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Resumen

Introduccion: Los tumores odontogénicos mixtos (TOM) derivan de tejidos formadores
del organo dental o sus remanentes celulares y presentan aspecto histomorfologico variado,
debido a la interaccion entre los componentes tisulares del germen dentario en desarrollo. A
pesar de que algunos TOM representan hamartomas, otros son verdaderas neoplasias con
grados variables de agresividad. Objetivo: Comparar los hallazgos clinico-demograficos,
histopatologicos y la expresion inmunohistoquimica (IHQ) de marcadores epiteliales,
proteinas del esmalte, receptores de matriz extracelular y proliferacion celular en los
componentes mesenquimatoso y epitelial en un grupo de TOM (fibroma amelobléstico
[FA], fibrodentinoma ameloblastico [FDA], fibro-odontoma ameloblastico [FOA],
odontoameloblastoma [OA] y odontomas [OD]). Material y método: Estudio
multicéntrico, retrolectivo, observacional y comparativo en el que se analizaron 32
muestras de TOM obtenidas de la UAM-X, dos Servicios de Diagndstico en Patologia
Bucal privados [CDMX y Puebla] y de la Facultad de Odontologia de la Universidad
Federal de Rio de Janeiro. La técnica IHQ se realiz6 con anticuerpos monoclonales para
CK 14 y 19, Amelogenina (AMELX), Syndecan-1 y Ki-67. La intensidad de la marcacién
IHQ se categorizd de acuerdo al porcentaje de células positivas en “0” <5% de células
(negativo); “1” 5-50% de células (baja intensidad) o “2” >50% de células (alta intensidad).
Los resultados se analizaron mediante el andlisis de varianza (ANOVA), T de Student y
prueba de Kruskal-Wallis segin se requiriera, utilizando el paquete estadistico JMP V12
(Campus Drive Cary, NC, USA) con un nivel de p < 0.05. Resultados: Se incluyeron 10
FA, dos FDA, ocho FOA, un OA y 11 OD con una mediana de edad de 11 (1.3-36) afos.
La mandibula fue la localizacién mas frecuente (17/54.8%). Todos los casos mostraron alta
intensidad de expresion de CK14. La expresion de CK19 fue negativa y baja intensidad en
FA, FDA y OA. AMELX mostr6 alta intensidad en 14 casos (66.3%), 4 (18.1%) baja
intensidad y 3 (13.6%) fueron negativos. Al evaluar Syndecan-1 en el componente epitelial,
23 casos (85.1%) presentaron alta intensidad, mientras que el OA fue negativo; en el
componente mesenquimatoso 18 casos (66.6%) tuvieron alta intensidad. Los casos de FA,
FOA y OA presentaron los indices de expresidon mas altos en componente epitelial y
mesenquimatoso al evaluar Ki-67. Conclusiones: El analisis IHQ de las CKs y la
negatividad en la expresion de AMELX sugiere que los FA, FDA y OA se encuentran en
un grado de maduracion epitelial limitado. La expresion mesenquimatosa de Syndecan-1 en
FDA y OA podria estar relacionada con un comportamiento de mayor agresividad. La
evaluacion de Ki-67 revelo valores epiteliales mas altos en los casos de FA, FDA, FOA y
OA en contraste con los OD, como cabria esperar en esta entidad hamartomatosa con
potencial limitado de crecimiento.

Palabras clave: Tumores odontogénicos mixtos, hamartoma, neoplasia, inmunoexpresion.
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1. INTRODUCCION

Los tumores odontogénicos (TO) derivan de los tejidos formadores del 6rgano dental o sus

remanentes celulares y presentan un aspecto histomorfoldgico variado, mismo que obedece

a las interacciones que ocurren normalmente entre los componentes tisulares del germen

dentario (GD) en desarrollo. A pesar de que algunos TO representan hamartomas, otros son

verdaderas neoplasias benignas o malignas con grados variables de agresividad (Mosqueda-

Taylor, 2008).

Actualmente se sabe que las fuentes potenciales de desarrollo de un TO incluyen:

La lamina dental pre-funcional (epitelio odontogénico con la habilidad de producir
un diente), la cual es més abundante distalmente a los terceros molares.

La lamina dental post-funcional, que involucra aquellos remanentes epiteliales
como los restos de Serres, localizados en el tejido fibroso de la encia y los restos
epiteliales de Malassez en el ligamento periodontal.

El epitelio reducido del 6rgano del esmalte, el cual cubre la superficie del esmalte
hasta la erupcion del diente.

La capa basal del epitelio de la encia, que originalmente da lugar a la ldmina dental.
La papila dental que da origen a la pulpa dental, la cual puede ser inducida para
producir odontoblastos y estos a su vez formar dentina y/o material dentinoide.

El foliculo dental.

El ligamento periodontal, con el potencial de inducir la produccion de material

fibroso y cemento-6seo mineralizado.



1.1. Epidemiologia de los tumores odontogénicos

Los TO representan una categoria patologica especifica debido a su unica y compleja
etiopatogénesis, lo que puede causar que las lesiones tengan similitud morfoldgica y
dificultad diagnoéstica, asi como un comportamiento bioldgico variable y en ciertos casos
impredecible. La mayoria son benignos, pero algunos de ellos exhiben agresividad local y
alta tendencia a la recurrencia (Setién-Olarra y cols., 2017). Pese a que existen estudios
realizados en los cinco continentes, varias preguntas siguen sin respuesta acerca del origen,
la frecuencia relativa y la incidencia de estas entidades patologicas en diversas poblaciones
(Odukoya y cols., 1995; Philipsen y cols., 2006; Linard y cols., 2012). Los reportes de la
literatura acerca de su frecuencia en México son escasos, pero se ha informado que estos
representan entre 0.8-3.7% de las muestras recibidas en servicios de patologia,
observandose la frecuencia mas baja en la casuistica correspondiente a la region de cabeza
y cuello de un centro oncoldgico y las més altas en dos laboratorios de patologia bucal y
maxilofacial a nivel universitario y uno de practica privada (Mosqueda-Taylor y cols.,
1997); sin embargo, si se analiza esta cifra como un porcentaje de todos los tumores en el
cuerpo humano, la frecuencia se reduce a aproximadamente 0.002% (Gilinhan y cols.,

1990).

1.2 Modificaciones a las clasificaciones de TO de la OMS

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha publicado desde hace varias décadas
clasificaciones de los diversos tumores de acuerdo a la region anatdmica afectada o por su
origen, apoyandose con grupos de patdlogos que establecen por consenso las caracteristicas
de cada lesion, con base en el avance del conocimiento acerca de su origen, expresion

clinico-patologica, inmunogenética y comportamiento; de esta forma, se publicé en 1971 la



primera edicion denominada “Tipos histologicos de tumores odontogénicos, quistes de los
maxilares y lesiones afines” (Pindborg y cols., 1971). En el cuadro 1 se presenta el listado

de entidades consideradas como TO en dicha clasificacion.

Cuadro 1. Tipos histologicos de tumores odontogénicos, quistes de los maxilares y
lesiones afines*
Neoplasias y otros tumores relacionados con el aparato odontogénico

Benignos Malignos

Ameloblastoma Carcinomas:

Tumor odontogénico epitelial Ameloblastoma maligno

calcificante

Fibroma amelobléstico Carcinoma intradseo primario

Tumor odontogénico adenomatoide  Otros carcinomas originados en el epitelio

(adeno-ameloblastoma) odontogénico, incluso los que se originan en
quistes odontogénicos

Quiste odontogénico calcificante Sarcomas odontogénicos:

Dentinoma Fibrosarcoma ameloblastico (sarcoma
ameloblastico)

Fibro-odontoma ameloblastico Odontosarcoma ameloblastico

Odonto-ameloblastoma

Odontoma complejo

Odontoma compuesto

Fibroma (fibroma odontogénico)

Mixoma (mixofibroma)

Cementomas

Tumor neuroectodérmico

melanotico de la infancia

(progonoma melandtico,

melanoameloblastoma)

*Pindborg J.J., Kramer [.R.H., Torloni H. WHO Histological typing of odontogenic
tumours, jaw cysts, and allied lesions. International histological classification of tumors.
First Edition. Roto-Sadag S.A., Ginebra. 1971.

Posteriormente, en la segunda edicion publicada en 1992, los TO benignos se reclasificaron
de acuerdo al tipo de componente tisular predominante y su posible interaccion (induccion)

epitelio-mesénquima en tres grupos, uno de los cuales se denomino “Tumores de epitelio



odontogénico con ectomesénquima odontogénico, con o sin formacion de tejidos dentales
mineralizados”, los cuales denominaremos en el presente trabajo “Tumores odontogénicos

mixtos” (Cuadro 2).

Cuadro 2. Clasificacion histoldgica de los tumores odontogénicos 1992*

Neoplasias y otros tumores relacionados al aparato odontogénico

Benignos** Malignos™**

Tumores de epitelio odontogénico con Sarcomas odontogénicos
ectomesénquima odontogénico, con o sin

formacion de tejidos dentales

mineralizados

Fibroma ameloblastico Fibrosarcoma ameloblastico (sarcoma
ameloblastico)

Fibrodentinoma ameloblastico Fibrodentinosarcoma ameloblastico y

(dentinoma) y fibro-odontoma fibro-odontosarcoma

ameloblastico

Odontoameloblastoma Carcinosarcoma odontogénico

Tumor odontogénico adenomatoide

Quiste odontogénico calcificante

Odontoma complejo

Odontoma compuesto

*Kramer IRH, Pindborg JJ, Shear M. WHO Histological Typing of Odontogenic Tumours.
Second Edition. Berlin. Springer-Verlag. 1992.

**S6lo se incluye a los tumores correspondientes a la categoria de “tumores odontogénicos
mixtos”.

Debido a la amplia variedad de tumores odontogénicos mixtos (TOM) descritos a lo largo
de las ultimas décadas, persisten controversias con respecto a su clasificacion, terminologia
y criterios de diagnostico empleados para designar a estas lesiones (Slootweg y cols., 1981;
Kaugars y cols., 1991; Piatelli y cols., 1992; Kramer y cols., 1992; Philipsen y cols., 1997).
La denominacion de “tumores odontogénicos mixtos” pone de manifiesto la accion de los
efectos inductivos presentes en dichas entidades como elemento basico para su diagndstico

y para comprender mejor su origen, pero no resuelve la cuestion relativa a la existencia de



similitudes morfolédgicas, por ejemplo, entre un odontoma (OD) inmaduro y una neoplasia
como el fibroma ameloblastico (FA) y otras entidades asociadas.

