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1. RESUMEN

Introduccion: Las lesiones de células gigantes son entidades benignas,
localizadas, no neoplasicas, que pueden presentar una proliferacion osteolitica
agresiva. De acuerdo a su comportamiento clinico pueden clasificarse como
agresivas y no agresivas. Objetivo: Analizar la asociacion entre la expresion de
metaloproteinasas, proteinas apoptoticas y antiapoptoticas con el comportamiento
agresivo de las lesiones de células gigantes de los maxilares. Materiales y
métodos: Estudio de casos y controles. Se calculé un tamafio de muestra para dos
proporciones independientes con 30 casos por grupo. Se utilizé la base de datos
del laboratorio de Patologia Bucal de la FO, UNAM. Se realizaron cortes histolégicos
y se tifieron con H&E. Por medio de historia clinica y estudios radiograficos se
determind su agresividad y su distribucidn epidemiolégica. Para la
inmunohistoquimica se usaron los anticuerpos MMP-1, 2, 3, 9y 13; bcl-2 y bax. El
inmunomarcaje se analizé en con el sistema ImageLab® para medir la Densidad
Optica (DO). Para el andlisis de los resultados se realizo una prueba de chi-
cuadrada (p<0-05). Se determin¢ la expresion génica de todos los casos positivos
por lo menos a un anticuerpo de las 3 familias de las MMPs. Con un total de 10
agresivos y 5 no agresivos, Se estandarizado y realizo la técnica RT-PCR y se
visualizo la expresion génica por electroforesis. La foto-documentacion se realizo
con el sistema GDS (Axygen, NY). Resultados: La inmunoexpresion de MMP-9
presento diferencias significativas con 73.3% casos positivos en agresivos y 26.7%
en no agresivos (p=.03). Bax, Bcl-2 se expresaron en todos los casos. MMP-1, 2, 3
y 13 no presentaron diferencias estadisticas; sin embargo, presentaron una
tendencia a la mayor expresion en los casos agresivos. No hubo diferencias
significativas en el analisis de densidad 6ptica. Se obtuvo expresion para todos los
genes siendo mayor en los casos agresivos. Conclusiones: No se observo
asociacion entre la agresividad y los marcadores de apoptosis Bax y Bcl-2. La MMP-
3 y MMP-9 pueden considerarse como indicadores de riesgo para ayudar a
determinar la agresividad en las lesiones de células gigantes.



ABSTRACT

Introduction: Giant cell lesions are benign, localized, non-neoplastic entities that
can present an aggressive osteolytic proliferation. According to their clinical behavior
they can be classified as aggressive and non-aggressive. Objective: To analyze the
association between the expression of metalloproteinases, apoptotic and
antiapoptotic proteins with the aggressive behavior of giant cell lesions of the jaws.
Materials and methods: Study of cases and controls. A sample size was calculated
for two independent proportions with 30 cases per group. The database of the Oral
Pathology Laboratory of the FO, UNAM was used. Histological sections were made
and stained with H&E. By means of clinical history and radiographic studies, its
aggressiveness and its epidemiological distribution were determined. For
immunohistochemistry, MMP-1, 2, 3, 9 and 13 antibodies were used; bcl-2 and bax.
The immunolabeling was analyzed with the ImageLab® system to measure Optical
Density (OD). For the analysis of the results, a chi-square test was performed (p<0-
05). The gene expression of all positive cases was determined for at least one
antibody of the 3 families of MMPs. With a total of 10 aggressive and 5 non-
aggressive, the RT-PCR technique was standardized and performed and gene
expression was visualized by electrophoresis. Photo-documentation was performed
with the GDS system (Axygen, NY). Results: The immunoexpression of MMP-9
presented significant differences with 73.3% positive cases in aggressive and 26.7%
in non-aggressive (p=.03). Bax, Bcl-2 were expressed in all cases. MMP-1, 2, 3 and
13 did not present statistical differences; however, they showed a tendency to
greater expression in aggressive cases. There were no significant differences in the
optical density analysis. Expression was obtained for all genes, being higher in
aggressive cases. Conclusions: No association was observed between
aggressiveness and apoptosis markers Bax and Bcl-2. MMP-3 and MMP-9 can be
considered as risk indicators to help determine the aggressiveness of giant cell
lesions.



2. INTRODUCCION

El comportamiento clinico de las lesiones de células gigantes (LCGs) es muy
variado y ha sido sujeto a numerosos estudios para determinar su grado de
agresividad. Estas lesiones pueden presentarse en los maxilares como en los
huesos largos, algunos autores mencionan que las que se desarrollan en huesos
largos son distintas por tener un comportamiento biolégico mas agresivo; sin
embargo, otros estudios no han encontrado diferencias. El tratamiento de las
lesiones presentes en los maxilares han sido un reto para el cirujano maxilofacial,
debido a la variabilidad de su comportamiento; ya que en algunas ocasiones pueden
ser de crecimiento lento y asintomaticas; mientras que en otras son de crecimiento
acelerado, destructivas y dolorosas; por lo que requieren tratamientos quirurgicos
agresivos como resecciones segmentarias o en bloque de los maxilares con alta
morbilidad funcional y estética con un seguimientos a largo plazo. Se han
clasificado de acuerdo con sus caracteristicas clinicas y radiograficas en agresivas
y no agresivas; aunque la clasificacion es util, existen lesiones que por sus
caracteristicas son dificiles clasificar con estos criterios.

La identificacion de metaloproteinasas de la matriz extracelular y proteinas
involucradas en la apoptosis como marcadores moleculares de estas lesiones
podrian ayudar a determinar con mayor precision el comportamiento y guiar al
cirujano para determinar el tratamiento y el seguimiento clinico radiografico.

Por lo que se requiere estudiar si existen mecanismos derivados de las propias
células caracteristicas de esta lesion que estimulen la degradacion del tejido 6seo
que en condiciones fisiologicas no existiria. Y si existe relacidn con las proteinas
encargadas de la supervivencia y la muerte celular.



3. ANTECEDENTES

La OMS en 2017 incluye a las lesiones de células gigantes (LCGs) como un grupo
de lesiones benignas, localizadas y no neoplasicas; que pueden presentar una
proliferacion osteolitica agresiva. Las define como lesiones intradseas con tejido
fibroso celular, multiples focos de hemorragia, presencia de células gigantes y con
areas de hueso neoformado (1-7). Entre estas lesiones encontramos al Granuloma
de Células Gigantes, el Quiste Oseo Aneurismético (QOA), Querubismo y el Quiste
Oseo Solitario (Tabla 1)(1-6, 8). Se ha encontrado cierta asociacién entre la LCCG
y algunas condiciones genéticas como el Sindrome de Noonan, Sindrome de
Ramon, Sindrome de Jaffe Campanacci, enfermedad de Paget y neurofibromatosis
tipo 1 (5, 6, 9, 10).

El granuloma central de células gigantes fue descrito por primera vez por Jaffe en
1953 (1, 2, 5, 11-15). Antes de este periodo fue diagnosticado como un tumor de
células gigantes, el cual era observado con mayor frecuencia en huesos largos.
Jaffe propuso el nombre de “Granuloma reparativo de células gigantes”, sin
embargo, este termino ha sido controversial debido al comportamiento de la lesiéon
en diferentes pacientes, por lo que el termino reparativo fue descartado de la
nomenclatura, no encontrandose actualmente dentro de la clasificacion de la OMS
(1,2,5,11,12,14, 16). Actualmente la OMS lo denomina “Lesion Central de Células
Gigantes” definiéndola como una proliferacion osteolitica, benigna, localizada y
algunas veces agresiva, formada por tejido fibroso, hemorragia, depdsitos de
hemosiderina y células gigantes con formacion de hueso reactivo. Esta lesion puede
ser central o periférica. (1-8).

