas.
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8.3. Evaluacion histopatoldgica de los Carcinomas de células escamosas.

Conviene recordar que los criterios usados para la evaluacién histopatologica de
los carcinomas de células escamosas fueron los propuestos por la OMS (Tabla
6), el Frente de invasion tumoral (Tabla 7) y la Clasificacion de Broders (Tabla
8).

Los datos recogidos para la evaluacion histopatolégica de los Carcinomas de

células escamosas se reflejan en las siguientes tablas:

Criterios de malignidad de la OMS

Caso 1 Caso 2 Caso 3 Total (%)

Estratificacion irregular X X X 100%

Pérdida de la polaridad de X X X 100%
las células basales

Crestas epiteliales X X X 100%

anomalas
Aumento en el numero de X X X 100%
mitosis

Mitosis superficiales X X X 100%

Queratinizacion prematura X X X 100%
de células aisladas

Perlas de queratina dentro X X 66,66%

de las crestas

Tabla 11. Criterios de malignidad de la OMS. Laminillas 61-18 (caso 1), 09-19
(caso 2) y 45-19 (caso 3).
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Frente de invasion tumoral (FIT)

Caso 1 Caso 2 Caso 3 Total (%)

Severo (33,33% de

los casos),
Moderado (33,33%
Numero de mitosis Severo Moderado Leve de los casos) y Leve
(33,33% de los
casos)
Patrén de invasion Rodea vasosy | Rodeavasosy Rodeavasosy 100%
nervios nervios nervios
Profundidad tumoral | Ldmina propia | Lamina propia | Ldmina propia 100%
de invasion
Mds del 75% (en el
33,33% de los casos)
Grado de Mas del 75% Menos del Menos del 25% y menos del 25% (en
queratinizacion 25% el 66,66% de los

casos)

Entre 50-75% (en el
33,33% de los casos)
Pleomorfismo nuclear 50-75% Mas del 75% Mas del 75% y mas del 75% (en el
66.66% de los casos)

Infiltrado Intenso Intenso Intenso 100%
inflamatorio

Tabla 12. Frente de invasion tumoral (FIT). Laminillas 61-18 (caso 1), 09-19
(caso 2) y 45-19 (caso 3).
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Clasificacion de Broders

Caso 1 Caso 2 Caso 3 Total (%)
Grado | X X X 100%
Grado Il 0%
Grado Il 0%

Tabla 13. Clasificacion de Broders. Laminillas 61-18 (caso 1), 09-19 (caso 2) y
45-19 (caso 3).

8.4. Evaluaciodn histopatolégica de los Ameloblastomas.

Tal y como se explica en apartados anteriores, los criterios usados para la
evaluacion histopatologica de los ameloblastomas fueron los propuestos por
Vickers y Golin (Tabla 9).

Los datos recogidos para la evaluacion histopatolégica de los ameloblastomas

se recogen en la siguiente tabla:
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X

X

X

100%

100%

100%

100%

66,66%

100%

Tabla 14. Evaluacion histopatolégica de ameloblastoma (Vickers). Laminillas 40-

18 (caso 4), 83-18 (caso 5) y 19-19 (caso 6).

8.5. Fotomicrografias de la inmunohistoguimica de los Carcinomas de células

escamaosas.

En primer lugar, se muestran las microfotografias mas representativas de los

Carcinomas de células escamosas tras realizar la inmunohistoquimica.
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Imagen 10. Fotografia a 400X de la laminilla 09-19. Se puede ver la

inmunopositividad intensa a CK14 en las zonas tefiidas color café sefialadas con

las flechas azules.
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Imagen 11. Fotografia a 100X de la laminilla 09-19. Se puede ver la

inmunopositividad intensa al marcador CK19 en las zonas tefiidas color café

sefaladas con las flechas azules.
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Imagen 12. Fotografia a 400X de la laminilla 09-19. Se puede ver la
inmunopositividad leve a OCT3/4 en las zonas tefiidas color café sefialadas con

las flechas azules.
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Imagen 13. Fotografia a 40X de la laminilla 09-19. Se puede ver la

inmunopositividad intensa a K167 en las zonas tefiidas color café sefialadas con
las flechas azules.
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8.6. Fotomicrografias de la inmunohistoquimica de los Ameloblastos.