El origen de esta controversia surgié a partir de que Cahn y Blum en 1952 postularon que
dichas entidades son parte de un espectro evolutivo, en donde el FA representa el tumor con
menor diferenciacion histologica, el cual posteriormente evolucionaria hacia un fibro-
odontoma ameloblastico (FOA) y finalmente en su ultima etapa de maduracion se
convertiria en un odontoma complejo (Cahn y Blum, 1952); sin embargo, este concepto no
es universalmente aceptado, ya que algunos investigadores, con base en las caracteristicas
clinico-patologicas y conducta bioldgica de algunas de estas lesiones, sugirieron que
aunque puede haber superposicion y confusién en su apariencia microscopica, en un
nimero significativo de ellas se trata de entidades distintas (Slootweg, 1981; Gardner,
1984).

A consecuencia de esta situacion, la OMS ya sefialaba en 1992 que era posible que algunas
de las entidades clasificadas individualmente dentro de la categoria de TOM fuesen etapas
distintas en la evolucién de un mismo tumor, pero que mientras no se estudiaran series
grandes, se sugeria que deberian ser provisionalmente clasificadas en categorias separadas,
para que las diferencias en su presentacion y comportamiento fueran facilmente evaluadas
(Kramer y cols., 1992).

En 2005 se publicé la tercera edicion de la clasificacion histoloégica de tumores
odontogénicos, en donde los TOM son catalogados como “Tumores con epitelio
odontogénico y ectomesénquima odontogénico con o sin formacién de tejido dental
mineralizado” (Cuadro 3). Los TOM en esta clasificacion fueron definidos como tumores

compuestos por epitelio odontogénico proliferante dentro de un tejido mesenquimatoso que



recuerda a la papila dental, los cuales pueden presentar efectos inductivos que generen la

produccion de tejidos dentales en diversos grados de mineralizacion (Barnes y cols., 2005).

Cuadro 3. Clasificacion histologica de los tumores odontogénicos 2005*
Neoplasias y otros tumores que se desarrollan a partir del aparato odontogénico y
el esqueleto maxilofacial**

Benignos Malignos

Tumores con epitelio odontogénico,

ectomesénquima odontogénico con o sin

formacion de tejido dental mineralizado

Fibroma amelobléstico Fibrosarcoma ameloblastico

Fibrodentinoma ameloblastico Fibrodentinosarcoma ameloblastico y
Fibro-odontosarcoma

Fibro-odontoma ameloblastico

Odontoma:

Odontoma complejo

Odontoma compuesto

Odontoameloblastoma

Tumor odontogénico quistico calcificante

Tumor dentinogénico de células fantasma

*Barnes L., Eveson J.W., Reichart P., Sindransky D. (Eds.). World Health Organization

Classification of Tumours. Pathology and Genetics of Head and Neck Tumours. IARC Press.

Lyon. 2005.

** Solo se incluyen los TOM

Las revisiones previas en cuanto a la taxonomia de los TO, quistes y lesiones asociadas,
confirman que las caracteristicas morfologicas y la relacion inductiva entre las diferentes
partes que componen al 6rgano dentario en desarrollo son reproducidas, en mayor o menor
medida, en un gran numero de los TO, y la observacion de dichas caracteristicas es
importante tanto para la identificacion de estas lesiones, como para su clasificacion y la
mejor comprension de su posible patogénesis (Philipsen y cols., 2005). Estudios
experimentales y moleculares de eventos asociados con el desarrollo dental, han dado como
resultado la identificacion de mas de 200 genes que desempefian un rol importante en este

proceso, ya que su expresion induce la sobrerregulacion de genes adicionales (Cobourne y



cols., 2003; Thesleff, 2008) y dicha expresion es tomada en consideracion para la
clasificacion de los TO de la OMS. Durante el periodo comprendido entre los afios 1992 y
2005 los criterios histologicos para clasificar a los TOM no fueron uniformes, lo que
dificulto el realizar un analisis comparativo entre los diversos estudios publicados hasta
entonces. La postura de algunos autores proponia que el analisis inmunohistoquimico de los
TOM benignos como el FA era relevante debido a su posible riesgo de transformacion
maligna (Sano y cols., 1998), la cual ha sido confirmada en algunas series (Carlos-Bregni y
cols., 2001). En la mas reciente clasificacion de TO de la OMS, publicada en 2017, la

definicion de los TOM ha sufrido notables modificaciones (Cuadro 4).

Cuadro 4. Clasificacion histoldgica de los tumores odontogénicos 2017*

Tumores odontogénicos y de los huesos maxilofaciales**

Benignos Malignos

Tumores odontogénicos mixtos epiteliales y mesenquimatosos

Fibroma amelobléstico Sarcomas odontogénicos
Tumor odontogénico primordial

Odontoma complejo

Odontoma compuesto

Tumor dentinogénico de células fantasma

*El-Naggar AK, Chan JKC, Grandis JR, Takata T, Slootweg PJ. (Eds.). WHO Classification of
Head and Neck Tumours (4" edition). IARC. Lyon. 2017.
** Solo se incluyen los TOM

En la nueva clasificacion se agregd en el grupo de los TOM una nueva entidad (Tumor
odontogénico primordial) y se eliminaron o reubicaron en otras categorias diagnosticas a
lesiones no consideradas como verdaderos TOM (Speight y cols., 2017). Al respecto,
cuatro entidades previamente incluidas en la clasificacion de la OMS de 2005 fueron
eliminadas: el tumor odontogénico quistico calcificante (actual quiste odontogénico

calcificante), OA, FDA y FOA.



El odontoameloblastoma (OA), definido como un tumor que combina las caracteristicas del
ameloblastoma con las de un odontoma (Mosqueda-Taylor, 2005), actualmente es
considerado un ameloblastoma con tejidos mesenquimatosos odontogénicos, debido a que
los editores argumentan que dicha entidad representa un ameloblastoma convencional que
surge en asociacion o a partir de un OD, justificando también su exclusién como entidad
independiente con base en la existencia de un nimero muy limitado de casos reportados en
la literatura (Wright y cols., 2017). El FDA y el FOA fueron descartados como entidades
especificas bajo el siguiente argumento enunciado por parte de los editores en la
introduccion de la actual clasificacion: “Existe la sensacion general de que, en la mayoria
de los casos, estos representan etapas del desarrollo de un OD complejo o compuesto y que,
por lo tanto, mantenerlos como entidades separadas seria algo ildgico” (Takata y
Slooteweg, 2017).! Las mismas consideraciones han llevado al reconocimiento de un solo
tipo de sarcoma odontogénico, debido a que “adjetivos como ameloblastico y prefijos como
fibro-odonto y fibrodentino no tienen relevancia diagndstica o clinica” (Wright y cols.,
2017).2 En consecuencia, en la nueva clasificacion los OD (complejo y compuesto) siguen
siendo esencialmente los mismos, con actualizaciones sobre los hallazgos genéticos e

inmunohistoquimicos.

1.3 Tumores odontogénicos mixtos
Con excepcion del OD, los TOM constituyen un grupo de lesiones de baja frecuencia, ya
que en reportes de servicios estomatolégicos provenientes de diversos paises representan

entre 0.03% al 1.5% de todos los TO (Cuadro 5).

"IDEM, OMS 2017.
2IDEM, OMS 2017.



Cuadro 5. Frecuencia de los TOM benignos en diversos estudios epidemioldgicos

Pais / Autores Casos OD (%) FA (%) FOA (%) FDA (%) OA (%) TDCF
E.UA. (Regezi y cols,, 641 473 (73.8) 15(2.3) 11(1.7)
1978)

Canadd (Daley y cols., 392 202(51.5) 6(1.5) 12 (3.0)
1994)

Mexico (Mosqueda- 349 121 (34.6) 5(1.4) 3(0.8)
Taylor y cols.,1997)

China (Lu y cols., 1998) 759 51 (6.7) 14 (1.8) 2 (0.3) 2(0.3)
RGN, Brasil (Santos y 127 64 (50.4) 2(1.6) 1(0.8)
cols., 2001)

Sao Paulo, Brasil (Sousa 113 47 (39.4) 1(0.8) 4 (3.5) — —_— —
y cols., 2002)

Chile (Ochsenius y cols., 362 162 (44.7) 2 (0.6) 6 (1.7) 2 (0.6)
2002)

Venezuela (Montilla y 341 134 (39.3) 8(2.3) 2 (0.6)
cols., 2004)

Estonia (Tamme y cols., 75 26 (34.6%) 12 (16.0)
2004)

Egipto (Tawfik y cols., 82  11(13.4) 1(1.2) 1(1.2)
2010)

Sri Lanka (Siriwardenay 1677 169 (10.0) 15 (0.8) 9(0.5) -—- -—- 5(0.2)
cols., 2012)

Nigeria (Aregbesola 'y 582 12 (57.8) 9(2.3)
cols., 2018)

Sheffield, Reino Unido 559 148 (25.5) 8(1.4) 11(1.9) —_— e 9(1.6)
(Siriwardena y cols.,

2018)

India (Ahire y cols, 250 48 (19.2) 3(1.2) 1(0.4)
2019)

Italia (Mascitti y cols., 100 23 (23.0) ---- ---- - - 2(2.0)
2019)

UEFS, Brasil (Farias y 49 23 (46.9) — — —- — ——
cols., 2019)

India (Sharma y cols, 93 6(6.4) 1(1.0)
2020)

Total 6551 1720 (26.2) 102 (1.5) 61(0.9) 3(0.04) 2(0.03) 17(0.2)

OD, Odontoma; FA, Fibroma ameloblastico; FOA, Fibro-odontoma ameloblastico; FDA, Fibrodentinoma ameloblastico; OA,
Odontoameloblastoma; TDCF, Tumor dentinogénico de células fantasma; RGN, Rio Grande del Norte; UEFS, Universidade
Estadual de Feira de Santana.

Histologicamente los TOM estan constituidos por una combinaciéon de componentes
epiteliales y mesenquimatosos. Muchas de estas lesiones pueden presentar caracteristicas
clinicas y radiograficas similares; las lesiones con componente ameloblastico (FA, FDA,
FOA, OD y OA) pueden compartir similitudes microscdpicas, generando complejidad para

su distincion, lo que ha creado un debate persistente a la fecha sobre si pueden delinearse



como entidades patologicas distintas entre si (Eversole y cols., 1971; Slootweg, 1981;
Bologna-Molina y cols., 2013) o si algunas de ellas, como ya se menciond, son
simplemente etapas del desarrollo de una misma lesion (Cahn y Blum, 1952; Hansen y
cols., 1988; Takata y cols., 2017), pero hasta la fecha no ha sido posible encontrar
herramientas diagndsticas que permitan demostrar si se trata de entidades individuales o no

(Sano y cols., 1998; Yoshida y cols., 2003), por lo que dicha situacién justifica su estudio.