Tabla 1. Clasificacion de tumores 6seos maxilofaciales. OMS 2017

Lesiones de células gigantes y quiste 6seo simple

1. Granuloma central de células gigantes
2. Granuloma periférico de células gigantes
3. Querubismo

4. Quiste 6seo aneurismatico

5. Quiste 6seo simple

La LCCG representa del 7 al 10% de los tumores benignos de los maxilares. Se
estima que se presenta en 1.1 casos en un millébn de personas, principalmente entre
la primera y la tercera década de la vida, afectando a nifios y adultos jévenes,
aproximadamente entre los 2 y 30 afios. Tiene predileccidn por el género femenino
con una razon 2:1 con respecto al masculino; Involucra principalmente el sector
anterior de la mandibula adelante del primer molar; con frecuencia sobrepasa mas



alla de la linea media, cuando se desarrolla en el maxilar afecta la zona anterior a
los caninos (1, 3, 6, 8, 11-13, 15-21). Su etiologia y patogénesis es desconocida (1-
3, 11-13, 15, 17, 22-24); su contraparte periférica se considera reactiva y su origen
es a partir del tejido conectivo del periostio o del ligamento periodontal (1, 2, 8, 14,
17, 23, 24).

En la actualidad no se ha definido su perfil genético y carece de mutaciones
puntuales en el gen H3F3A, como sucede en el tumor de células gigantes de huesos
largos, existe asociacion con el sindrome de Noonan y Neurofibromatosis tipo | que
presentan mutaciones en los genes que codifican a proteinas especificas de la via
RAS/MAPK (5, 6, 10, 25).

Algunas teorias sobre el origen de las lesiones de células gigantes estan
relacionadas con procesos del desarrollo de los dientes en los nifios; ya que el gen
SH3BP2 incrementa la actividad de los osteoblastos y osteoclastos durante la ultima
etapa de la odontogénesis; otra teoria es que existe una mutacion en este mismo
gen lo que altera la activacion normal de los osteoclastos modificando la
osteoclastogénesis, desregulando la paratohormona (PTH) y la proteina
relacionada con la PTH (PTHrP), esta ultima regula la expresiéon de
osteoprotegerina en las células foliculares del germen dental, causando
osteoclastogénesis. Ha sido considerado que la alteracion de este mismo gen
SH3BP2 regula a MSX-1 alterando la diferenciacion osteoclastica con la
subsecuente formacion de tejido indiferenciado(2, 8, 26).

Dentro de la fisiopatologia aun no totalmente comprendida, se considera que las
células gigantes multinucleadas caracteristicas de esta lesion, se forman a partir de
una respuesta inflamatoria granulomatosa en la que se localizan macrofagos con
aspecto de células epitelioides, rodeados por linfocitos y ocasionalmente por células
plasmaticas. Esta inflamacion granulomatosa cronica se divide en dos fases, la
primera que consiste en la organizacion de los macréfagos; y la segunda en la cual
por medio del contacto de sus membranas celulares forman un nédulo celular
llamado "granuloma maduro"”, en esta fase los macrofagos tienen la mayor actividad
lisosdmica y es cuando se pueden transformar en CGM debido a la estimulacion del
gamma-interferon alrededor del agente patogeno. Esta ultima fase puede seguir dos
vias: la primera que es cuando se destruye el agente patdgeno, las células se
disgregan y el tejido se restituye. Y la segunda cuando no se destruye el agente
patégeno y se pasa a la fase 3 en la cual se presenta la "transformacion epitelioide”
formando células gigantes. La prolongacion de la tercera fase producird necrosis
central por parte de enzimas lisosomicas liberadas por los macrofagos. Este es el
mecanismo como se forman las células gigantes en respuesta a un agente extrafio
ya sea enddgeno o exdgeno, pero aun no se sabe con certeza como se desarrollan



en la LCCG. Esta podria ser una explicacion de por qué su origen puede ser
traumatico e inflamatorio(27-29). También se ha demostrado que los osteoclastos y
las CGM presentan similares caracteristicas funcionales y fenotipicas como la
expresion de Receptor Activador Nuclear Kappa (RANK), que aumenta la
osteoclastogénesis y resorcion 6sea (27-30). Otra teoria sobre la formacion de las
CGM se da durante la angiogénesis, cuando se desarrolla una lesion de células
gigantes y no se produce una formacion completa de su red vascular se agregan
monocitos por la liberacion de la proteina quimiotactica de monocitos-1 y al factor
de crecimiento transformante (B (secretadas por las células estromales). Entonces
estas proteinas estimulan a células estromales, monocitos y macrofagos dando
lugar a la formacion de CGM que expresan el Ligando Receptor Activador del Factor
Nuclear Kappa B (RANKL). Por lo que se puede sugerir que las células que
participan en el desarrollo de una LCGs son las células estromales, las CGM y los
monocitos y/o macréfagos (27-30). Se ha propuesto un mecanismo por el cual una
CGMy las células estromales mononucleares inducen la resorcion 6sea patologica,
es por la probable unién de RANKL del osteoblasto con el RANK expresado en una
CGM (5, 10, 27).

Clinicamente estas lesiones se han caracterizado por presentarse en adultos
jovenes y con una predileccién por el sexo femenino. Su localizacidn mas comun es
en mandibula con relacion al maxilar (figura 1) (1, 3, 7, 8, 11-13, 15-21, 26). En
algunos casos pueden extenderse a la region craneofacial y causar asimetria (1-3,
7,8, 11,15-17, 24, 26).

Departamento de Patologia, Medicina Bucal y Maxilofacial, FO UNAM

Figura 1. Lesion central de células gigantes agresiva. Se observa aumento de volumen eritematoso,
desplazamiento de incisivos inferiores y expansion de proceso alveolar.

Las lesiones periféricas (LPCGs) se consideran reactivas exofiticas que se
presentan en la encia y reborde alveolar con aspecto nodular y color azul-rojizo (1,



2,4,7,8,14, 17, 23, 24). Es mas comun entre quinta y sexta década de la vida con
predileccion por el sexo femenino. Las lesiones agresivas pueden ocasionar
desplazamiento de dientes y erosion 6sea superficial (figura 2) (1, 14, 17, 24). El
tratamiento consiste en la reseccion quirurgica con curetaje para evitar la recidiva
(1,7, 8, 14, 24).

Departamento de Patologia, Medicina Bucal y Maxilofacial, FO UNAM

Figura 2. Lesion periférica de células gigantes agresiva. Se observa aumento de volumen eritematoso en
proceso alveolar ocasionando protrusion del labio superior.

La LCCG se presenta como una zona radiolucida, puede ser unilocular o
multilocular, generalmente es bien definido, puede ocasionar perforacion y/o
expansion de corticales, respeta el canal del nervio dentario inferior. La LPCG puede
ocasionar una erosion en el hueso adyacente en forma de una concavidad; que se
forma por aumento de tamafio y compresion de la lesion sobre las corticales.
También puede observarse desplazamiento dental (1, 7, 8, 14, 24).

Departamento de Patologia, Medicina Bucal y Maxilofacial, FO UNAM

Figura 3. Ortopantomografia de una LCCG agresiva. Se observa zona radiolicida unilocular, perforacién
de corticales y rizdlisis de 43, 44 y 45.



Macroscépicamente estas lesiones tienen un aspecto firme, liso, bien circunscritas
de color marrén-rojizo y de apariencia hemorragica (figura 4) (6, 9).

Departamento de Patologia, Medicina Bucal y Maxilofacial, FO UNAM

Figura 4. Macroscopia de una lesién central de células gigantes. Espécimen color
marrén con incisivos, laterales y canino.

Microscopicamente se caracterizan por presentar numerosas células gigantes
multinucleadas tipo osteoclasto, células estromales mononucleadas en forma de
uso en un tejido fibroso denso y vascular, con zonas de hemorragia y presencia de
hemosiderina. Puede presentar una arquitectura lobular separada por septos
fibrosos con osteoide y hueso reactivo (figura 5). Se debe excluir de las otras
lesiones (Querubismo o QOA) correlacionando las caracteristicas clinicas y
radiograficas; ya que histologicamente no presentan diferencias. Las CGM
muestran reactividad a marcadores de osteoclastos y macréfagos; mientras que las
células estromales mononucleares a marcadores de proliferacién, por lo que se
considera que estas ultimas son el componente proliferativo. (3, 4, 6-9, 11, 13, 14,
16-18, 23, 24, 26, 31).

Departamento de Patologia, Medicina Bucal y Maxilofacial, FO UNAM
Figura 5 Fotomicrografia H&E. Células gigantes multinucleadas dispersas.