Seguidamente, se muestran las microfotografias mas representativas de los
ameloblastomas tras realizar la inmunohistoquimica.

Imagen 14. Fotografia a 100X de la laminilla 40-18. Se puede ver la

inmunopositividad intensa a CK14 en las zonas tefiidas color café sefialadas con
las flechas azules.
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Imagen 15. Fotografia a 40X de la laminilla 40-18. Se puede ver la

inmunopositividad intensa a CK14 en las zonas tefidas color café sefialadas con
las flechas azules.
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Imagen 16. Fotografia a 40X de la laminilla 40-18. Se puede ver la

inmunopositividad intensa a CK19 en las zonas tefidas color café sefialadas con

las flechas azules.
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Imagen 17. Fotografia a 40X de la laminilla 40-18. Se puede ver la

inmunopositividad leve a OCT3/4 en las zonas tefiidas color café sefialadas con
las flechas azules.
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Imagen 18. Fotografia a 40X de la laminilla 40-18. Se puede ver la

inmunopositividad leve a KI67 en las zonas tefiidas color café sefaladas con las

flechas azules.
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8.7. Revelado de la inmunohistoquimica de los Carcinomas de células

escamaosas.

Para la evaluacion de la inmunohistoquimica se siguieron los criterios propuestos

por Koko et al (Tabla 10), tal y como se explica en apartados anteriores.

A continuacion, se muestra una tabla con los resultados inmunohistoquimicos de

los Carcinomas de células escamosas incluidos en este estudio.

Resultados inmunohistoquimicos de los Carcinomas de células

escamosas
Laminillas SOX2 OCT3 OCT4 CK14 CK19 K167
61-18 0 0 0 ++2 ++2 +1
09-19 0 +1 +1 ++2 0 ++2
45-19 0 0 0 ++2 ++2 ++42
Total 0% 33,33% @ 33,33% @ 100% con 66,66% 100% (el
positivo intensidad con 66,66%
(%) fuerte intensidad con
fuerte intensidad
fuerte)

Tabla 15. Evaluacion inmunohistoquimica de SOX2, OCT3/4, CK14, CK19 y
KI67 en Carcinomas de células escamosas segun el criterio de Kokko et al.
Laminillas 61-18 (caso 1), 09-19 (caso 2) y 45-19 (caso 3).
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8.8. Revelado de la inmunohistoquimica de los Ameloblastomas.

Al igual que en los carcinomas, se muestra una tabla con los resultados
inmunohistoquimicos de los Ameloblastomas incluidos en este estudio.

Resultados inmunohistoquimicos de los Ameloblastomas

Laminillas SOX2 OCT3 OCT4 CK14 CK19 Kl67

40-18 0 +1 0 ++2 +1 +1
83-18 0 0 0 ++2 ++2 +1
19-19 0 +1 +1 ++2 ++2 0
Total 100% 66,66%  33,33% 100% con 100% (el  66,66%
positivo intensidad 66,66% con
(%) fuerte intensidad
fuerte)

Tabla 16. Evaluacion inmunohistoquimica de SOX2, OCT3/4, CK14, CK19 y
KI67 en Ameloblastomas segun el criterio de Kokko et al. Laminillas 40-18 (caso
4), 83-18 (caso 5) y 19-19 (caso 6).

8.9. Estadistica comparativa.

Teniendo en cuenta los resultados de la inmunohistoquimica, no se puede decir
gue la expresiéon de KI67 es significativamente diferente en los carcinomas de
células escamosas que en los ameloblastomas (para Mantel y Haenszen a una
y dos colas). Lo mismo nos ocurre con OCT3 y CK19, de forma que la expresion
de ambas no es significativamente diferente en carcinomas de células
escamosas y ameloblastomas (en el anexo 1V, a modo de ejemplo, se pueden
observar algunas tablas de la estadistica comparativa).
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En el resto de marcadores, los resultados tampoco fueron significativos debido
a la alta homogeneidad de los mismos. De igual forma ocurre con la edad, y los
parametros histopatologicos, donde la homogeneidad de los datos hace que no

sean estadisticamente significativos.