1.3.1 Fibroma ameloblastico

La OMS define al FA como un tumor constituido por ectomesénquima odontogénico que se
asemeja a la papila dental, con islas y cordones de epitelio que recuerda a la lamina dental y
al organo del esmalte, pero sin producir tejidos dentales mineralizados (Muller y Vered,
2017). Fue descrito por primera vez por Kruse en 1891 (Philipsen y cols., 1997) y
actualmente es considerado un tumor poco frecuente que representa entre 1.5% y 2% de
todos los TO (Philipsen y cols., 1997; Buchner y cols., 2006; Reichart y cols., 2008).

El FA se desarrolla comunmente durante la primera y segunda décadas de la vida, con una
media de edad de 14.6 afos, aunque este concepto no es ampliamente aceptado (Buchner y
cols., 2013), ya que existen casos reportados de FA desarrollados en periodos posteriores a
la etapa de la odontogénesis (Gardner, 1984; Hansen y cols., 1988; Philipsen y cols., 1997).
El FA se localiza predominantemente en la region posterior de la mandibula,
manifestdndose como un aumento de volumen de lenta evolucion, en la mayoria de los
casos es asintomatico y ocasionalmente es detectado como hallazgo radiografico durante
examenes de rutina (Slootweg, 1981); aparece como una lesion radiolucida bien delimitada,
uni o multilocular con margenes frecuentemente escleréticos (Cheng y cols., 2007); sin

embargo, algunos casos pueden presentar destruccion oOsea extensa, perforacion de

10



corticales y pérdida dental (Singh y cols., 1975; Shepherd y cols., 1976), asi como
alteraciones en la erupcion dental, ya que alrededor del 75% de ellos se asocian con un
diente retenido (Jurema y cols., 2012). Se ha reportado una tasa de recurrencia que varia
entre 16.3% y 43.5% (Manzon y cols., 2015; Sanadi y cols., 2018) y es particularmente
relevante mencionar que en tumores recurrentes se han presentado varios casos de
transformacion maligna, lo que debe alertar sobre la necesidad de evaluar minuciosamente
todas las d4reas hipercelulares en lesiones recurrentes y definir cuidadosamente su
tratamiento (Cheng y cols., 2007). La recurrencia de FA est4 descrita en algunos estudios
con un promedio de 6.0% a 18.3%, lo que pudiera tener relaciébn con una escision
quirurgica incompleta (Muller y cols., 1995; Zallen y cols., 1982). En un estudio realizado
por Carlos-Bregni y cols., se menciona que alrededor del 35.8% de los FSA tenian
antecedente de FA, por lo que se asume que al menos un tercio de los casos malignos se
relacionan a la transformacion de una lesion benigna pre-existente (Carlos-Bregni y cols.,
2001); asimismo, se menciona que el FSA se presenta en individuos con una media de 33
afios (DE+17) (Gorlin y cols., 1963) e independientemente de la terapia de eleccion, todo
individuo que se ha sometido a un tratamiento para un FA, debe tener un seguimiento
mediante exdmenes clinicos y radiograficos regulares por lo menos durante 10 afios (Muller

y cols., 1995).

1.3.2 Fibrodentinoma ameloblastico

El FDA es un tumor de baja frecuencia, ya que representa menos del 1% de todos los
tumores odontogénicos (Bologna-Molina y cols., 2013). Su existencia como entidad
independiente no es completamente aceptada, ya que algunos autores han considerado que

el FDA representa una etapa histologica intermedia entre el FA y el FOA por su grado de

11



histodiferenciacion (Gardner, 1984; Kramer y cols., 1992; Philipsen y cols., 1997; Muller y
Vered, 2017). Microscopicamente es muy similar al ectomesénquima odontogénico de la
papila dental, pero con cordones y nidos de epitelio odontogénico que recuerdan a la [amina
dental y al epitelio ameloblastico, entre los que se identifica la formacion de cantidades
variables de material dentinoide (Barnes y cols., 2005).

Se ha sugerido que los FDA se presentan en dos variantes histolégicamente indistinguibles
entre si, la primera, una lesion neoplasica que no parece diferenciarse mas a pesar de
presentar un crecimiento aparentemente ilimitado, mientras que la segunda corresponde a
una lesion hamartomatosa no neoplésica que parece ser capaz de convertirse en un FOA y
luego diferenciarse en un OD (Gardner, 1984; Kramer y cols., 1992; Philipsen y Reichart,
1992; Philipsen y cols., 1997; Barnes y cols., 2005; Chen y cols., 2005). Tanto el FA como
el FDA y el FOA son TOM que se caracterizan por presentar los mismos componentes
epitelial y ectomesenquimatoso; la diferencia radica en que el FDA solo produce dentina
displasica o tubular, mientras que el FOA presenta ademas depositos de matriz de esmalte o
esmalte maduro y en el FA no existen depositos de tejido dental mineralizado (Philipsen y
cols., 1997). Aunque alrededor del 75% de los FDA se diagnostican antes de los 20 afios de
edad, el resto se puede presentar con posterioridad e incluso después de la quinta década, lo
que sustenta en estos casos un posible origen neoplasico (Philipsen y cols., 1997; Reichart
y cols., 2012). El FDA se presenta con una relacion hombre-mujer de 1:3 (Reichart y cols.,
2012) y clinicamente tiene predileccion por el area posterior de la mandibula,
principalmente en region de premolares y molares, en donde se registra hasta el 71.4% de
los casos (Philipsen y cols., 1997). El crecimiento del FDA provoca expansion ésea de la
region involucrada, y ocasionalmente se encuentra en asociacidon con un diente no

erupcionado, generando asi alteraciones en la erupcion dental. El FDA es de lenta

12



evolucion y generalmente asintomatico (Miyauchi y cols., 1996). Radiograficamente la
mayoria de los FDA son tumores que muestran ostedlisis con un patrén mixto, uni o
multilocular con bordes definidos; su tratamiento consiste en curetaje o enucleacion
(Barnes y cols., 2005). No obstante que existen reportes de recurrencia, esto no justifica un
tratamiento inicial agresivo, incluso a pesar de que estd documentado que muy
ocasionalmente esta lesion puede progresar a fibrodentinosarcoma amelobléstico (FDSA)

(Philipsen y cols., 1997; Bologna-Molina y cols., 2013).

1.3.3 Fibro-odontoma ameloblastico

La frecuencia del FOA se estima entre 0.3% y 1.7% de todos los TO (Mosqueda-Taylor y
cols., 1997; Lu y cols., 1998; Ochsenius y cols., 2002; Montilla y cols., 2004; Buchner y
cols., 2013; Gantala y cols., 2015). Histopatolégicamente tiene caracteristicas similares a
las descritas para el FA, pero contiene dentina y esmalte en grados variables de
maduracion; esta entidad ha sido definida en la tercera edicion de la clasificacion de de la
OMS como un tumor compuesto por epitelio odontogénico proliferante en tejido
ectomesenquimatoso celular con diversos grados de induccion para la formacion de tejido
dental mineralizado (Barnes y cols., 2005; Reichart y cols., 2008); usualmente afecta a
pacientes jovenes que se encuentran entre los 5 y 17 afios de edad. Algunos autores
mencionan que es ligeramente mas comun en los hombres (Reichart y cols., 2004).
Clinicamente el FOA es de lento crecimiento, y al igual que el FA y el FDA, involucra con
mayor frecuencia a la region posterior de la mandibula, generando aumento de volumen
asintomatico que causa retraso en la erupcion dental, asi como desplazamiento del diente
involucrado, causando expansion 6sea que puede llegar a provocar asimetria facial (Baker y

cols., 1993; Miyauchi y cols., 1996; Favia y cols., 1997). En relacion con el patrén
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radiografico, el FOA aparece como un drea radiolucida bien circunscrita de apariencia
unilocular, asociada a la corona de un diente retenido, con cantidades variables de material
radiopaco de tamafos y formas irregulares, (Reichart y cols., 2008; Kirjavainen y cols.,
2018); eventualmente la radiopacidad puede predominar, ya sea en forma de denticulos o
masas amorfas, lo que recuerda o lo hace indistinguible de las caracteristicas de un OD en
desarrollo; el tratamiento en estos casos consiste en curetaje o enucleacion con remocion
del diente involucrado. Respecto a las posibilidades de recurrencia de esta lesion, todos los
autores mencionan que es poco comun y la transformacion maligna es muy rara, y ambas
han sido reportadas principalmente en pacientes de mayor edad (Martinez y cols., 2015).
Un reducido grupo de autores consideran que la naturaleza del FOA es de tipo neoplésica
(Reinhard y cols., 2001; Chang y cols., 2002; Meneses y cols., 2006) y la clasifican como
una entidad separada del OD inmaduro; sin embargo, las caracteristicas histologicas en
algunas ocasiones son indistinguibles entre ambas lesiones (Fiedrich y cols., 2001) y casi la
totalidad de los FOAs se presentan en las primeras dos décadas de la vida (Reichart y
Philipsen, 2004), lo que sugiere que se trata en la mayoria de casos de un odontoma en
desarrollo. Una de las conclusiones a la que se ha llegado a través de los distintos estudios,
es que los hallazgos clinicos son fundamentales para un diagnéstico correcto; sin embargo,
como se ha mencionado antes, la OMS lo considera en la actualidad como una etapa en la

evolucion del OD y no como una lesion independiente (Muller y Vered, 2017).

1.3.4 Odontoameloblastoma
El OA es un tumor extremadamente raro, definido en la segunda clasificacion de tumores
odontogénicos de la OMS en 1992 como una neoplasia compuesta por ectomesénquima

odontogénico en conjunto con epitelio odontogénico que presenta caracteristicas de
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ameloblastoma, la cual presenta cambios inductivos en el mesénquima que conducen a la
formacion de dentina y esmalte en algunas partes de la lesion (Kramer, Pindborg y Shear,
1992). En la clasificacion del 2005 se define simplemente como un tumor que combina las
caracteristicas de un ameloblastoma con las de un OD, ya que estd formado por
ectomesénquima odontogénico y componente epitelial odontogénico, el cual se asemeja al
encontrado en un ameloblastoma, tanto en estructura como en comportamiento (Mosqueda-
Taylor, 2005). La incidencia exacta de esta neoplasia es dificil de determinar, ya que la
informacion proviene principalmente de reportes de casos aislados, y por otro lado, casi no
existen casos de OA incluidos en series grandes que analizan la frecuencia de TO en
diferentes paises, lo que confirma su frecuencia extremadamente baja.