El comportamiento de las LCGs es incierto; algunos casos pueden ser de
crecimiento lento y con hallazgos incidentales radiograficamente; mientras otros
casos pueden presentar una proliferacion rapida y un comportamiento destructivo
ocasionando expansion y perforacion ésea, desplazamiento de dientes, reabsorcion
radicular, dolor y parestesia (1, 3, 11, 13, 17, 19, 21-24). Choung et al. (32) para
comprender el comportamiento, dar un prondstico y orientar el tratamiento estas
lesiones se han estratificado en agresivas y no agresivas de acuerdo con sus
caracteristicas clinicas y radiograficas (2, 3, 11, 13, 15, 23, 24). Siendo las “no
agresivas” asintomaticas, de crecimiento lento, sin perforacion de corticales y no
recurrentes. En las “agresivas” existe presencia de dolor, crecimiento rapido,
expansion 6sea, perforacién de corticales y recurrencia (figura 6 a 'y b) (1-3, 5, 8,
11, 13, 15, 18, 23, 24, 31).

A B

Departamento de Cirugia Oral y Maxilofacial, FO UNAM

Figura 6 Lesion de células gigantes central agresiva. A Se observa asimetria facial del lado izquierdo. B
Aumento de volumen en proceso alveolar vestibular ipsilateral con desplazamiento palatino de premolares y
molares.

Histolégicamente se ha buscado asociacion entre la celularidad del estroma,
numero de nucleos en las células gigantes, mitosis, tipo de estroma, presencia de
hemorragia y presencias de hueso reactivo con la agresividad clinica sin encontrar
hasta el dia de hoy resultados significativos (2, 3, 11, 13, 17, 18).



El tratamiento quirurgico se ha descrito desde un curetaje hasta resecciones en
bloque, esto basado en la agresividad de la lesién (1-3, 5, 7, 15, 21, 23, 31, 33-37).
En la actualidad el tratamiento mas frecuente para la LCCG es quirurgico, donde se
emplean varias técnicas, tales como la enucleacion en combinacion con osteotomia
periférica o crioterapia con nitrogeno liquido (figura 7) y la reseccion en bloque
simple o con osteotomia (5, 10, 14, 15, 21-26, 31, 32, 34, 35). El tipo de abordaje
quirurgico y la extension va a depender del tamafio de la lesion y la agresividad que
presente. El inconveniente del curetaje en las lesiones agresivas es la recidiva;
mientras que en la reseccion en bloque son las alteraciones funcionales, estéticas
y nerviosas como la parestesia (5, 25, 37). El prondstico con el tratamiento
quirurgico es variable, el curetaje en lesiones con comportamiento agresivo tiene
una recurrencia del 13% al 70% (5, 25, 37); mientras que, con la reseccién en
bloque con margenes libres, la recidiva es nula (5, 29).

Departamento de Cirugia Oral y Maxilofacial, FO UNAM

Figura 7 Reseccidn quirdrgica con osteotomia periférica de una LCCG agresiva.

Los tratamientos no quirurgicos son para evitar una cirugia invasiva y destructiva en
casos agresivos de mayor tamafo (5, 38). Entre estos esta los siguientes: la
Calcitonina subdérmica o via nasal que se emplea con la hipotesis de que las CGM
son similares a los osteoclastos y puede inhibir su funcion y diferenciacion. (5, 25,
39, 40). Interferdn Alfa se utiliza por la naturaleza vascular de estas lesiones, ya que
suprime la angiogénesis y en consecuencia la involucion de la lesion e induce la
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diferenciacion de los osteoblastos estimulando el metabolismo 6seo y asi la
formacion de hueso (5, 25, 39, 40). Imatinib® es una proteina inhibidora de la
tirosincinasa c-abl y c-kt que actua como un agente antiosteolitico y promueve la
diferenciacion osteoblastica al inhibir factor de crecimiento derivado de plaquetas
(5, 25, 39). Osteoprotegerina que inhibe al factor receptor activador nuclear ligando
kB (RANKL) (5, 39). Bifosfonatos usados para inhibir la osteoclastogénesis y
provocar la apoptosis de los osteoclastos (25, 34). Denosumab® un anticuerpo
monoclonal humano que inhibe la resorcion Osea, actuando sobre unidn
RANKL/RANK (5, 41) y finalmente los Esteroides intralesionales que inhiben la
produccion extracelular de proteasas lisosomicas e inducen la apoptosis de los
osteoclastos (5, 25, 39, 40).

4. EXPRESION DE METALOPROTEINASAS (MMP-1, -2, -3, -9y -13)

Las metaloproteinasas (MMPs) de matriz son las enzimas encargadas de la
degradacion del colageno y otras proteinas de la matriz extracelular (ME), son
dependientes de zinc. Se encuentran involucradas en procesos fisiolégicos como la
organogeénesis, cicatrizacion, entre otros y en procesos patolégicos como la
inflamacion, enfermedades autoinmunes y carcinogénesis. Son producidas por
fibroblastos, macrofagos, neutrofilos y células epiteliales. Aunque las MMPs
comparten varias caracteristicas distintivas, pueden clasificarse segun su estructura
molecular y sustrato en subgrupos que incluyen colagenasas, gelatinasas,
estromalisinas, MMPs de membrana y nuevas MMPs. La secrecion de MMPs es
estimulada por factores como el Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas
(FCDP), Factor de Crecimiento de Fibroblastos (FCF), citosinas, Interleucina 1 (IL1),
Factor de Necrosis Tumoral (TNF), fagocitosis y estrés fisico. Son inhibidas por el
Factor de Crecimiento Transformante a (TNF a) y por esteroides (42-47). Son
expresadas en bajos niveles en tejidos normales en ausencia de inflamacion,
heridas o un proceso patolégico. Una expresion aberrante esta relacionada a
destruccion de tejidos (43, 44).

Diversos estudios proponen que en las lesiones osteoliticas existe una asociacion
entre la degradacion y sintesis de la ME en las que se ven implicadas diversas
enzimas como MMPs que son capaces de eliminar la matriz organica del hueso y
crear un ambiente acido que propicia la disolucion del componente mineral
inorganico (42-47). Se han identificado la expresion de varias MMPs en las LCCG
por parte de CGM y por células mononucleares estromales con lo que se considera
es posible identificar su comportamiento clinico. Entre las MMPs estudiadas estan
las siguientes:
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La metaloproteinasa 1 (MMP-1) o la colagenasa 1, se sintetizada por fibroblastos,
macrofagos y células endoteliales y epiteliales, se encarga de degradar la colagena
tipo I, I, Il convirtiéndolo en colageno desnaturalizado o gelatina. Es una de las
principales proteasas que pueden degradar el colageno del hueso fibrilar que
conforma principalmente al periodonto y al hueso alveolar. También degrada otras
moléculas de la matriz extracelular (29, 42-48). Existe evidencia que sugiere que las
MMP-1 puede regular la osteolisis patoldgica del hueso, Tobon-Arroyave et al en su
estudio encontraron por inmunohistoquimica (HIC) un aumento en inmunoexpresion
de MMP-1 en el citoplasma de las CGM y de células estromales en LCCG agresivas
(P<.01)(42).

La MMP-2 o gelatinasa A. Sintetizada por células del estroma en condiciones
normales en la mayoria de los tejidos. Degrada el colageno desnaturalizado o
gelatina; asi como también colageno tipo I, Il y lll (29, 42-48), las gelatinas de
laminina, elastina y fibronectina. La gelatina del colageno tipo IV es el componente
principal de la membrana basal (MB) y tambien es deagradada por la MMP-2. (43).
No ha sido reportanda en LCG, pero se ha visto por HIC sobreexpresion de la marca
en la MB de los queratoquistes (45).

La MMP-3 o estromalisina. Se sugiere que es elaborada por fibroblastos del estroma
activado por una glicoproteina de membrana producida por las células tumorales.
Su funcion es degradar la membrana basal, elastina, laminina, fibronectina, otros
componentes de la ME y activar varias MMPs como la MMP-9 (29, 42-47). Tampoco
a sido estudiada en LCGs.