8.10. Comparativa de los resultados histopatoldégicos, inmunohistoquimicos vy

comportamiento biolégico de los Carcinomas de células escamosas Vy

Ameloblastomas.

En las siguientes tablas (Tablas 17 y 18) se muestra a modo de resumen, los
resultados de la histopatologia y de la inmunohistoquimica en comparativa con
el comportamiento biol6gico de ambas patologias.
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Patologia  Histopatologia Inmunohistoquimica Comportamiento

bioldgico
@=15e) i Carcinoma Crestas Positividad a Alta expresion en
de células epiteliales CK14/19. carcinomas.
escamosas anomalas.

Aumento en el

ndmero de Positividad a KI67. Alto indice de
mitosis. proliferacion
Perlas de celular. Indicador
queratina dentro de malignidad.

de las crestas.

Etc.
@:15e)7| Carcinoma Crestas
de células epiteliales Positividad OCT3/4. Alta capacidad
escamosas anémalas. invasora.
Aumento en el Positividad a Alta expresion en
ndmero de CK14/19. carcinomas.
mitosis. Etc.
Positividad intensa a Alto indice de
KI167. proliferacion
celular. Indicador
de malignidad.
@=5e) e Carcinoma Crestas
de células epiteliales Positividad a CK14/19. Alta expresion en
escamosas anémalas. carcinomas.

Aumento en el

namero de
mitosis. Positividad intensa a Alto indice de
Perlas de KI167. proliferacion
gueratina dentro celular. Indicador
de las crestas. de malignidad.
Etc.

Tabla 17. Comparativa histopatologia, inmunohistoquimica y comportamiento
biolégico de los carcinomas de células escamosas.
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Patologia Histopatologia Inmunohistoquimica Comportamiento

biolégico
(@:150) 28 Ameloblastoma  Hipercromatismo Positividad a OCT3. Alta capacidad
de los nucleos invasora.
celulares.

Disposicion en

empalizada de los Positividad intensa a Papel fundamental
nucleos basales. CK14/19. en el
Pérdida de comportamiento
cohesion en las bioldgico de los
células ameloblastomas.
suprabasales.
O=e)s)| Ameloblastoma  Hipercromatismo Positividad intensa a Papel fundamental
de los nucleos CK14/19. en el
celulares. comportamiento
Disposicion en biolégico de los
empalizada de los ameloblastomas.

ndcleos basales.

@00} 5} | Ameloblastoma  Hipercromatismo Positividad OCT3/4. Alta capacidad
de los nucleos invasora.
celulares.

Disposicién en

empalizada de los Positividad intensa a Papel fundamental
nucleos basales. CK14/19. en el
Pérdida de comportamiento
cohesidn en las bioldgico de los
células ameloblastomas.
suprabasales.

Tabla 18. Comparativa histopatologia, inmunohistoquimica y comportamiento
bioldgico de los ameloblastomas.
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9. Discusion.