Aunque es pequefio el nimero de casos bien reconocidos (Mosqueda-Taylor y cols., 2002),
se sugiere que el OA posee caracteristicas clinicas y microscopicas que permiten
diferenciarlo de los ameloblastomas y OD tipicos; en primer lugar, tiende a ocurrir con la
misma frecuencia en la mandibula y el maxilar, contrario al ameloblastoma, que afecta
principalmente la mandibula, mientras que el OD, particularmente el de tipo compuesto,
tiende a ocurrir con mayor frecuencia en la region maxilar anterior, en contraste con el OA
que es mas comun en zona posterior. En segundo lugar, tiende a producir expansion 6sea en
casi todos los casos, de forma similar al ameloblastoma convencional, mientras que los OD
rara vez producen aumento de volumen de la region afectada; al respecto, se ha descrito que
hasta un 91.7% de los casos de OA cursan con expansion clinicamente aparente (Kaugars y
cols., 1991). En tercer lugar, casi dos tercios de los OA se diagnostican durante las dos
primeras décadas de vida, de manera similar a lo observado en los OD, caracteristica que

difiere de la distribucion por edad encontrada en el ameloblastoma so6lido convencional.
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Adicionalmente, algunos casos de OA presentan dolor intermitente o sordo en la region

afectada (Mosqueda-Taylor y cols., 2002).

1.3.5 Odontomas

En 1867, Paul Broca acuid el término “odontoma” para referirse a cualquier tumor de
origen odontogénico (Broca, 1869), pero posteriormente esta denominacion se ha reservado
para un grupo de lesiones hamartomatosas bien definidas. E1 OD esta considerado como el
TO mas comun; estd constituido por componentes epiteliales y mesenquimatosos en
distintos grados de maduracion, producidos por células odontogénicas que no lograron
obtener un estado normal de morfodiferenciacion, y por lo tanto, el esmalte y la dentina se
desarrollan generalmente de manera anormal (Reichart y cols., 2008).

El OD compuesto consiste en multiples dientes rudimentarios con zonas de cemento,
dentina, pulpa y esmalte; en etapas tempranas recuerdan al desarrollo del GD en conjunto
con areas de poco material mineralizado, mientras que los OD complejos consisten
principalmente de mantos irregulares de dentina tubular con areas de matriz de esmalte,
epitelio reducido del 6rgano del esmalte y ocasionalmente se observan células fantasma,
con presencia de una cépsula de tejido fibroconectivo maduro, en la que se pueden
identificar islas y cordones epiteliales ameloblasticos (Vered y cols., 2017). Los OD
generalmente son asintomaticos, de lento crecimiento, se desarrollan durante la primera y
segunda décadas de la vida y clinicamente pueden llegar a producir expansion dsea solo en
forma ocasional; frecuentemente son detectados en exdmenes radiograficos de rutina,
produciendo en etapa madura una zona radiopaca bien demarcada, rodeada de un delgado
halo radiolucido y érea corticalizada; por otro lado, si se encuentran en desarrollo, se

pueden observar como zonas radiolicidas con areas focales de calcificacion, y estas
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caracteristicas pueden estar asociadas con cambios patoldgicos como erupcion retrasada,
retencion y malposicion dental, por lo que en algunas ocasiones se asocia con la ausencia
de uno o mas dientes contiguos, y a veces pueden secundariamente producir inflamacioén
asociada a trauma dental (Vered y cols., 2017). Estas lesiones en su mayoria son intradseas,
pero algunas pueden quedar atrapadas en la encia o incluso erupcionar en la cavidad oral
(Gupta y cols., 2017). Con respecto a su tratamiento y pronostico, en ambos tipos la
escision completa es suficiente y solo se han reportado ocasionales casos de persistencia

cuando hay remocién incompleta (Riddett, 2004; Praetorius y Piattelli, 2005).

1.4 Perfil inmunohistoquimico de los tejidos odontogénicos normales

En los ultimos afios se ha incrementado el numero de investigaciones que emplean técnicas
de inmunohistoquimica en tejidos odontogénicos, las cuales han contribuido a la mejor
comprension del inmunofenotipo del GD en desarrollo, demostrando también su utilidad
para estudiar la posible histogénesis y conducta bioldgica de un buen nimero de lesiones de
origen odontogénico epitelial, mesenquimatoso y mixto (Hunter y cols., 2014).

El estudio del desarrollo de los tejidos odontogénicos ha revelado que éste es un proceso
complejo y altamente coordinado en una serie de etapas secuenciales e interacciones entre
el epitelio oral y el mesénquima derivado de la cresta neural (ectomesénquima) (Thesleff y
cols., 1995; Thesleff y Sharpe, 1997; Hunter y cols., 2014), mediadas por la expresion de
genes relacionados con diversos factores de transcripcidon y crecimiento con objeto de guiar
la histo y morfodiferenciacion del 6rgano dentario (Jernvall y cols., 2000).

El primer paso durante el proceso de odontogénesis es la proliferacion celular, que
generalmente se analiza y cuantifica mediante la evaluacién del antigeno nuclear Ki-67

(Kero y cols., 2014). Los marcadores de proliferacion son proteinas especificas cuya
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expresion en el crecimiento y division de las células sirve como un indicador para
determinar estos procesos. El antigeno Ki-67 se expresa en mayor cantidad durante las
fases G1 tardia, S, G2 y M del ciclo celular, mientras que las células en reposo (fase G0) no
lo expresan, y este es degradado rapidamente después de la mitosis. Debido a su ausencia
en las células inactivas, esta proteina se desarrollé6 como un marcador de proliferacion para
diversos procesos fisiologicos y patolégicos (Migaldi y cols., 2008; Bologna-Molina y
cols., 2013). Investigaciones en las diferentes etapas del desarrollo de los gérmenes
dentarios han demostrado la importancia de la proliferacion celular y su relacion con la
morfogénesis y el desarrollo dental normal. Algunos estudios han asociado la disminucion
selectiva de Ki-67 en el epitelio interno del o6rgano del esmalte con el inicio de la
diferenciacion celular (Guven y cols., 2007; Kalibovic y cols., 2010; Kero y cols., 2014).
Un componente fundamental a estudiar durante la odontogénesis es el citoesqueleto celular,
conformado por tres unidades estructurales principales y proteinas asociadas:
microfilamentos, microtiibulos y filamentos intermedios. Los filamentos intermedios se
dividen en seis tipos en funcién de sus caracteristicas moleculares; en el epitelio, las
citoqueratinas (CKs) constituyen filamentos intermedios de tipos I y II (Chu y cols., 2002;
Chung y cols., 2013), las cuales comprenden una familia de al menos 20 polipéptidos
diferentes, expresados en multiples epitelios (Moll y cols., 1982), cuyas funciones tienen
relacion con el mantenimiento de la morfologia y adhesion celular (Doherty y McMahon,
2008), pero estas proteinas participan también en la transduccion de sefiales (Eriksson y
cols., 2009) y en la modulacion de diversas proteinas (Liao y cols., 1997). Entre las CKs
mas relevantes en el estudio del desarrollo del 6rgano dentario destaca la CK14 (Nel y
cols., 2011), filamento intermedio tipo I del epitelio interno del 6rgano del esmalte que

constituye un marcador inmunohistoquimico frecuentemente utilizado en la deteccion de
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pre-ameloblastos en la capa basal (Crivelini y cols., 2003); asi, algunos estudios han
demostrado una fuerte positividad de CKI14 hasta la etapa de campana temprana,
observandose una expresion mas débil en ameloblastos completamente diferenciados
presentes en etapas posteriores de desarrollo (Domingues y cols., 2000); por su parte, la
CK19 se ha descrito en el epitelio del reticulo estrellado del 6rgano del esmalte y en el
estrato intermedio, asi como en ameloblastos secretores y en etapas avanzadas de la
odontogénesis (Nel y cols., 2014), mientras que la CK8 ha sido observada en todas las
células de la lamina dental y el 6rgano del esmalte, con tincion positiva e intensa en los
ameloblastos totalmente diferenciados (Domingues y cols., 2000; Crivelini y cols., 2003;
Apellaniz y cols., 2015). Debido a los cambios observados en la expresion de CK14 y
CK19 durante la transicion del epitelio interno del esmalte a ameloblastos, algunos autores
han sugerido que esta Ultima puede ser considerada como un marcador de diferenciacion
ameloblastica y en cierta medida un buen marcador odontogénico (Domingues y cols.,
2000; Crivelini y cols., 2003).

Otro marcador evaluado es Syndecan-1, el cual pertenece a una familia de proteoglicanos
de superficie celular que funcionan como receptores de matriz extracelular (MEC). Algunas
investigaciones han demostrado que la expresion de Syndecan-1 esta asociada con la
conservacion de la morfologia epitelial, el crecimiento dependiente de anclaje intercelular y
la inhibiciéon de la invasividad (Liotta y cols., 1986), lo que ha llevado al estudio de la
pérdida de Syndecan-1 en el desarrollo y evolucion de procesos neoplésicos, en los que la
proliferaciéon celular desregulada se asocia a modificaciones de las interacciones
intercelulares y de célula-matriz asi como con un mayor potencial de invasion tumoral al
disminuir la expresion de este marcador (Puztai y cols., 1993). Estudios relacionados con la

odontogénesis mencionan que Syndecan-1 parece desempenar varias funciones, incluida su
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interaccion con diversos factores de crecimiento (Mali y cols., 1993), modulaciéon de las
interacciones epitelio-mesénquima (Vainio y cols., 1989) asi como con la proliferacion y la
diferenciacion celular (Hall y Miyake, 1995). Actualmente se sabe que Syndecan-1 es
expresado en el epitelio odontogénico y mesénquima subyacente, y es inducido en gran
medida durante la fase de brote (Vainio y cols., 1989; Thesleff y cols., 1989). Durante la
etapa de campana temprana, Syndecan-1 disminuye su expresion en el mesénquima,
mientras que en el componente epitelial se intensifica (Vainio y cols., 1989) y durante la
etapa de campana tardia la expresion se pierde por completo en el mesénquima, lo que
coincide con la época cuando las células mesenquimatosas se diferencian en odontoblastos
secretores y las células epiteliales en ameloblastos (Slavkin, 1974; Thesleff y cols., 1989),
por lo que se concluye que Syndecan-1 es expresado transitoriamente en relacion directa
con la proliferacion celular, que también es mayormente estimulada durante la
odontogénesis. Estudios recientes como el realizado por Bologna-Molina y cols. (2018),
analizaron la expresion subepitelial de Syndecan-1 y Ki-67 en cinco gérmenes dentarios y
cinco casos de tumor odontogénico primordial, observando que en estos ultimos la
expresion de Syndecan-1 tuvo un marcaje intenso en areas de condensacion
mesenquimatosa, principalmente en regiones subepiteliales, de manera muy similar a lo
ocurrido los gérmenes dentarios (papila dental), en los que existe mayor actividad
proliferativa en la poblacion mesenquimatosa subepitelial en comparacion con la porcion
central de la papila dental, sugiriendo que la intensa expresion del componente
mesenquimatoso tiene relacion con la actividad de los pre-odontoblastos y puede jugar un
rol en la diferenciacion celular e implica que el tumor tiene un crecimiento activo en el area
subepitelial de manera similar a lo observado en la fase temprana de la etapa de campana,

lo que probablemente esté relacionado con la habilidad inductiva y de diferenciacion de los
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odontoblastos, asi como con su capacidad de modificar el componente -epitelial
suprayacente (Bologna-Molina y cols., 2018).