La MMP-9 o gelatinasa B se expresa en baja cantidad por el tejido normal en células
endoteliales, fibroblastos y osteoblastos, interviene en la angiogénesis, en la
remodelacion de las membranas basales vasculares, en la resorcion osea y la
regulacion de la protedlisis de la matriz 6sea no mineralizada, degrada el colageno
tipo I, Il y Ill. La MMP-9 proviene de células con linaje monocito macréfago. Se
induce su expresion por medio de mediadores quimicos durante la remodelacion
tisular e invasion tumoral y funciona en conjunto con la MMP-1 (29, 42-47). Tobon-
Arroyave et al. estudiaron 30 especimenes de casos agresivos de LCCGs y 12 no
agresivos localizados en maxilar y mandibula. Por medio de HIC encontraron
expresion de MMP-1 y MMP-9 en el microambiente de estas lesiones. La
inmunolocalizacion de estas enzimas fue similar, sin embargo, encontraron
diferencias de distribucion en el citoplasma en los dos grupos. El grupo de agresivos
mostraron un marcaje fuerte de MMP-1 y MMP-9 en el citoplasma de las CGM y las
CEM nhistiociticas, y un marcaje débil en los fibroblastos. Mientras que las no
agresivas tuvieron un marcaje de moderado a intenso, localizada principalmente en
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el citoplasma de las CGMs y ocasionalmente en algunas CEMs, pero en los
fibroblastos la reaccion fue nula. La significancia en el grupo de agresivos en la
estimacion de la expresion de MMP-1 y 9 en relacion a los no agresivos fue de
P<.01. Sus controles positivos fueron para MMP-1 granuloma piégeno y para MMP-
9 tejido de corazéon humano. Los autores con estos resultados sugieren que la
intensidad de la tincion y el numero de CGM y CEM histiocitarias pueden variar
dependiendo la agresividad de la lesion lo que sugiere la participacién de los
fibroblastos como principales fuentes de MMP-1y 9 en las LCCG de los maxilares
(33, 42).

MMP-13 o colagenasa 3. Fue descubierta originalmente en el cancer de mama (45).
También es producida por fibroblastos, epitelio neoplasico maligno, células
plasmaticas asociadas a lesiones destructivas de los huesos. Tiene la misma
funcion que la MMP-2 de degradar en colageno tipo |, Il y Ill, asi como también la
matriz extracelular (29, 42-47). Esta colagenasa degrada la union hemidesmosomal
entre el colageno tipo VII del estroma con el filamento de anclaje Laminina-5 (Ln-5)
presente en la MB, lo que provoca la migracion de células epiteliales que estan
cercanas a la MB (45). Su presencia en queratoquistes a sido estudiada en la MB
(45); sin embargo, aun no hay estudios en LCGs (45).

5. EXPRESION DE BAX Y BCL-2

Las proteinas de la familia de Bcl-2 (B-cell ymphoma 2) son indispensables para
que se lleve a cabo el proceso de apoptosis. EI miembro prototipo de esta familia
es Bcl-2 un acrénimo del linfoma de células B que fue descubierto por primera vez
en el punto de interrupcion de la t(14;18) en un linfoma folicular de células B No
Hodgking. En esta translocacion, el gen Bcl-2 es movido de su localizacién normal
1821 en proximidad con elementos potentes en la cadena pesada de la
inmunoglobulina (IgH) locus 14932. La familia de Bcl-2 se compone de dos grupos
opuestos de proteinas: antagonistas de muerte (Bcl-2, Bcl-x., Bcl-w, Bfl-1, Brag-1,
Mcl-1y A-1) y agonistas de muerte (BAx, Bak, Bcl-Xs, BAd, Bid y Hrk). Estos difieren
en sus patrones de activacion y localizacion en el tejido, asi como en su estructura.
Las proteinas codificadas por la familia de Bcl-2 estan localizadas en membrana
externa mitocondrial, en la membrana nuclear y en el reticulo endoplasmico. Los
productos de esta familia de genes se dividen en 2 BH1 y BH2 (homdlogos de Bcl
1y 2), que regulan la heterodimerizacidn entre los antagonistas, asi como Bcl-2 y
los agonistas de muerte como Bax (bcl-2 associated X protein). La muerte celular
esta inducida por esta familia de genes a través de dimerizacién. Esto quiere decir
que si el nivel de la proteina Bcl-2, la cual inhibe la apoptosis, es mas alto que la
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que induce la muerte como Bax, las células son protegidas. Por el otro lado si Bax
aumenta el efecto opuesto ocurre y las células son susceptibles a la apoptosis.
Entonces el radio (o nivel de expresidn) de las proteinas que protegen o inducen la
muerte celular determina el destino de la célula (49-52).

El proceso de apoptosis puede dividirse en fase inicial, durante la cual las caspasas
(proteasas cisteinicas con capacidad de escindir proteinas rompiendo el armazoén
nuclear y el citoesqueleto, activando las DNasas que degradan el ADN) se hacen
cataliticamente activas y la fase de ejecucion donde esas enzimas actuan
produciendo muerte celular(52). La iniciacién de la apoptosis ocurre principalmente
por sefiales procedentes de dos vias distintas pero convergentes: la via extrinseca
o iniciada en el receptor y la intrinseca o mitocondrial. Ambas vias convergen en la
activacion de caspasas (52). En la fase de ejecucién esta mediada por una cascada
proteolitica. Las proteasas que median esta fase pertenecen a la familia de las
caspasas. Son homologas en mamiferos del gen ced-3 de C elegans. Estas
caspasas pueden dividirse en dos grupos basicos: iniciador y ejecutor. Las
iniciadoras incluyen a las caspasa-8 y caspasa-9. Y ejecutoras como caspasa-3 y
caspasa-6 (52).

Existen dos vias por la cuales se da la apoptosis, la via extrinseca (receptor) que
inicia por la implicacion de un receptor de muerte de la superficie celular. Estos
receptores son familia del receptor del factor de necrosis tumoral que contiene un
dominio citoplasmatico implicado en las interacciones proteina-proteina que se
denomina dominio de muerte; ya que su papel es esencial para mandar senales
apoptoticas. Estos receptores de muerte mas conocidos son el receptor TNF de tipo
1 (TNFR1) y una proteina llamada Fas (CD95), entre otros. Cuando el receptor Fas
se une a su ligando FasL que se encuentra unido a la membrana, se adhieren tres
0 mas moléculas de Fas para conformar un dominio de muerte denominado FADD
(Fas-associated death domain). Este dominio FADD se une a los receptores de
muerte y a una forma inactiva de la caspasa-8 también a través de un dominio de
muerte. Muchas moléculas procaspasa-8 se aproximan y se escinden unas con
otras para formar su forma activa. Esta via puede inhibirse por una proteina llamada
FLIP que se une a la procaspasa-8 y evita que puede ser escindida(52). La via
intrinseca (mitocondrial) es resultado del aumento de la permeabilidad
mitocondrial y liberacion de proteina proapoptoéticas al citoplasma sin intervencién
de receptores de muerte. La familia de proteinas Bcl-2 se liberan en esta via y se
encargan de inhibir la apoptosis. Las antiapoptoticas principales son Bcl-2 y Bcl-x.
Cuando las células no reciben sefiales de supervivencia se liberan proteinas
proapoptoticas de la misma familia tales como Bak, Bax y Bim. Cuando disminuye
Bcl-2 y Bcl-x, la permeabilidad de la mitocondria aumenta y se liberan proteinas
capaces de activar de la cascada de las caspasas. Una de estas proteinas es el
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“citocromo C” que se une a una proteina denominada Apaf-1 (apoptosis activating
factor-1) y activa a la caspasa-9. Otras proteinas como el factor inductor de
apoptosis (AlF), penetran en el citoplasma donde se unen y neutralizan, a diversos
inhibidores de la apoptosis, cuya funcion normal es bloquear las caspasas. Esta via
es un equilibrio entre las moléculas proapoptéticas y protectoras que regulan la
permeabilidad mitocondrial y la liberacion de inductores de muerte que estan
normalmente secuestrados dentro de la mitocondria (52).