Respecto a la inmunohistoquimica y su relacion con el comportamiento biolégico
de ambas patologias, en todos los casos de carcinomas de células escamosas,
el resultado de SOX2 fue negativo. Este marcador esta relacionado con la
progresion tumoral y con un mayor tamafio del tumor (99). El 33,33% dieron
positivo en OCT3 y OCT4, lo cual se puede relacionar directamente con tumores
altamente invasivos, puesto que el papel de OCT4 en la invasion tumoral es
fundamental, como proponian Kumar et al en su estudio (70). OCT3, al igual que
OCT4, esta implicado en la renovacion y pluripotencia de las células madre y
embrionarias (71). El 100% de las muestras fue positivo con intensidad fuerte en
CK14, marcador que se encuentra en altos niveles en los ameloblastos
secretores (105), pero que como proponian Chu & Weiss en su estudio, también
se encuentra en altos niveles en los carcinomas (78). El 66,66% presentaba
positividad con intensidad fuerte en CK19. CK19 es una citogueratina cuya
funcion se ha atribuido en la diferenciacion ameloblastica (75, 76), pero que
también se expresa en Carcinomas de células escamosas, como corroboro el
estudio realizado por Yoon et al en el afio 2011 (79). El 100% de las muestras
fue positivo a K167 (el 66,66% lo hizo con intensidad fuerte y en mayor proporcién
gue en los ameloblastomas), lo cual se puede relacionar directamente con un
prondstico peor y la alta capacidad metastasica de los tumores, como
concluyeron Motta et al en su estudio (72). Esto es debido a que KI67 se asocia
con un mayor indice de proliferacion celular, de manera que a mayor expresion
de KI67, mayor sera la proliferacion celular, con lo que, la agresividad, la invasion
y metéstasis tumoral seran los procesos dominantes durante el transcurso de la
patologia. En consecuencia, altos niveles de KI67 se pueden relacionar, como
ya se ha mencionado anteriormente, con un prondéstico peor y tumores altamente

metasticos (72).

En el caso de los ameloblastomas, el 100% de las muestras fue negativo a
SOX2, con lo que se podria relacionar con un mejor prondstico, dado que los
ameloblastomas son tumores benignos y la neoplasia presentaria un
comportamiento biolégico menos agresivo (35). El 66,66% fue positivo a OCT3,
con lo que estos ameloblastomas tendrian una alta capacidad de invadir los

tejidos vecinos (71), y lo mismo nos ocurre con OCT4 (70). El 100% de las
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muestras dio positivo a CK14 y CK19, los cuales son fundamentales en el
comportamiento biolégico de los ameloblastomas, ya que participan en la
diferenciacion ameloblastica, tal y como propusieron Crivelini et al en su estudio
(75). A diferencia de los Carcinomas, soOlo el 66,66% de las muestras
presentaron intensidad leve a KI67, debido a que los ameloblastomas casi no

presentan capacidad metastasica ni tendencia de malignidad (41, 42, 43).

10. Conclusiones.

Tras la revision de la literatura, se puede concluir que el Carcinoma de células
escamosas es una neoplasia maligna, cuyo origen procede de las células
escamosas del epitelio que recubre la mucosa. Presenta una alta capacidad de
recurrencia. Puede ser inducido por diversos factores como el alcohol y el

tabaco, y presenta predileccion por el sexo masculino.

El ameloblastoma es una formacion benigna, de crecimiento lento, pero a pesar
de ello puede llegar a formar masas tumorales muy importantes, que afectan a
la fisiologia y aspecto fisico de las personas que lo padecen. Rara vez presenta
malignidad. No presenta predileccion por ninguno de los sexos. Hay gran

controversia en su origen.

Son pocos los estudios realizados hasta la actualidad con el fin de conocer el
comportamiento biolégico de ambas patologias, ya que la mayoria se derivan

hacia el &mbito clinico.

El conjunto muestral de este estudio no es representativo de la realidad, pero la
informacion y lo datos que se derivan del mismo pueden servir de ayuda para

entender el comportamiento de ambas patologias.

Teniendo en cuenta los resultados de este estudio, y la literatura consultada, el
rango de edad en el que se presentan ambas patologias es muy variable, siendo

algo mas jovenes los pacientes con ameloblastomas.
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Un resultado muy llamativo de este estudio es el caso del ameloblastoma
uniquistico, que en este estudio es el mas frecuente, a pesar de que, en la
mayoria de la bibliografia consultada, el mas frecuente era el de tipo sélido. El
comportamiento biologico del ameloblastoma uniquistico es menos agresivo que
el multiquistico, puesto que este ultimo crece en todas las direcciones,
invadiendo los tejidos vecinos y destruyendo el hueso. En los ameloblastomas
incluidos es este estudio, hay gran predileccién por el sexo masculino de forma

contraria a lo que dice la literatura.