Se ha estudiado la expresion que presentan otros marcadores moleculares durante la
odontogénesis, y de manera particular se han analizado las proteinas del esmalte y los
factores de transcripcion que controlan el orden y la morfologia dental (Hammamoto y
cols., 1996; Juuri y cols., 2013); sin embargo, no se ha confirmado su utilidad para el
diagnéstico de los tumores odontogénicos (Hunter y cols., 2014). Las proteinas del esmalte
se dividen en dos clases: amelogeninas, que son solubles en sales neutras, y las enamelinas
que estdn unidas a cristales de apatita (Herold y cols., 1987). Las amelogeninas son
proteinas de la matriz del esmalte que constituyen el principal componente de la MEC del
esmalte en desarrollo, y son secretadas por los ameloblastos (Fincham y cols., 1999;
Moradian-Oldak y cols., 2001).

Durante la odontogénesis se ha visto que en el esmalte joven o inmaduro, los anticuerpos de
Amelogenina (AMELX) tifen el 90-95% de las proteinas del esmalte y los de las
Enamelinas el 5-10% restante. Ambas proteinas se biosintetizan en ameloblastos jovenes y
se secretan en la MEC (Graver y cols., 1978; Zeichner-David y cols., 1983, Nanci y cols.,
1985; Rosenbloom y cols., 1986; Herold y cols., 1987). Desde 1983, autores como
Christner y cols. (1985), Inage y cols. (1989), y Uchida y cols. (1989), entre otros, han
considerado a la AMELX como una proteina especifica del esmalte, que se propuso y utilizo
como un marcador de la etapa especifica de la diferenciacion de ameloblastos. En trabajos
experimentales en los que se aplicaron técnicas de inmunohistoquimica durante la
odontogénesis, se demostr6 que la AMELX es secretada en etapas tardias de la
diferenciacion de los pre-ameloblastos y en etapas iniciales de diferenciacion de los

ameloblastos secretores (Uchida y cols., 1989). Estudios recientes que han utilizado
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técnicas de inmunohistoquimica también revelan positividad para AMELX y otras proteinas
del esmalte en TO (Takata y cols., 2000). Con respecto a estos hallazgos, Yoshida y cols.
(2012) concluyen que la inmunoexpresion de AMELX en el componente epitelial de
procesos patoldgicos constituye la identificacion de células odontogénicas epiteliales con
diferenciacion amelobléstica que producen material tipo matriz de esmalte acumulado en su

citoplasma durante el desarrollo de dicho proceso.

1.5 Inmunomarcadores utilizados en los Tumores Odontogénicos Mixtos

1.5.1 Citoqueratinas

Existen pocos estudios que han comparado la expresion de las diversas CKs en el
componente epitelial de TO y gérmenes dentarios (GD), entre los cuales el de Crivelini y
cols. (2003) es uno de los méas completos debido a que analizaron un panel amplio de CKs
(CKs 7, 8,10, 13, 14, 18, 19) y vimentina en 3 GD, 5 foliculos dentarios y 26 TO (10 casos
de ameloblastoma, 4 casos de TOA y 4 casos de TOEC, asi como 8 casos de TOM [5 FA 'y
3 OD compuestos]). En los GD se analizaron las estructuras epiteliales (lamina dental,
epitelio externo del o6rgano del esmalte, reticulo estrellado, estrato intermedio, epitelio
interno del organo del esmalte y vaina epitelial de Hertwig). Se obtuvieron resultados
positivos con CKs 7, 13, 14 y 19, pero no con CKs §, 18 y vimentina. La lamina dental y el
organo del esmalte expresaron CK14, excepto en zonas correspondientes a las dreas de
diferenciacion amelobléstica avanzada. La expresion de CK19 se identifico en las secciones
de preameloblastos y los ameloblastos secretores, asi como en parte del epitelio externo y
lamina dental. En relacion con los hallazgos en los OD analizados, las estructuras
epiteliales fueron similares a las presentes en el organo del esmalte en una etapa de

maduracion mas avanzada, conformadas por cordones de células ctbicas en las que CK14
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estuvo presente, excepto en los preameloblastos y ameloblastos secretores, en los que CK 14
fue reemplazada gradualmente por CK19, similar a lo observado en los GD, por lo tanto, se
concluye que la naturaleza del epitelio de los OD es andloga a la del GD, excepto por la
diferenciacion defectuosa de los ameloblastos y los preameloblastos, y este hecho podria
explicar la ausencia de morfogénesis en OD, ya que se sabe que la diferenciacion de
odontoblastos y ameloblastos es esencial, pero no determinante, para la morfogénesis en el
GD. En los casos de FA se observo positividad a CK14 en todo el componente epitelial, en
contraste con los hallazgos para CKS8, 18 y 19, que fueron negativas. La expresion de CK13
fue positiva en algunas células situadas en el reticulo estrellado, mientras que en otro de los
casos fue negativa. Por lo anterior, los autores concluyeron que en los casos de FA el tejido
semejante al reticulo estrellado es inmunohistoquimicamente diferente al organo del
esmalte en el GD, pero similar a los hallazgos en los ameloblastomas foliculares, por lo que
se estima que el componente epitelial de ameloblastomas y FA tiene el mismo origen; sin
embargo, las diferencias existentes en su comportamiento bioldgico pueden asociarse
probablemente con el elemento mesenquimatoso, debido a que este actua sobre las células

epiteliales, produciendo una mayor diferenciacion en los FA que en los ameloblastomas.

1.5.2 Amelogenina

Estudios relacionados con el andlisis del componente mineralizado en TO, evidencian
alteraciones en genes relacionados a la produccion de proteinas de la matriz del esmalte
como la AMELX, Enamelina, Ameloblastina y Tuftelina, asi como de enzimas como las
metaloproteinasas de matriz (Kumamoto y cols., 2006). Las alteraciones genéticas
asociadas a la produccion de proteinas del esmalte han sido implicadas principalmente en

trastornos como la amelogénesis imperfecta (Kuris y cols., 1997; Hu y cols., 2003); no
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obstante, también se menciona en la literatura que han sido detectadas mutaciones del gen
de ameloblastina en ameloblastomas, tumor odontogénico adenomatoide y tumor
odontogénico escamoso (Toyosawa y cols., 2000; Perdigao y cols., 2004), y estos hallazgos
sugieren que las aberraciones de las proteinas relacionadas con el esmalte estdn implicadas
en la oncogénesis del epitelio odontogénico.

En relacion con lo anterior, se ha demostrado que diversos TO muestran inmunoexpresion
de AMELX (Mori y cols., 1991; Papagerakis y cols., 1999; Yagishita y cols., 2001; Yoshida
y cols., 2003). En el estudio realizado por Mori y cols. (1991) se evalud la expresion de este
marcador en un grupo de 48 TO que incluia 2 OD y 5 FA. Los OD presentaron la reaccion
mas intensa en el epitelio reducido del o6rgano del esmalte y en la matriz de esmalte,
mientras en los FA solo se identificaron algunas células epiteliales positivas. En estudios
mas recientes, como el de Crivelini y cols. (2012), se analizaron varias proteinas
relacionadas con la formacion del esmalte: Ameloblastina, Amelotina, Proteina
Odontogénica Asociada a Ameloblastos (ODAM) y AMELX en 7 foliculos dentales y 21
TO, incluyendo 3 casos de TOM (2 OD y 1 FA). AMELX se expreso intensamente en la
porcion distal de las células epiteliales del FA, levemente en las células del reticulo
estrellado, y fue negativa su expresion para el resto de los marcadores, por lo que los
autores concluyen que el FA deriva de una linea de ameloblastos pre-secretores que no
muestran actividad de mineralizacion. Por otro lado, en los OD todas las proteinas estaban
presentes en los ameloblastos y en la matriz del esmalte secretada, formando depdsitos
lineales en la interfaz epitelial, similar a lo descrito en el GD. Estos resultados son
comprensibles debido a que los OD se consideran como hamartomas con una formacion

exagerada de tejidos odontogénicos y, por lo tanto, tienen ameloblastos en diversas etapas
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de diferenciacion, los que expresarian las proteinas simultdneamente, intentando sin éxito

realizar su funcién biolégica (Crivelini y cols., 2012).

1.5.3 Syndecan-1

La expresion alterada de Syndecan-1 en tumores odontogénicos sugiere que la expresion o
ausencia de expresion de este proteoglicano de superficie celular podria tener un valor
prondstico en la determinacion del comportamiento clinico en estas entidades (Bologna-
Molina, 2009; Da Silva y cols., 2014; Etemad-Moghamad y cols., 2017); de igual forma,
esta expresion estd regulada negativamente en muchos modelos celulares transformados
(Al-Otaibi y cols., 2012). La pérdida de la expresion de Syndecan-1 disminuye la
adherencia intercelular, asi como la union a la matriz extracelular. Se ha demostrado que la
pérdida de la expresion de este marcador en ameloblastomas y carcinomas ameloblasticos
se correlaciona con comportamientos bioldgicos mas agresivos (invasion y metéstasis)
(Bologna-Molina y cols., 2009). Al respecto, un estudio realizado por Bologna-Molina y
cols. (2013) analiz¢ las caracteristicas del FDA utilizando un panel inmunohistoquimico en
donde incluyeron marcadores como AMELX, CK19, Calretinina, E-cadherina, Syndecan-1,
Histona H3, Ki-67 y MSH-2, y se identifico una fuerte inmunopositividad de Syndecan-1
en el componente constituido por los cordones e islas del epitelio y en las areas centrales
que se asemejan al reticulo estrellado del 6rgano del esmalte, lo que sugiere una adecuada
cohesion y conservacion de la arquitectura epitelial. En la evaluacion del estroma, el tejido
conectivo primitivo que asemejaba a la papila dental exhibia niveles moderados de
expresion de este marcador, por lo que concluyen que el rol de Syndecan-1, ademas de

actuar como molécula de adhesion celular, también participa con la matriz extracelular
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promoviendo y regulando la proliferacion celular y el crecimiento al interactuar con

factores de crecimiento que estan unidos a la heparina (Bologna-Molina y cols., 2013).