Amaral et al. realizé un estudio en 6 muestras de LCCG y 6 de LPCG mediante IH
con el cual determind la expresién de Bax y Bcl-2, asi como también de caspasa 3
activada y se identifico la localizacion de estas proteinas en las células. Para
confirmar la localizacion de la actividad apoptética se utilizd desoxinucledtido
transferasa dUTP (TUNEL). Los resultados obtenidos fueron en cuantificacion
relativa de Bcl-2 y Bax mediante el indice apoptotico, con el que se obtuvo que se
encuentra aumentado en casi todas las lesiones tanto centrales como periféricas en
comparacion con la mucosa oral normal. En la inmunotincion se observé que las
proteinas se encuentran en las células gigantes de las lesiones centrales vy
periféricas, las células mononucleares tienen escasa o nula actividad apoptética.
Concluyo que hay un aumento en la expresion de proteinas relacionadas con
apoptosis en las lesiones periféricas y centrales, asi como las células gigantes son
las que tiene actividad apoptdtica y estas son muy probablemente las causantes de
estas lesiones. Previamente Pammer et al. reportaron que la mayoria de las células
gigantes fueron positivas para Bax y Bcl-2 tuvo una expresion débil en las células
gigantes y fue negativo en células mononucleares. Considerando que estas
lesiones son reactivas en lugar de una verdadera neoplasia. (49, 50).

6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Es conocido que el comportamiento clinico de las lesiones de células gigantes es
incierto; ya que en algunas ocasiones pueden tener un crecimiento lento vy
asintomatico; mientras que en otras ocasiones puede tener un comportamiento
destructivo y con una alta morbilidad funcional. Por esto en la actualidad no se ha
podido determinar su pronostico con exactitud; y por lo tanto un tratamiento
adecuado. Estudiar la funcidon de las metaloproteinasas en la osteolisis de estas
lesiones y las proteinas apoptéticas y antiapoptoticas en las células que las
conforman podria contribuir a comprender el comportamiento agresivo de las
lesiones centrales de células gigantes y realizar terapéuticas mas eficaces.
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7. JUSTIFICACION

El cirujano oral y maxilofacial se enfrenta a una disyuntiva cuando requiere
determinar el tipo de tratamiento quirurgico ya sea conservador o radical o la
utilizacion de farmacoterapia con la finalidad de evitar la recurrencia de estas
lesiones.

El paciente que presenta este tipo de lesiones requiere un seguimiento a largo plazo
debido al comportamiento incierto por lo que el objetivo de este estudio es analizar
si existe factores asociados al comportamiento agresivo que puedan determinar su
comportamiento clinico incierto.

La destruccién 6sea que existe en estas lesiones esta puede estar asociada a
componentes de la matriz extracelular, especificamente las metaloproteinasas 1, 2,
3, 9y 13 y que la apoptosis es una via fundamental para la supervivencia de las
células gigantes multinucleadas.

8. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cual es la asociacién entre la expresion de metaloproteinasas y proteinas
apoptoticas/antiapoptoticas con el comportamiento agresivo de las lesiones de
células gigantes de los maxilares?

9. HIPOTESIS

La expresion de metaloproteinasas y proteinas antiapototicas sera mayor en las
lesiones de células gigantes agresivas en comparacién con las no agresivas.

10. OBJETIVO GENERAL

Analizar la asociacion entre la expresion de metaloproteinasas, proteinas

apoptoticas y antiapoptoticas con el comportamiento agresivo de las lesiones de
células gigantes de los maxilares.
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11. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* ldentificar los patrones de agresividad clinica y radiograficamente en lesiones
de células gigantes centrales y periféricas.

* Describir el patrén de inmunoexpresiéon de las metaloproteinasas en ambas
lesiones.

* Describir la expresion de las proteinas Bcl-2 y Bax en ambas lesiones.

* Comparar la expresion de las metaloproteinasas y las proteinas
antiapoptoticas.

* Determinar las diferencias de expresion entre agresivos y no agresivos y
centrales con periféricos.

* Determinar si existe asociacion entre la expresion de MMPs y proteinas de
apoptosis de acuerdo con su grado de agresividad y su localizacion.

* Determinar la expresion génica de las metaloproteinasas y proteinas de
apoptosis en ambas lesiones.

12. MATERIAL Y METODOS
Diseno de estudio

Casos y controles, retrospectivo. Se defini6 como caso todas las lesiones
identificadas como agresivas y controles las no agresivas.

Poblacion en estudio

Sesenta muestras incluidas en parafina de pacientes con diagnostico de lesion de
células gigantes central o periférica en maxilar o mandibula obtenidos del
Departamento de Patologia, Medicina Bucal y Maxilofacial de la Facultad de
Odontologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México” seleccionados de los
archivos obtenidos de 1980 a 2017.

Tamano de la muestra
Se calculd un tamano de muestra para dos proporciones independientes;
obteniendo un total de 30 casos por grupo para detectar la maxima diferencia con

un poder del 91% y un alfa de 0.05. En el grupo | se incluyeron 30 casos agresivos
(casos) y en el grupo Il casos no agresivos (control), incluyendo solo los casos que
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tenian cubo de parafina con tejido suficiente para su procesamiento. Se buscao incluir
la misma cantidad de periféricos como de centrales en cada grupo.
Criterios de seleccién

Criterios de Inclusion

- Casos diagnosticados histopatologicamente lesion central o periférica de
células gigantes.

- Casos que presenten tejido suficiente en embebidos en parafina para su
procesamiento.

- Pacientes que firmen el consentimiento informado

- Pacientes con diagnostico confirmado de lesion de células gigantes
central o periférica y que cuenten con suficiente tejido embebido en
bloques de parafina para ser procesados.

Criterios de exclusion
- Bloques de parafina que no contaron con tejido suficiente.
- Casos que no presenten datos clinicos en los expedientes sobre la
agresividad de las lesiones.
Criterios de eliminacion

- Casos que durante el procesamiento se perdio el tejido.