En los carcinomas, la mayoria de las muestras se encontraban bien
diferenciadas, es decir, las células neoplasicas son similares a la célula que le
dio origen. Esto presenta gran importancia biologica, dado que las células no se
han diferenciado y el comportamiento de la patologia es menos agresivo. Por
otro lado, todos los casos se incluyeron en el Grado | en la Clasificacion de
Broders, lo que coincide con lo mencionado anteriormente, de forma que el

comportamiento biolégico ser& menos agresivo.

En resumen, el estudio de ambas patologias es muy relevante para aumentar la
informacion sobre las mismas, conocer su comportamiento biolégico y de esta
forma poder ofrecer un diagnostico y tratamiento mas eficaz, mejorando la

calidad de vida de los pacientes.

Teniendo en cuenta que los resultados del estudio no son significativos debido
al pequefio tamafio muestral, para elaborar las conclusiones se ha usado la
tendencia de los datos. Con los resultados de la inmunohistoquimica, podemos
predecir el comportamiento biolégico de los carcinomas de células escamosas y
de los ameloblastomas. KI67 es una proteina nuclear y nucleolar, cuya funcion
se asocia a la proliferacion celular, estd directamente relacionado con la
malignidad tumoral. se puede concluir que KI67 es un marcador de malignidad,
ya que este se expreso con alta intensidad y en mayor proporcion en carcinomas
de células escamosas, mientras que en ameloblastomas se expresé en menor
proporcion, y con intensidad leve. Por todo ello, KI67 se relaciona con un alto
indice de proliferacion celular que correlacionado con las caracteristicas

histopatolégicas se asocia con malignidad y el mayor tamafio tumoral. En
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ameloblastomas, presenta un nivel bajo de expresion debido a que el indice de

proliferacion celular es menor, debido a que el caracter de este es benigno.

Biolégicamente hablando, es muy importante tener en cuenta el papel de KI67,
ya que sus altos niveles de expresion se pueden relacionar directamente con la

mayor agresividad de ambas patologias.

CK14 y CK19 se expresan en el citoesqueleto de la célula y ambas son
fundamentales en la diferenciacion ameloblastica, motivo por el cual se expresan
en mayor proporcion en los ameloblastomas. Segun los resultados de este
estudio, CK19 podria ser un marcador util para diferenciar los carcinomas de
células escamosas de los ameloblastomas, debido a que ambas patologias lo
expresan en proporciones diferentes. Por otro lado, el uso de estos marcadores
puede ser muy util, ya que nos ofrecen orientacion en cuanto al comportamiento

biolégico de los ameloblastomas como han demostrado estudios anteriores.

OCT3y OCT4 ambos se expresan a nivel nuclear y juegan un papel fundamental
en la pluripotencia y en la renovacion de las células madre. Al igual que nos
ocurria anteriormente, teniendo en cuenta los resultados de este estudio, OCT4
seria util para diferenciar ambas patologias debido a la expresion diferencial en

carcinomas de células escamosas y en ameloblastomas.

SOX2 se expresa a nivel nuclear y su funcién es fundamental en la regulacion
de la pluripotencia de las células madre. Su positividad se relaciona con un
prondéstico peor. Conforme a los resultados de este estudio, no podemos decir
gue SOX2 sea un indicador de peor prondstico, a consecuencia de que el
resultado fue negativo tanto en los carcinomas de células escamosas, como en
los ameloblastomas. Desde el punto de vista bioldgico, su baja expresion se
relaciona con la baja capacidad de progresion tumoral, lo cual tendria sentido en
el caso de los ameloblastomas porque estos presentan un crecimiento lento y

caracter benigno.

A modo de perspectiva para el futuro, algunos de los marcadores utilizados en
este estudio se podrian utilizar en el diagnéstico de los pacientes, siempre y
cuando se realicen los estudios e investigaciones pertinentes para caracterizar
los diferentes marcadores. Por ejemplo, KI67 podria utilizarse como marcador

de malignidad o incluso, OCT4 para diferenciar los carcinomas de células
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escamosas de los ameloblastomas. Es de gran importancia tener en cuenta el
efecto que podrian tener en la expresion de los marcadores algunos factores

como la variabilidad genética de los individuos.