1.5.4 Ki-67

Diversos trabajos relacionados con el estudio de oncogenes han demostrado en FA,
mixomas odontogénicos y ameloblastoma, una sobreexpresion del gen RAS (H-RAS, K-RAS
y N-RAS) en el componente epitelial, en comparacion con el epitelio de GD en desarrollo,
lo que afecta principalmente la actividad GTPasa de las proteinas RAS; varios TO
presentan mutaciones RAS y la frecuencia varia ampliamente en cada uno de ellos, por lo
que a pesar de que dichas mutaciones son frecuentes en muchos de los tumores, su
presencia no es primordial en la tumorgénesis de los TO (Kumar y cols., 2010). Por su
parte, los genes Myc y FOS pertenecen a un grupo de genes implicados en la trascripcion de
proteinas nucleares, los cuales se activan rapidamente cuando las células en reposo reciben
la sefal que promueve su division; dentro de las funciones de los oncogenes Myc, el C-Myc
no solo participa en el control del crecimiento celular sino que también puede dirigir la
muerte celular través de la apoptosis; la sobreexpresion de la proteina Myc ocasiona una
transcripcion continua de genes diana que puede generar su transformacién neoplasica
(Vallejo y cols., 2012). En un trabajo realizado por Heikinheimo y cols. mediante la técnica
de microarreglos genéticos se analiz6 la expresion génica de ocho muestras de
ameloblastoma (3 foliculares, 4 plexiformes y 1 del tipo acantomatoso) y 20 gérmenes
dentarios (fetales), y se encontr6 en todos los casos de ameloblastoma una sobreexpresion
del oncogén FOS, seguido por el receptor 1 del factor de necrosis tumoral (TNFRSFI1A),
por lo que los autores sugieren que dichos hallazgos indican que ambos oncogenes juegan

un papel en la patogenia de algunos TO a través de una desregulacion de la proliferacion
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celular. En relacion con lo anterior, algunos marcadores IHQ pueden detectar estas
alteraciones que se expresan durante distintas fases del ciclo celular y permiten identificar
la proliferacion activa de las células o la posibilidad de su transformacidon oncogénica,
como la expresion del antigeno de proliferacion nuclear (PCNA), la expresion de la
proteina Ki-67 y del gen supresor tumoral p-53, que se utilizan como indicadores de valor
prondstico en el desarrollo de quistes y tumores odontdégenos.

Un reducido nimero de investigaciones han estudiado las posibles diferencias existentes a
nivel molecular entre los TOM hamartomatosos aparentemente inocuos y aquellos con
probable comportamiento neoplasico. Los andlisis de la expresion de marcadores de
proliferacion celular como Ki-67 no han sido concluyentes, y en cierta medida esto es
resultado de la escasa casuistica disponible y la falta de criterios uniformes para el
diagnéstico de estas entidades. Al respecto, el grupo de Sano y cols. (1998) analizaron la
expresion de Ki-67 en 5 casos de TOM que incluia 2 FA (uno recurrente), 2 FOA y 1
Fibrosarcoma Amelobléstico (FSA), reportando los valores mas altos de Ki-67 del
componente epitelial en el FA recurrente y el FSA, con indices de 7.5% y 5.1%
respectivamente; de igual forma mencionan que los indices mas altos encontrados en el
componente mesenquimatoso también correspondieron a estas dos lesiones, con 9.8% en el
FA recurrente y 13.5% en el FSA, lo que contrasta con los dos casos de FOA (3.3, 4.6% en
el componente epitelial y 1.5, 1.9% en el componente mesenquimatoso). Los autores
consideran que el haber encontrado una mayor proliferacion en el componente
mesenquimaoso de FA recurrente y FSA podria deberse a un incremento en la celularidad
del tejido fibrocelular en casos de FA recurrente, de manera similar a lo visto en casos de
transformacion maligna de FA a FSA, por lo que se debe enfatizar la importancia de la

eleccion de tratamiento especialmente en casos de FA con alto indice de proliferacion
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celular. Estudios similares, como el de Yoshida y cols. (2003) analizaron la expresion de
Ki-67 en un grupo de 7 TO, en los que se incluian 4 casos de TOM, conformados por 1 FA,
1 FDA y 2 FOA, en los que reportaron un indice de proliferacion celular de 0.56% en el
componente epitelial y 4% en el componente mesenquimatoso del FA, mientras que en el
caso del FDA la expresion fue negativa en ambos componentes, y en los FOA el
componente epitelial presentd un indice entre 1.1 y 1.3%, en tanto que en el componente
mesenquimatoso estuvo entre 1.5% y 1.6%. Por otra parte, se ha confirmado que la
proliferacion celular del componente mesenquimatoso aumenta después de la recidiva
(Sawyer y cols., 1982) y en caso de transformacion maligna de un FA a FSA (Takeda y
cols., 1984). Estudios similares realizados en casos de FOA incluyen el de Martinez y cols.
(2015), el cual demostr6 un indice de proliferacion expresado mediante Ki-67 del 8% en el
componente mesenquimatoso y 3.3% en el componente epitelial, mientras que en otro
estudio realizado por De Sousa y cols. (2016), los autores encontraron una baja actividad
proliferativa de las células neoplasicas (menos del 1% de positividad en células epiteliales y
mesenquimatosas), lo que los llevo a concluir que estos resultados se deben a que el FOA

es una entidad benigna de buen pronostico y baja recurrencia (De Sousa y cols., 2015).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Los TOM incluyen entidades de histomorfologia muy similar, pero con conducta biologica
distinta y agresividad variable. Las definiciones de las entidades consideradas en este
trabajo como TOM, especialmente las que fueron excluidas de la mas reciente Clasificacion
2017 de Tumores de Cabeza y Cuello de la OMS han generado confusion, lo que se traduce
en controversia diagnostica y potenciales errores de manejo de los individuos afectados, ya
que mientras algunos autores consideran que los denominados FDA, FOA y OA son
entidades especificas y de conducta distinta (Slootweg, 1981; Hansen y cols., 1988; Sano y
cols., 1998; Chen y cols., Yoshida y cols., 2003), la OMS actualmente considera a las dos
primeras como OD en desarrollo, y a la ultima como una forma de ameloblastoma que
surge rara vez en asociacion o a partir de un OD (Wright y cols., 2017), y por lo tanto
inexistentes como entidades independientes. A pesar de que los TOM presentan diferencias
en cuanto a expresion clinica, agresividad y pronostico, ain no estdn completamente
puntualizadas las caracteristicas clinicas, histomorfologicas y moleculares que permitan
diferenciar claramente entre algunas de ellas, lo cual hace indispensable su estudio para
definir su diagnostico y manejo terapéutico de forma precisa.

Por todo lo anterior, los resultados del presente estudio podran aportar informacion,
mediante el estudio inmunohistoquimico de factores de proliferacion, expresion de
marcadores de estructuras epiteliales y de diferenciacion ameloblastica, acerca de posibles
diferencias entre los TOM, con la finalidad de comprender mejor su posible patogénesis y
evaluar si dichas diferencias pudiesen tomarse en consideracidon como criterios

complementarios de diagnostico para estos tumores.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Comparar los hallazgos clinico-demograficos, histopatoldégicos y la expresion
inmunohistoquimica de diversos marcadores epiteliales, proteinas del esmalte, receptores
de matriz extracelular y proliferacion celular en los componentes mesenquimatoso y
epitelial en un grupo de TOM (fibroma ameloblastico, fibrodentinoma ameloblastico, fibro-

odontoma ameloblastico, odontoameloblastoma y odontomas compuestos y complejos).

3.2 Objetivos especificos

Establecer la frecuencia y caracteristicas clinico-demogréficas e histopatoldgicas de

los TOM.

e Comparar la histomorfologia y expresion de diversos marcadores
inmunohistoquimicos en la zona de interfaz epitelio-mesénquima correspondientes a
las zonas de potencial produccion de material dentinoide entre los TOM.

e Identificar la distribucion e intensidad de inmunoexpresion de CK 14 y 19 en un
grupo de TOM como base para determinar el grado de maduraciéon de las células
ameloblasticas.

e Determinar y comparar la distribucion e intensidad de inmunoexpresion de AMELX
en los TOM y contrastarla con los hallazgos identificados en el GD.

e Cuantificar y comprar la extension y la intensidad de inmunoexpresion de
Syndecan-1 en un grupo de TOM y contrastar dichos hallazgos con los del GD.

e Cuantificar y comparar el porcentaje de proliferacion celular a través de la

inmunoexpresion de Ki-67 en los TOM.

30



4. MATERIAL Y METODO

4.1 Disefio del estudio

Estudio multicéntrico, retrolectivo, observacional y comparativo que caracteriza a un grupo
de tumores odontogénicos mixtos (FA, FDA, FOA, OA, OD) seleccionados de los archivos
del Laboratorio de Patologia Bucal de la UAM-X, de dos Servicios de Diagndstico en
Patologia Bucal Privado (CDMX y Puebla) y de la Facultad de Odontologia de la
Universidad Federal de Rio de Janeiro (UFRJ), de donde fueron obtenidos bloques de
parafina correspondientes a lesiones con los diagndsticos previamente descritos, durante el

periodo comprendido entre 1991 y 2017.

Criterios de inclusion

Se incluyeron muestras histologicas en las que el diagnostico histopatologico de los TOM
mencionados (FA, FDA, FOA, OA, OD) correspondi6 con la definicion propuesta por la
OMS dentro de su Clasificacion de Tumores de Cabeza y Cuello de 2005, los cuales
contaban con suficiente tejido para la obtencidon de los cortes necesarios para la realizacion

de la presente investigacion.

Criterios de eliminacion
Casos en los cuales la reaccion de inmunohistoquimica no fue evaluable, ya fuese por

pérdida de material o por problemas técnicos.

4.2 Procedimientos de laboratorio
4.2.1 Evaluacion de los casos
El diagnostico inicial de las lesiones se reevalud y confirmé en todos los casos por dos

examinadores de la UAM-X de forma independiente, obteniendo una « > 0.8.
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Tras realizar la confirmacion del diagndstico inicial de las lesiones, de acuerdo a los
criterios propuestos por la OMS en la tercera edicion de la Clasificacion de Tumores de
Cabeza y Cuello (Barnes y cols., 2005), se realizaron cortes histologicos que fueron
montados en laminas procesadas en secciones de 5 um y tefiidas con hematoxilina y eosina
(H&E). Es importante mencionar que se utilizaron las definiciones propuestas por la OMS
en su tercera edicidon, ya que en la edicidon mas actual (2017) se eliminaron los términos

FDA, FOA y OA, y por ahora no se reconocen como entidades independientes.