Variables (tabla 2)
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Tabla 2. VARIABLES CONCEPTUAL OPERACIONAL CATEGORIAS ESCALA DE
MEDICION
Tumoracioén intradsea de tipo reactivo, que | Cuando en el expediente se refiera que es una
afecta principalmente a huesos axilares y | lesion intradsea o se confirme por medio de una
rara vez a otros huesos craneofaciales. | tomografia o radiografia panoramica alteraciones a
Microscépicamente compuesta | nivel 6seo.
principalmente por numerosas células
gigantes multinucleadas sobre un manto | Histolégicamente se diagnosticara cuando
de células mesenquimales ovoidales y/o | presente células gigantes multinucleadas en un
fusiformes con abundante vascularidad | manto de células mesenquimales ovoidales o
capilar con extravasacion eritrocitica y | fusiformes con abundante vascularidad y presencia
acumulacién de pigmento de | de pigmento de hemosiderina.
hemosiderina(53).
Lesion central de Se categorizaran como “agresivas” cuando se 0.  Agresivo NOMINAL
células gigantes reporte o se observe clinicamente por lo menos uno 1. No agresivo
de los siguientes criterios:
Independiente
- Crecimiento rapido
- Dolor
- Perforacion de corticales
- Reabsorcion radicular de dientes
adyacentes
- Recurrencia
Se categorizara como “no agresiva” cuando exista
ausencia de todos los criterios descritos.
Lesién periférica o épulis de células | Cuando en el expediente se refiera que es una
gigantes es una lesién histolégicamente | lesién periférica o se confirme por medio de una
similar a la lesion central de células | tomografia o radiografia panoramica la ausencia de
Lesion periférica de gigantes, la cual ocurre exclusivamente en | alteraciones ¢seas.
células gigantes encia o mucosa alveolar(53).
Histolégicamente se  diagnosticara  cuando
Independiente presente células gigantes multinucleadas en un
manto de células mesenquimales ovoidales o
fusiformes con abundante vascularidad y presencia
de pigmento de hemosiderina.
0.  Agresivo
Se categorizaran como “agresivas” cuando se 1. No agresivo NOMINAL
reporte o se observe clinicamente por lo menos uno
de los siguientes criterios:
- Crecimiento rapido
- Erosién ¢sea
- Desplazamiento de  o6rganos
detales
- Recurrencia
Se categorizara como “no agresiva” cuando exista
ausencia de todos los criterios descritos.
.| Inmunohistoquimica: Se tomaran como células
Metaloproteinasa de matriz 1 o | positivas las que presenten tinciéon de color marréon
MMP-1 colagenasa intersticial o colagenasa de los | a nivel citoplasmatico.
fibroblastos capaz de escindir el colageno 0. Negativa NOMINAL
Dependiente tipo I, Il y lll dando lugar al colageno | Electroforesis: Se considerara que el gen se ha 1. Positiva DICOTOMICA
desnaturalizado o gelatina(54). expresado cuando en la fotodocumentacion se
observe el gel de color blanco.
Inmunohistoquimica: Se tomaran como células
Gelatinasa que se encarga de degradar el | positivas las que presenten tinciéon de color marrén
MMP-2 colageno desnaturalizado o gelatina(54). a nivel citoplasmatico.
Dependiente 0. Negativa NOMINAL
1. Positiva DICOTOMICA
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Electroforesis: Se considerara que el gen se ha
expresado cuando en la fotodocumentacion se
observe el gel de color blanco.
Estromalisina encargada de dirigir | Inmunohistoquimica: Se tomaran como células
diversos componentes de la MEC y de la | positivas las que presenten tincién de color marrén
degradacion de la membrana basal y de la | a nivel citoplasmatico.
MEC(54). 0. Negativa NOMINAL
MMP-3 Electroforesis: Se considerara que el gen se ha 1. Positiva DICOTOMICA
Dependiente expresado cuando en la fotodocumentacion se
observe el gel de color blanco.
Gelatinasa o metalopeptidasa 9, es un | Inmunohistoquimica: Se tomaran como células
matrixinas, una clase de enzimas que | positivas las que presenten tinciéon de color marréon
MMP-9 pertenecen a la familia zinc- | a nivel citoplasmatico.
Dependiente metaloproteinasas encarga de degradar 0. Negativa NOMINAL
el colageno desnaturalizado o | Electroforesis: Se considerara que el gen se ha 1. Positiva DICOTOMICA
gelatina(54). expresado cuando en la fotodocumentacion se
observe el gel de color blanco.
Colagenasa capaz de escindir el colageno | Inmunohistoquimica: Se tomaran como células
tipo I, Il 'y lll dando lugar al colageno | positivas las que presenten tincion de color marrén
desnaturalizado o gelatina(54). a nivel citoplasmatico.
MMP-13
Dependiente Electroforesis: Se considerara que el gen se ha 0. Negativa NOMINAL
expresado cuando en la fotodocumentacion se 1. Positiva DICOTOMICA
observe el gel de color blanco.
Proteina de la familia bcl-2, inhibidora de | Inmunohistoquimica: Se tomaran como células
la activaciéon de las caspasas y la | positivas las que presenten tincion de color marréon
apoptosis, impidiendo la liberacién de | a nivel citoplasmatico.
Bcl-2 citocromo C por las mitocondrias(52). 0. Negativa NOMINAL
Dependiente Electroforesis: Se considerara que el gen se ha 1. Positiva DICOTOMICA
expresado cuando en la fotodocumentacion se
observe el gel de color blanco.
Proteina promotora de la muerte celularde | Inmunohistoquimica: Se tomaran como células
la familia bcl-2 con capacidad de | positivas las que presenten tincion de color marréon
desencadenar la apoptosis liberando | a nivel citoplasmatico.
citocromo C de las mitocondrias y activar 0. Negativa NOMINAL
las caspasas(52). Electroforesis: Se considerara que el gen se ha 1. Positiva DICOTOMICA
expresado cuando en la fotodocumentacién se
Bax observe el gel de color blanco.
Dependiente

Metodologia

Se realizo revision electrénica de carpetas de registro de lesiones de cabeza y cuello
de 1982 a 2017 del Departamento de Patologia, Medicina Bucal y Maxilofacial de la
Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional Autdbnoma de México. Se
obtuvo un total de 21,623 casos registrados; de éstos se seleccionaron 126
expedientes de pacientes con diagnostico histopatolégico de LCCG y LPCG que
presentaron laminilla y cubo de parafina para su estudio de los cuales se incluyeron
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30 casos para cada grupo. Se describieron sus caracteristicas histolégicas en
laminillas tefidas con H&E con microscopio Leica DM2000. Las lesiones periféricas
y centrales se clasificaron por su agresividad. Las LCCG se consideraron agresivas
cuando se reportaban en los expedientes por lo menos una de las siguientes
caracteristicas clinicas o radiograficas: perforacion o expansion de corticales,
crecimiento rapido, reabsorcién radicular, dolor y recurrencia. Mientras que en las
LPCG agresivas se considero el crecimiento rapido, erosion 6sea, desplazamiento
de dérganos dentarios, movilidad dental, dolor y recurrencia. Las no agresivas no
debian de presentar ninguno de los criterios.

Inmunohistoquimica (IHQ)

Se realizaron 7 cortes de 4 micras en laminillas electrocargadas para realizar
inmunohistoquimica para los anticuerpos Bax, Bcl-2, MMP1, 2, 3, 9 y 13. Se
estandarizo y realizo la técnica de inmunoperoxidasa. Los tejidos se desparafinaron
con xilol y alcohol a diferentes concentraciones, se hizo la recuperacion de
antigenos con buffer de citratos, y lavados posteriores con PBS, se bloqueo la
peroxidasa enddgena con peroxido de hidrogeno y el fondo inespecifico con
albumina, realizando entre cada bloqueo lavados con PBS, la incubacion del
anticuerpo primario fue por 24hrs a 4°C; se lavo con PBS; posteriormente se incubo
el anticuerpo secundario por 10min, HRP por 10min y se revelo con DAB (Bio SB,
BSB 0007). El control positivo para Bax y Bcl-2 fue amigdala; para las
metaloproteinasas fue carcinoma oral de células escamosas y melanoma (Figura
8).

Fuente Directa

Figura 8 Fotomicrografias a 40x de controles positivos. A Inmunoreactividad de Bax en amigdala. B
Inmunoreactividad de MMP-13 en un carcinoma oral de células escamosas. C Inmunoreactividad de MMP-2
en un melanoma.
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Se tomaron 3 fotografias a 40x para cada anticuerpo con una camara Nikon vy
microscopio LEICA. Se analizo la intensidad del marcaje por medio de su Densidad
Optica (OD) con el programa ImageJ 1.51. La OD se calibré de acuerdo a las
siguientes categorias: nula, leve, moderada y severa (tabla 3).

Tabla 3. Categorias de la densidad 6ptica para cada anticuerpo.

Categoria Densidad optica
(DO)
Bax Bcl-2 | MMP-1 | MMP-2 | MMP-3 | MMP-9 | MMP-13
Nulo 131 139 132 145 132 139 133
Leve 100 85 109 120 115 121 118
Moderado 79 61 95 110 100 104 93
Severo 58 40 68 90 85 93 81

Se realizé una prueba de chi-cuadrada para buscar asociacion entre los casos
positivos y la intensidad del marcaje con la agresividad de las lesiones.

Expresion génica por RT-PCR

Se determind la expresion génica de todos los casos positivos por [o menos a un
anticuerpo de las 3 familias de las MMPs. Con un total de 12 casos agresivos y 7
no agresivos.

Se estandarizo la técnica de extraccion de ARN total en una lesion central de células
gigantes mandibular empleando el sistema ReliaPrepM” FFPE Total RNA Miniprep
System (Promega, Madison WI) con aceite mineral como diluyente para
desparafinar. Estandarizada la técnica se realiz6 la extraccion de ARN total en todos
los casos seleccionados. La cuantificacion del ARN total fue por medio del
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher, Rochester, NY) (tabla 4).
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Tabla 4. Cuantificacion de RNA total

No. Caso Acido Abs.
Nucleico 260/280
ng/pl
1 FO-124-84A 144.7 1.84
2 FO-060-87 97.9 1.91
3 FO-040-87A 128.3 1.93
4 FO-33-96A 176.1 1.94
5 FO-180A 168.4 1.92
6 FO-313-87A 96.9 1.93
7 FO-206-84 37.1 1.65
8 FO-734-93A 39.1 1.77
9 FO-476-93C 30.6 1.91
10 FO-405-93 43.6 1.91
11 FO-98-94A 53.6 1.95
12 FO-199-04 329.5 1.32
13 FO-154-83A 65.8 1.60
14 FO-815-98B 13.6 1.81
15 FO-253-87B 21.9 1.98
16 FO-521-98B 19.7 2.07
17 FO-244-85 28.6 1.93
18 FO-119-84B 344 1.66
19 FO-309-86 54.9 1.77

Por sugerencia del comité tutoral se excluyeron los casos con una relacion de
absorbancia menor a 1.7 (Abs. 260/280). Por lo que se incluyeron para para la
técnica de RT-PCR un total de 15 casos (10 agresivos y 5 no agresivos).