En consecuencia, podemos concluir que la realizacion de estudios para la
caracterizacion de los distintos paneles de marcadores inmunohistoquimicos es
de gran importancia, ya que estos nos dan pistas sobre el comportamiento
bioldgico de los carcinomas de células escamosas y de los ameloblastomas. El
comportamiento biolégico varia en funcion del nivel de expresion de estos
marcadores. Estudios de este tipo son muy utiles en la investigacion de ambas
patologias, ya que conociendo su comportamiento biolégico se puede ofrecer un

tratamiento y diagndstico mas preciso y eficaz.
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Anexo |. Gréficos estadistica descriptiva.

El conjunto muestral de este estudio esta formado por 6 casos, el 50%

pertenecen a carcinomas y el 50% restante son ameloblastomas.

TIPO DE PATOLOGIA

Ameloblastomas
(50%)

Carcinomas

de células

escamosas
(50%)

Figura 2. Grafico distribucion de los pacientes en funcion de la patologia.
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El 100% de los individuos con carcinomas de células escamosas incluidos en

este estudio pertenecen al sexo masculino.

GRAFICO DE DISTRIBUCION POR SEXOS EN PACIENTES
CON CARCINOMAS

m Masculino

Figura 3. Grafico distribucidén por sexos de los pacientes con carcinomas.
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El 66,66% de los individuos con ameloblastomas incluidos en este estudio

pertenecen al sexo masculino.

GRAFICO DE DISTRIBUCION POR SEXOS EN PACIENTES
CON AMELOBLASTOMAS

m Masculino ® Femenino

Figura 4. Grafico distribucion por sexos de los pacientes con ameloblastomas.

Anexo Il. Microfotografias tomadas para la caracterizacion

histopatol6gica de los Carcinomas de células escamosas.

A continuacion, se muestran una serie de microfotografias con los parametros

utilizados para la caracterizacion histopatoldgica de los carcinomas.
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Imagen 19. Fotografia a 100X de la laminilla 61-18. Epitelio escamoso con

pérdida de polaridad y continuidad de las células basales. Se observa

claramente la pérdida de polaridad en las zonas sefaladas por las flechas.
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Imagen 20. Fotografia a 100X de la laminilla 61-18. Epitelio escamoso

estratificado con crestas epiteliales andmalas. Estas presentan formas muy

irregulares (pie de elefante).
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Imagen 21. Fotografia a 400X de la laminilla 61-18. Epitelio escamoso donde se

observan mitosis aberrantes (sefialado con el circulo), pleomorfismo nuclear y

queratinizacién individual (sefialado por las flechas).
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Imagen 22. Fotografia a 100X de la laminilla 61-18. Epitelio escamoso con

gueratinizacion en el interior de las crestas epiteliales, asi como en el tejido
conjuntivo. También se puede observar pleomorfismo celular, pérdida de la

estratificacion, crestas irregulares e hipercromatismo nuclear.
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-Parametros del frente de invasion tumoral:

Imagen 23. Fotografia a 400X de la laminilla 61-18. Epitelio escamoso donde se

observa gue el numero de mitosis en esta area no es superior al 25%.
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Imagen 24. Fotografia a 400X de la laminilla 61-18. Se observa un cumulo de
células pleomoérficas procedentes del epitelio escamoso. A su vez, se observa
coémo las células neoplasicas rodean los vasos y nervios sin llegar a penetrar en

ellos (patron de invasion, rodea vasos y nervios).
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Imagen 25. Fotografia a 100X de la laminilla 61-18. Epitelio escamoso Y tejido

conjuntivo con invasion de células pleomorficas procedentes del epitelio. Se
observa la queratinizacion en el interior del epitelio, asi como en el tejido
conjuntivo. El grado de queratinizacion del area de la fotografia es superior al
75%.
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Imagen 26. Fotografia a 400X de la laminilla 61-18. Epitelio escamoso con