4.2.2 Técnica inmunohistoquimica

Las reacciones inmunohistoquimicas con los anticuerpos CK14, CK19, Syndecan-1 y Ki-
67 se realizaron en el Laboratorio de Patologia Oral de la Facultad de Odontologia de
Piracicaba, en la Universidad Estatal de Campinas. A partir de tejidos previamente fijados
en formol y procesados en bloques de parafina se obtuvieron secciones de 3 pm de grosor,
los cuales fueron desparafinados con Xiloles (I, II) a temperatura ambiente durante 10
minutos y posteriormente hidratados en una serie de etanol con concentraciones
descendentes: absoluto, al 90%, 70% y 50%, durante 2 minutos en cada uno, y lavandolos
en agua corriente por 5 minutos y finalmente en agua destilada. La recuperacion del
antigeno se realizd colocando las laminillas en cubetas con solucion de recuperacion
antigénica (acido citrico pH 6.0, o EDTA/TRIS pH 9.0) dentro de una olla de presion,
dejandose enfriar a temperatura ambiente y posteriormente realizando un lavado con agua
corriente durante 5 minutos. La actividad enzimatica de la peroxidasa endégena se bloqued
usando perdoxido de hidrogeno al 10% en 5 bafos, cada uno de 5 minutos. Posteriormente,
las preparaciones se lavaron en solucidon salina tamponada de fosfato PBS (pH 7.,4), y

fueron incubadas durante la noche con el anticuerpo. Todos los portaobjetos se incubaron
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con un anticuerpo secundario biotinilado, y posteriormente con estreptavidina conjugada
con peroxidasa de rabano (Kit LSAB; Dako Cytomation, Carpinteria, CA, EE. UU.) por 40
minutos a 36°C cada uno, y posteriormente con tetrahidrocloruro de diaminobencidina
(DAB; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EE. UU) para su revelado. Finalmente, las secciones
de tejido fueron tefiidas con hematoxilina de Carazzi por 5 minutos y lavadas con agua
corriente y agua destilada. Adicionalmente se realiz6 la técnica inmunohistoquimica para
evaluar la reaccion de AMELX en el Laboratorio del Posgrado de la Facultad de
Odontologia de la Universidad Auténoma de Chihuahua, de acuerdo al protocolo propuesto
por los fabricantes de los reactivos y modificado por Martinez-Mata y cols (Martinez-Mata
y cols., 2007). A partir de tejidos procesados previamente en parafina se obtuvieron cortes
de 3 um que fueron montados en laminillas electrocargadas. Los cortes fueron
desparafinizados en xilol a temperatura ambiente por 10 minutos (dos cambios), seguido
por hidratacién en concentraciones decrecientes (etanol absoluto, etanol al 90%, etanol al
70%, y etanol al 50%). La recuperacion antigénica se realizd mediante el dispositivo
Decloaking Chamber™-Biocare Medical, usando como recuperador antigénico la solucion
Diva Decloacker 10X (Biocare Medical-San Francisco, CA) (pH 6.0) durante 3 minutos a
100°C; enseguida, se dejaron enfriar a temperatura ambiente, seguido por lavado en agua
tridestilada (tres cambios). El bloqueo de la peroxidasa endogena se llevo a cabo con agua
oxigenada (10 volimenes) en 5 cambios de 5 minutos cada uno, seguido por lavados en
agua tridestilada y solucion salina tamponada con fosfato pH 7.4 PBS. Posteriormente se
incubaron los tejidos con el anticuerpo primario diluidos en PBS en cdmara hiimeda por 12
hrs a 4°C; después se realizaron tres lavados en soluciéon de PBS e incubacién con el

anticuerpo secundario (MACH-1 Universal HRP-Polymer, Biocare Medical) durante 60
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min a 37°C, seguido por tres lavados en PBS. Las reacciones fueron reveladas con el
substrato cromogénico 3’3 diaminobencidina-DAB (Biocare Medical).

Las laminas fueron contratefiidas con hematoxilina de Harris por 2 minutos y lavadas en
agua corriente y tridestilada. Todos los cortes fueron deshidratados en 3 bafios de alcohol
absoluto, seguido por la diafanizacioén en xilol y finalmente montados con cubreobjetos y
resina Entellan®.

En el cuadro 6 se observan las especificaciones de los anticuerpos empleados

Cuadro 6. Panel inmunohistoquimico de anticuerpos utilizados

Anticuerpo Tipo de Expresion  Tejido control  Fabricante/clona  Dilucién
anticuerpo

Citoqueratina Monoclonal  Citoplasma Piel Dako: Clone 1:200
14 34BE12

Citoqueratina Monoclonal  Citoplasma Piel Dako: Clone 1:200
19 RCK108

Amelogenina Monoclonal  Citoplasma Glandula Biocare Medical: 1:40

(AMELX) mamaria Clone 3B5

Syndecan-1  Monoclonal ~Membrana Amigdala Dako: Clone MI15 1:100
Ki-67 Monoclonal Nuclear Linfoma Dako: Clone MIB-1 1:100

4.2.3 Analisis inmunohistoquimico

4.2.3.1 Citoqueratinas 14 y 19

En el caso de las CKs, se calculo la extension de la positividad de la reaccion del marcador
tanto en la zona central tipo reticulo estrellado como en el epitelio periférico cuboidal o
columnar de las islas de epitelio odontogénico de los 5 campos seleccionados.

La expresion de estas proteinas se evalud en el citoplasma de las células epiteliales,
clasificandola de acuerdo al porcentaje de células positivas y con base en el protocolo

descrito por Bologna-Molina y cols. (2018) de la siguiente forma: “0” cuando habia <5%
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de células (negativo); “1” cuando el marcaje abarcaba de 5-50% de células (baja

intensidad), y “2” cuando habia >50% de células positivas (alta intensidad).

4.2.3.2 Amelogenina

Se analiz6 la expresion de AMELX y se considerd la positividad de reaccion del marcador
en las islas de epitelio odontogénico (epitelio odontogénico central tipo reticulo estrellado y
en el epitelio odontogénico periférico cuboidal o columnar) de acuerdo la metodologia
mencionada para las citoqueratinas. La expresion de esta proteina se evalud en el

citoplasma de las células epiteliales.

4.2.3.3 Syndecan-1
La evaluacion se realizdé de acuerdo al protocolo propuesto por Bologna-Molina y cols.
(2018), en el cual se analiza el porcentaje de células positivas al marcador empleando el
software ImagelJ. El proceso consistid en los siguientes pasos:
1. Se colocod cada laminilla en un microscopio doptico bajo el objetivo de 40x y se
realizo la toma de fotografias digitales de cinco campos representativos.
2. Se abri6 el archivo fotografico en el programa Power Point y a continuacioén se
colocd sobre la imagen una gradilla realizada con una tabla de 6x6.
3. La imagen cuadriculada en programa ImagelJ, permitio realizar el conteo manual de
las células positivas y negativas al marcador. Este conteo se realizd siguiendo un
orden preestablecido, iniciando con el cuadro superior izquierdo y terminando en el

cuadro superior derecho (Figura 1).
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Figura 1. Conteo manual (progréma Image J).

4. Posteriormente se realizo el vaciado de los datos obtenidos con el programa Imagel

a la gradilla creada en Power Point y se realizd el calculo de la proporcion de

células positivas de la siguiente manera: porcentaje de células positivas igual a
células positivas entre el total de células x 100.

De los cinco campos se reportaron los resultados obtenidos en las tres localizaciones

(estroma, epitelio odontogénico central tipo reticulo estrellado y epitelio odontogénico

periférico) con las mismas categorias que para las CKs. La expresion de Syndecan-1 se

evaluo en la membrana de las células.

4.2.3.4 Ki-67

El conteo se realizo de acuerdo al protocolo descrito por Bologna-Molina y cols. (2018). Se
evaluo6 la proporcion de células positivas al inmunomarcador en cinco campos de alto poder
(40x) por lesion, evaluando por separado el estroma y epitelio odontogénico, calculandolo

con el método previamente detallado en el apartado del marcador Syndecan-1.
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4.3 Variables
El cuadro 7 resume los tipos de variables, escala de medicion y operacionalizacion

empleadas en la presente investigacion.

Cuadro 7. Operacionalizacion de variables

Variable Tipo de variable Escala de mediciéon Operacionalizacién
Dependientes
Expresion:CK 14 y 19, Negativo, baja
AMELX, Syndecan-1 Cualitativa Nominal intensidad, alta

intensidad. *

Expresion: Ki-67 Cuantitativa Continua Porcentaje de células
Independientes
Sexo Cualitativa Nominal Hombre, mujer
Edad Cuantitativa Discreta Edad en afios
Localizacion Cualitativa Nominal Maxilar, mandibula

* Sera clasificado: “0” <5% de células (negativo); “1” 5-50% de células (baja intensidad); “2”
>50% de células (alta intensidad).

4.4 Analisis estadistico

Se elabord una base de datos con la informacion de la ficha de recoleccion disefiada para el
estudio, la cual incluyd -caracteristicas demograficas, clinicas, histopatologicas e
inmunohistoquimicas (Anexo 1). El andlisis estadistico se efectu6 con el paquete estadistico
JMP V12 (Campus Drive Cary, NC, USA). Se efectuo el calculo de medidas de tendencia
central (medias y medianas) y dispersion de los valores (desviacion estandar [DE+] y
cuartiles [Q'-Q?’]). Para las variables continuas se realizo la prueba de T de Student y, en
caso de no tener distribucidon normal, la prueba Kruskal-Wallis. Para comparar el tipo de
lesion, la intensidad y porcentajes de inmunoexpresion se utilizd andlisis de varianza

(ANOVA). El nivel de significancia estadistica se establecid con un valor de p < 0.05.
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4.5 Consideraciones bioéticas

Actualmente las investigaciones que involucran materiales bioloégicos humanos (tejidos,
organos, ADN, ARN, etc.) provenientes de individuos que se somenten a procedimientos
diagnodsticos o terapuéuticos, suelen recopilarse expresamente con el proposito de
investigaciones futuras, a pesar de que los proyectos especificos no se conozcan en ese
momento; la responsabilidad del profesional y del equipo de trabajo incluye prever los
posibles desenlaces que sus actos generan o generaran en el idividuo, asi como comprender
las expectativas del paciente y de la institucion donde éstas se desarrollan.

Es fundamental la confidencialidad y es necesario establecer mecanismos que aseguren €sta
en el acceso a las muestras y diagndsticos, para proteger la intimidad del paciente y evitarle
un posible perjuicio. El hecho de que los servicios de patologia sean custodios transitorios
de muestras y bloques almacenados, obliga a controlar el acceso a ellos, resguardandolos
para su empleo en futuras investigaciones, con apego a principios éticos generales, de
conducta profesional y médica.