Se estandarizé y realiz6 la técnica de RT-PCR con las siguientes secuencias de los
primers previamente disefiados (tabla 5).
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Tabla 5. Secuencia de Primers

PESO DEL
MARCADOR SECUENCIA PRODUCTO
bp
MMP1 s: GGTCTCTGAGGGTCAAGCAG 207
a: AGTTCATGAGCTGCAACACG
MMP2 s: ACAGCAGGTCTCAGCCTCAT 151
a: TGAAGCCAAGCGGTCTAAGT
MMP3 s: GCAGTTTGCTCAGCCTATCC 214
a: GAGTGTCGGAGTCCAGCTTC
MMP9 s: TTGACAGCGACAAGAAGTGG 179
a: GCCATTCACGTCGTCCTTAT
MMP13 s: TTGAGCTGGACTCATTGTCG 172
a: GGAGCCTCTCAGTCATGGAG
Bax s: TTTGCTTCAGGGTTTCATCC 246
a: CAGTTGAAGTTGCCGTCAGA
BCL-2 s: GGATGCCTTTGTGGAACTGT 236
a: AGCCTGCAGCTTTGTTTCAT
GAPDH s: ACCACAGTCCATGCCATCAC 231
a: TCCACCACCCTGTTGCTGTA

Para la estandarizacion de las condiciones de termociclado y ensayo de la técnica
se empled RNA total obtenido de la lesion central de células gigantes con
AMPIGENE 1-Step RT-PCR Kit (Enzo). Para determinar la temperatura de
alineamiento se realiz6 la amplificacion de GAPDH a 55, 57, 59, 61, 63 y 65°C con
3 diferentes concentraciones del ADNc (20ng/ml, 40ng/ml y 100ng/ml), obteniendo
un mejor alineamiento a 61° C con 40 ng/ml.
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Una vez estandarizada la técnica RT-PCR se realizé la amplificacion para los 15
casos para cada uno de los primers bajo las siguientes condiciones (Tabla 6):

Tabla 6. Condiciones para la amplificacidon

Ciclos Temperatura Tiempo
1 ciclo 55°C 10min.
1 ciclo 95°C 2min.

40 ciclos 95°C 10 seg.

61°C 10 seg.

72°C 60 seg.

Se visualizo la expresion génica por electroforesis (en un gel de agarosa al 2% con
un buffer TAE 1x a 100Volts x 30min). Se utiliz6 como marcador de peso molecular
PCR marker (Promega) de 1000, 750, 500, 300, 150 y 50pb. La fotodocumentacion
se realizo con el sistema GDS (Axygen, NY).

13. RESULTADOS
Inmunohistoquimica

Distribucion de la positividad, intensidad del marcaje (DO) y agresividad. La
MMP-9 fue positiva en 73.3% (n=11) de los casos agresivos p=0.03, la DO no
presento significancia en ninguna metaloproteinasas, bax y blcl-2.

Bax fue positivo en el 100% de los casos agresivos (grupo |) con DO leve de 13.3
%, moderada de 70% y severa de 16.7% y en los no agresivos (grupo Il) fue positivo
en 100% con una DO de 23.3%, 46.7% y 30% respectivamente (p=0.18). Bcl-2 fue
positivo en 100% en ambos grupos; la DO en el grupo | fue 0% nula, 53.3% leve,
33.3 moderado y 13.4% severo mientras que en el grupo Il fue de 3.3%, 36.7%,
50% y 10% respectivamente (p=0.38) (Tabla 7 y 8 / figura 9).
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Tabla 7. Distribucion de positividad y agresividad.

Agresividad BAX Bcl2 MMP1 MMP13 MMP2 MMP9 MMP3
positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
n=60 n=60 n=48 n=19 n=16 n =15 n=41

No agresivo

N (%) 30 30 23 7 6 4 18
(100%) (100%) 47.9%) (36.8%) (37.5%) (26.7%) (45%)
Agresivo
N (%) 30 30 25 12 10 11 22
(100%) (100%) (BG2.1%) (63.2%) (62.5%) (73.3%) (55%)
Total
N (%) 60 60 48 19 16 15 40
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
p .52 17 .24 -03 .27
A B
C D

Fuente Directa
Figura 9 Fotomicrografias para inmunotinciones de Bax y Bcl-2. A Tincion citoplasmatica de Bax en las CGM
en una LCG agresiva y B en una LCG no agresiva. C Tincion citoplasmatica de Bcl-2 en las CGM en una LCG
agresiva y C en una no agresiva.
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Tabla 8. Distribucion de la intensidad del marcaje y agresividad para Bax y Bcl-2.

La MMP-1 en los casos agresivos fue positiva 52.1% y en los no agresivos 47.9%
(p=.52),1a DO fue 16.7% nula, 20% leve, 33.3% moderada y 30% severa en el grupo
| mientras en que en el grupo |l fue de 23.3%, 20%, 36.7% y 20% respectivamente
(p=.80). Para MMP-2 fue positiva en el primer grupo 62.5%, mientras que en el otro
grupo fue de 37.5% (p=.24), la DO en el grupo de agresivos fue nula 66.7%, leve
13.3%, moderada 20% y severa 0%; en los no agresivos fue de 80%, 3.3%, 13.4%
y 3.3% respectivamente (p=.31). MMP-3 fue positiva en los casos agresivos en 55%
y en los no agresivos 45% (p=.27), la DO en el primer grupo fue nula en 26.7%, leve
40%, moderada 26.7% y severa en 6.7%; en el segundo grupo fue de 40%, 6.6%,
46.7 y 6.7% respectivamente, se encontraron diferencias estadisticas significativas
(p=.02). La MMP-9 presento una DO en los casos agresivos nula de 63.3%, leve
23.3%, moderada 10% y severa de 3.4%; mientras que en los no agresivos fue de
86.7%, 3.3%, 10% y 0% respectivamente (p=.08); su positividad en el primer grupo
fue de 73.3% y en el segundo de 26.7% encontrando diferencias estadisticas
significativas (p=.03). Por ultimo la MMP-13 fue positiva en el grupo | con 63.2% vy
en el grupo Il con 36.8% (p=.17); la DO en el primer grupo fue nula en nula en 60%,
leve en 26.7%, moderada en 13.3% y severa en 0%; mientras que en el otro grupo
fue de 76.7%, 10%, 13.3% y 0% respectivamente sin encontrar diferencias
estadisticas significativas (p=.23) (Tabla 7-9 / Figura 10). De los anticuerpos
estudiados solo se encontro diferencia significativa en la en la positividad de MMP-
9. No hubo diferencias en la DO para ningun anticuerpo.
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A B

c D

E F

G H

| J Fuent Oveca

Figura 10 Fotomicrografias a 40x para inmunotinciones de MMP-1, 2, 3, 9 y 13. En la columna izquierda se muestra
el Grupo 1y en la derecha el grupo Il. A Tincién citoplasmatica de MMP-1, C MMP-2, E MMP-3, G MMP-9 y | MMP-
13 en las CGM con una DO de moderada a severa . B, D, F, H y J Tincién citoplasmatica MMP-1, 2, 3,9y 13 en las
CGM con una DO de leve a moderada.
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Tabla 9. Distribucion de la intensidad del marcaje y agresividad para MMP-1, 2 3 9
Y 13.

Distribucion de la intensidad del marcaje (DO) y agresividad de acuerdo con
su localizacion. No se presentaron diferencias estadisticas significativas.

Se obtuvieron 28 casos centrales y 32 periféricos. La DO de Bax fue leve en 13.3%,
moderada en 73.3% y severa en 13.4% en los casos agresivos; mientras que en los
no agresivos fue de 0%, 61.5% y 38.5% respectivamente (p=.16). Los periféricos la
DO fue leve en 13.3%, moderada en 66.7% y severa en 20% en los casos agresivos;
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mientras que en los no agresivos fue de 41.2%, 35.3% y 23.5% respectivamente
(p=14). Bcl-2 en lesiones centrales fue leve en 66.7%, moderada en 20% y severa
en 13.3% en los casos agresivos. En los no agresivos se presento 23%, 53.9% vy
23.1% respectivamente (p=.06). En los periféricos agresivos fue nula %0, leve 40%,
moderada 46.7% y severa 13.3%; los no agresivos fueron 5.9%, 47%, 47% y 0%
respectivamente (p=.35).