pleomorfismo nuclear superior al 75%. Hay gran abundancia de nucleos

pleomorficos.
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Imagen 27. Fotografia a 400X de la laminilla 61-18. Infiltrado inflamatorio. Tejido

conjuntivo con gran invasion de células pleomorficas procedentes del epitelio. La
célula rodeada se corresponde con una célula plasmatica, la cual confirma el
infiltrado inflamatorio hacia el tejido conjuntivo. Hay gran abundancia de estas

por toda el area de la fotografia.

Anexo Ill. Microfotografias tomadas para la caracterizacion

histopatol6gica de los Ameloblastomas.

Al igual que en los carcinomas, se muestran una serie de microfotografias con
los parametros utilizados para la caracterizacion histopatologica de los

ameloblastomas.
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Imagen 28. Fotografia a 400X. Islas de epitelio odontogénico rodeadas de un

estroma fibroso donde se observa el hipercromatismo de los nucleos celulares

de los estratos basales.
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Imagen 29. Fotografia a 400X. Islas de epitelio odontogénico rodeadas de un

estroma fibroso donde se observa la disposicion en empalizada de los nucleos

basales, asi como el hipercromatismo nuclear.
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Imagen 30. Fotografia a 100X. Islas de tejido odontogénico rodeadas de un

estroma fibroso donde se observa la disposicion en empalizada de los nucleos

basales, asi como el hipercromatismo nuclear.
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Imagen 31. Fotografia a 400X. Islas de tejido odontogénico en cuyo centro se

puede ver la vacuolizacion del citoplasma celular basal.
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Imagen 32. Fotografia a 400X. Islas de tejido odontogénico rodeadas de un

estroma fibroso, donde se observa la polarizacion invertida de los nucleos
basales del epitelio quistico (nucleos ubicados en la extremidad distal de la

célula, o sea alejados de la basal).
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Imagen 33. Fotografia a 400X. Islas de tejido odontogénico en la que se ha

producido la pérdida de la cohesidn, similar a las células poliédricas del reticulo

estrellado del 6rgano del esmalte o gelatina del esmalte.
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Imagen 34. Fotografia a 100X. Corte histologico de un ameloblastoma, donde

se observan células del tejido odontogénico entremezcladas en el tejido
conjuntivo. Hialinizacion del conectivo adyacente a la membrana basal. Se
observa claramente cémo las células han perdido la estructura que presentan

habitualmente en el tejido odontoldgico.

Anexo IV. Tablas obtenidas tras la realizacién de la estadistica

comparativa.

Las siguientes tablas son algunos de los ejemplos, a modo ilustrativo, de los
resultados obtenidos tras la realizacion de la prueba X2 de estadistica

comparativa.
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Statistical Tests

X2 2 Tailed P
Uncorrected 1.2 0.2733
Mantel-Haenszel 1 0.3173
Corrected 0 1
1 Tailed P 2 Tailed P
Mid P Exact 0.25
Fisher Exact 0.5 1 4

Tabla 19. Test estadistico para KI67 en carcinomas de células escamosas y

ameloblastomas.

Statistical Tests

X2 2 Tailed P
Uncorrected 0.6667 0.4142
Mantel-Haenszel| 0.5556 0.4561
Corrected 0 1
1 Tailed P 2 Tailed P
Mid P Exact 0.275
Fisher Exact 0.5 1 3

Tabla 20. Test estadistico para OCT3 en carcinomas de células escamosas y

ameloblastomas.
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Statistical Tests

X2 2 Tailed P
Uncorrected 0.875 0.3496
Mantel-Haenszel 0.75 0.3865
Corrected 0 1
1 Tailed P 2 Tailed P
Mid P Exact 0.2857
Fisher Exact 0.5714 1 4

Tabla 21. Test estadistico para CK19 en carcinomas de células escamosas y

ameloblastomas.
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