La intensidad del marcaje de MMP-1 en centrales fue nula 26.7% leve 20%,
moderada 33.3% y severa 20% en los casos agresivos; mientras que en los no
agresivos fue de 30.8%, 30.8%, 38.5% y 0% respectivamente (p=.38). Los
periféricos la DO fue nula 6.7%, leve 20%, moderada 33.3% y severa 40% en los
casos agresivos; mientras que en los no agresivos fue de 17.7%, 11.8%, 35.3% y
35.3% respectivamente (p=.76). MMP-2 en centrales fue nula 67.9% leve 20%, y
moderada 13.3% en los casos agresivos; mientras que en los no agresivos fue de
69.2%, 7.7% y 23.1% respectivamente (p=.57). Los periféricos la DO fue nula 66.7%
leve 6.7%, moderada 26.7% y severa 0% en los casos agresivos; mientras que en
los no agresivos fue de 88.2%, 0%, 5.9% y 5.9% respectivamente (p=.19). MMP-3
en centrales fue nula 26.7%, leve 40%, moderada 26.7% y severa 6.7% en los casos
agresivos; mientras que en los no agresivos fue de 23.1%, 7.7%, 53.9% y 15.4%
respectivamente (p=.19). Los periféricos la DO fue nula 26.7%, leve 40%, moderada
26.7% y severa 6.7% en los casos agresivos; mientras que en los no agresivos fue
de 52.9%, 5.9%, 41.2% y 0% respectivamente (p=.06). MMP-9 en centrales fue nula
60%, leve 26.7%, moderada 6.7% y severa 6.7% en los casos agresivos; mientras
que en los no agresivos fue de 76.9%, 7.7%, 15.4% y 0% respectivamente (p=.38).
Los periféricos la DO fue nula 66.7% leve 20% y moderada 13.3% en los casos
agresivos; mientras que en los no agresivos fue de 94.1%, 0% y 5.9%
respectivamente (p=.10). MMP-13 en centrales fue nula 46.7%, leve 40% vy
moderada 13.3% en los casos agresivos; mientras que en los no agresivos fue de
69.2%, 7.7% y 23.1% respectivamente (p=.14). Los periféricos la DO fue nula 73.3%
leve 13.3% y moderada 13.3% en los casos agresivos; mientras que en los no
agresivos fue de 82.3%, 11.8% y 5.9% respectivamente (p=.75).

La distribucion del marcaje y la agresividad de todos los anticuerpos no se asocio a
una localizacion central o periférica.
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Expresion Génica. Se observé mayor expresion génica en los casos agresivos.

El gen para Bcl-2 se expreso en 2 casos agresivos y 3 fueron no agresivos. Bax se
expreso en 4 agresivos y 2 no agresivos (figura 11). Se expresaron los genes para
todas las MMPs. El gen de MMP-1 se expreso en 4 casos agresivos y 4 no
agresivos, MMP-2 en 4 agresivos y 3 no agresivos. MMP- 3 se expreso en 6 casos
agresivos y 2 no agresivos. MMP-9 se expreso en 3 agresivos y en ningun no
agresivo y MMP13 se expreso solo en 2 casos agresivos (figura 12y 13).

De los genes analizados encontramos mayor expresion en todos los casos
agresivos en comparacion con los no agresivos.

Figura 11. Expresion génica. A Bcl-2 y B Bax
*Orden: AANNNNNANANAAAAC A: agresivo N: no agresivo C: control)
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Figura 12. Expresion génica. A MMP-1, B MMP-2 y C MMP-3
*Orden: AANNNNNANANAAAAC (A:agresivo N: no agresivo C: control)
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Figura 13. Expresién génica. D MMP-9, E MMP-13
*Orden: AANNNNNANANAAAAC (A: agresivo N: no agresivo C: control)

14. DISCUSION

Los resultados de nuestro estudio mostraron que la DO leve a moderada de la MMP-
3y la positividad de MMP-9 se asociaron con mayor probabilidad de tener una lesion
agresiva.

Bcl-2 y Bax fueron positivas en todos los casos, la marca fue principalmente en el
citoplasma de las CGM, la DO se comporté de forma similar en el grupo de agresivos
y no agresivos. Se identifico el transcrito para ambos genes; estos resultados son
similares a los reportados por Amaral et al. (49); sin embargo, no buscaron
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asociacion por agresividad. Con estos datos podriamos sugerir que la expresion de
estas proteinas no esta relacionada con la agresividad de las LCGs.

Todas las MMPs se expresaron citoplasmaticamente en las CGM y en algunas
células estromales como fibroblastos. La MMP-1 fue positiva de forma similar en
ambos grupos y la DO no presento significancia estadistica; por lo que no
encontramos asociacion con la agresividad de esta metaloproteinasa; sin embargo,
los resultados de Tobon-Arroyave et al. son diferentes, en su estudio encontraron
mayor expresion de estda metaloproteinasa en las lesiones agresivas. Estas
diferencias pueden deberse a que su estudio tenia menos casos no agresivos que
agresivos. La positividad y la DO de la MMP-2 no presenté asociacion con la
agresividad. Esta MMP no ha sido reportada en LCGs, se ha estudiado en
queratoquistes y quistes radiculares por Wahlgren et al. Ellos asociaron la expresion
de esta MMP con la proliferacion y migracion de células epiteliales debido a que
degrada los componentes de la MB (45). Sin embargo, en nuestro estudio no
encontramos diferencias, por lo que podemos sugerir que esta MMP no esta
asociada con la agresividad de las LCGs. La MMP-3 no ha sido reportada en este
tipo de lesiones. Nosotros encontramos que la MMP-3 se expresa mas en las
lesiones agresivas con DO leve; mientras que en las no agresivas la DO es
moderada (p=.02). Esta reportado que la MMP es encargada de degradar la MB y
activar la MMP-9 (29, 42-47). Esto podria sugerir que a mayor DO de la MMP-3 se
activa la MMP-9 en los casos agresivos; por lo tanto, se podria asociar la expresion
de MMP-3 con la agresividad. Las LCGs agresivas positivas a MMP-9 presentaron
diferencias estadisticamente significativas (p=0.03). Tobodn-Arroyave de forma
similar a nuestros resultados encontr6 mayor expresion en casos agresivos (42).
Con este resultado podriamos sugerir a la MMP-9 como un indicador de agresividad
y por lo tanto de mayor actividad osteolitica patolégica. La MMP-13 fue estudiada
por Burgos et al. en lesiones periapicales por lo que asociaron su expresion a
enfermedades inflamatorias del periodonto (55). Wahlgren encontré sobreexpresion
de esta MMP en queratoquistes sugiriendo, su expresion puede explicar
comportamiento agresivo (45). En nuestro estudio no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en su positividad y su DO; por lo que consideramos
que su expresion no se asocia al comportamiento agresivo de estas lesiones.

Una de las fortalezas de este trabajo es haber estudiado la asociacion de la
expresion de MMPs con la agresividad de las lesiones de células gigantes y realizar
una medicion mas objetiva del inmunomarcaje por medio de un programa
estandarizado (imageJ®). Asi mismo, podemos sefialar que, entre las debilidades
de este estudio es que no se utilizé un RT-PCR en tiempo real para medir con
precision el RNAm para cada gen. No encontramos respuesta a la posible
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participacion de la apoptosis en la determinacion del grado de agresividad de las
LCG.

15. CONCLUSION

No se observo asociacion entre la agresividad y los marcadores de apoptosis Bax y
Bcl-2. La MMP-3 y MMP-9 pueden considerarse como indicadores de riesgo para
ayudar a determinar la agresividad en las lesiones de células gigantes.

16. PERSPECTIVAS

Se sugiere que se realicen mas estudios que busquen biomarcadores que permitan
determinar el grado de agresividad de las lesiones en una etapa temprana de
presentacion clinica; esto permitiria planificar tratamientos mas oportunos. menos
radicales y con minima morbilidad.
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