El presente estudio se encuentra definido dentro del apartado 4.1.7 de la NOM-037-SSA3-
2016 publicado en el Diario Oficial de la Federacion el 21 de Febrero del 2017, en el cual
se menciona que el estudio que utiliza técnicas de inmunohistoquimica es un procedimiento
histologico que permite demostrar antigenos en células y tejidos utilizando anticuerpos
especificos con fines de diagnostico, pronostico y prediccion de respuesta al tratamiento, y
actualmente éste tipo de investigacion estd dentro de los lineamientos del articulo 17 del
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud, debido a
que se considera sin riesgo, ya que emplea técnicas y métodos de investigacion documental
retrospectivos y no se realiza ninguna intervencion o modificacion intencionada en las

variables fisioldgicas, psicologicas y sociales de los individuos que participan en el estudio.
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5. RESULTADOS

Caracteristicas demograficas, clinicas e histopatologicas

En el presente estudio se incluyeron 32 casos de TOM (10 FA, 2 FDA, 8§ FOA, 1 OA y 11
OD); En el cuadro 8 se presenta la distribucion por edad y localizacion de las distintas
lesiones incluidas. Se observo una mediana de edad menor (5 afos) en el FOA, en
comparacion con los demds tumores. Con respecto a la localizacion, 17 casos (54.8%) se
presentaron en mandibula, 14 (45.1%) en maxilar y en uno se desconoce. En el cuadro 9 se
describen los aspectos histopatologicos de los TOM. Los 32 casos correspondieron con las
caracteristicas descritas en la clasificacion de la OMS de 2005 (Barnes y cols., 2005). En
relacién con la evaluacion histomorfologica del componente mesenquimatoso, 17 casos
(53.1%) se observaron paucicelulares, mientras que 12 (37.5%) fueron hipercelulares, y
estos correspondieron a 7 casos de FA, los 2 casos de FDA, 2 casos de FOA y el caso de
OA, mientras que en los 3 casos restantes (2 OD complejos y 1 compuesto) los campos no
fueron evaluables por pérdida de material; es relevante notar que en la zona de interaccion
epitelio-mesénquima de los casos de FOA y OD se observo una capa periférica cuboidal,
mientras que esta celularidad estuvo constituida por células columnares con polaridad
inversa en aquellas areas donde se identific6 formacion de material mineralizado, las cuales
estuvieron presentes en la mayoria de los casos (21/65.6%); esto contrasta con algunas
zonas de los casos de FDA, en los cuales no siempre se identificaron células cuboidales

adyacentes al material dentinoide (Figura 2).
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Evaluacion del panel inmunohistoquimico

CK14

De los 32 casos de TOM que conformaron la muestra, la expresion de CK14 fue evaluable
en 31 (10 FA, 2 FDA, 8 FOA, 1 OA'Y 10 OD), debido a que en un caso de OD complejo el
material se perdid en el procesamiento. Todos los casos (31/100%) mostraron expresion de
CK14; esta se observd de forma intensa (>50% de positividad) tanto en el componente
epitelial central como en el periférico en 26 de los casos (Figura 3), mientras que en un caso
de FDA, 2 FOA y 2 OD complejos la expresion fue baja (<50% de positividad total) como
se observa en el cuadro 10. Los resultados no fueron estadisticamente significativos con

respecto a la comparacion de la intensidad de expresion (p=0.220).

CK19

En la evaluacion de la reaccion de CK19 la muestra final consistié en 25 TOM (10 FA, 2
FDA, 6 FOA, 1 OA, 6 OD). El cuadro 11 muestra los valores de intensidad de expresion,
asi como la media y DE+ para cada uno de los grupos de TOM. Se observé una diferencia
estadisticamente significativa en la expresion de CK19 entre los diferentes tipos de tumores
(»=0.001). En donde hubo menos del 5% de inmunoexpresion o falta total de expresion se
encuentran 8 casos de FA y los 2 casos evaluados de FDA, los que en conjunto representan
el 40% de la muestra total. Una caracteristica que comparten 3 casos de FOA, asi como los
casos de OD complejos y compuestos fue que en ambos grupos se observo alta intensidad,
constituyendo el 36% de la muestra, y este marcaje se ubicé en componente periférico y
central de forma generalizada. Unicamente 6 TOM (24% de la muestra) presentaron
intensidad baja, incluyendo 2 FA, 3 FOA y el OA; un hallazgo en los casos de FOA es que

la expresion se localizd exclusivamente en el componente epitelial periférico, constituido
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por células columnares con polaridad inversa (Figuras 4 y 5). En relacion con el valor de la
media, éste fue mas alto en los casos OD, que presentaron una media de 88.4% (+16.3),
seguido de los casos de FOA con una media de 53.3% (£38.5), lo que contrasta con la
mayoria de los FA, asi como con los dos casos de FDA que mostraron negatividad para

CKI19.

Amelogenina

La expresion de AMELX fue evaluable en 22 casos (9 FA, 2 FDA, 6 FOA, 1 OA y 4 OD
compuestos). Se observo alta intensidad en 14 (66.3%), correspondientes a 5 FA, 5 FOA y
4 OD compuestos, mientras que 3 casos de FA y 1 FOA (18.1%) mostraron baja intensidad;
un caso de FA, ambos FDA vy el caso de OA resultaron negativos (13.6%). Los valores de
intensidad de expresion y media de cada uno de los grupos se pueden observar en el cuadro
12. Se compar6 la expresion de AMELX entre los grupos de TOM, la cual no mostro
diferencia estadisticamente significativa (p=0.071); sin embargo, en uno de los casos de FA
la expresion de este marcador se identifico en el componente epitelial central (que recuerda
al reticulo estrellado) de todos los campos evaluados y también en la periferia (células
columnares con polaridad invertida). Los patrones de expresion se pueden observar en las

figuras 5, 6, 7, 8 y 9 en casos de FA, FDA, FOA y OD compuesto.

Syndecan-1

Este marcador fue evaluable en 27 casos (10 FA, 2 FDA, 8 FOA, 1 OA, 2 OD complejos y
4 OD compuestos). La media de expresion en la mayoria se encontrd dentro del rango de
60.6-98.7% en el componente epitelial, pero es relevante mencionar que unicamente el caso
de OA fue negativo, a diferencia de los casos de OD, en los que se observo alta intensidad

(componente epitelial y mesenquimatoso) como se muestra en los cuadros 13 y 14. El
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componente mesenquimatoso de los casos de FDA presentd una media de 28.9%,
caracteristica que contrasta y difiere del resto los TOM, en los cuales fue mayor a 68.1%
(Cuadro 14). Por otra parte, los resultados no fueron estadisticamente significativos con
respecto a la comparacion de la intensidad entre los componentes epitelial (p=0.065) y

mesenquimatoso (p=0.112). Los patrones de expresion se pueden observar en la figura 10.

Ki-67

La evaluacion se pudo realizar en 27 casos (Cuadro 15). En relacion con el componente
epitelial de FA, se obtuvo una media de 8.9% y DE+6.1, y se observé una mayor expresion
en el componente epitelial periférico, mientras que los casos de FOA presentaron una
media de 7.3%, seguido del caso de OA con 5.1%. Por su parte, en los casos de OD
compuestos y complejos los valores fueron considerablemente mas bajos, con una media de
0y 3.7% respectivamente, y por ultimo, en los casos de FDA se obtuvo una media de 2.8%.
Con respecto a la evaluacion del componente mesenquimatoso, los casos de FA expresaron
los porcentajes mas altos, de forma similar a lo identificado en el componente epitelial, con
una media de 7.3% y DE+3.9, exhibiendo como localizacién mas frecuente las areas
adyacentes al componente epitelial (Figura 11), mientras que en los casos de FOA, FDA,
OD complejo, OD compuesto y OA se observd menor expresion, con valores de 3.8%,
3.2%, 2.4%, 1.7%, 1.2% respectivamente, y de igual forma pudo observarse que la mayor
expresion de Ki-67 se registrd en el componente mesenquimatoso adyacente al componente
epitelial. Al comparar los grupos de TOM, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en los indices de proliferacion en los componentes epitelial (p=0.067) y

mesenquimatoso evaluados (p=0.147).
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Cuadro 8. Caracteristicas demograficas y clinicas en 32 casos de TOM.

FA FDA FOA OA ODCl1 ODCr
Caracteristicas (n=10) (n=2) (n=8) (n=1) (n=5) (n=6)
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Sexo
Femenino 7(77.7) 1 (50) 4 (50) 4 (80) 3 (50)
Masculino 2(22.2) 1 (50) 4 (50) 1 (100) 1 (20) 3 (50)
Mediana de edad
(Q1-Q») afios 11(5-12) 11(10-12) 5(2.5-12) 18 22 (15.5-33) 10 (7.5-1
Localizacion
Maxilar 1(11.1) 1 (50) 4 (50) 1 (100) 3 (60) 4 (66.6
Mandibula 8 (88.8) 1 (50) 4 (50) 2 (40) 2(33.3

FA=fibroma ameloblastico, FDA=fibrodentinoma ameloblastico, FOA= fibro-odontoma
OA=odontoameloblastoma; ODCl=odontoma complejo; ODCm=odontoma compuesto; (Qi-Q
intercuartilar. *Kruskal-Wallis test.
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Cuadro 9. Caracteristicas histopatoldgicas de los 32 casos de TOM con respecto a los
componentes epitelial y mesenquimatoso.

FA FDA FOA OA oDCl ODCm
Caracteristicas (n=10) (n=2) (n=8) (n=1) (n=5) (n=6)
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Disposicion del componente epitelial

SCE 00 0(0) 0(0) 0(0) 3 (60.0) 3 (50)

Yemas y cordones 10 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 0(0)

Mixto' 00 2 (100) 8 (100) 0(0) 2 (40.0) 3 (50)

Plexiforme 00 0(0) 0(0) 1 (100) 0 0(0)
Componente epitelial periférico

SCE 00 0(0) 0(0) 0(0) 3 (60.0) 3 (50)

Cuboidal 9 (90) 1 (50) 1(12) 0(0) 0 2 (33)

Columnar 1(10) 0(0) 0(0) 0(0) 0@ 0(0)

Mixto' 00 1 (50) 7(87) 1 (100) 2 (40) 1(16)
Polaridad

Sin PI 9 (90) 1 (50) 1(12) 0(0) 3 (60) 6 (100)

Con PI 1(10) 1 (50) 7(87) 1 (100) 2 (40) 0(0)
Componente epitelial central

Tipo RE 10 (100) 1 (50) 7(87) 1 (100) 2 (40) 0(0)
Componente mesenquimatoso

Paucicelular 3 (30) 0(0) 6 (75) 0(0) 3 (60) 5(83)

Hipercelular 7 (70) 2 (100) 2 (25) 1 (100) 0@ 0(0)
Interaccion epitelio-mesénquima

Células aplanadas 0(0) 0 (0) 1(12) 0(0) 0(0) 0(0)

Cuboidal 8 (80) 1 (50) 1(12) 0(0) 0 0(0)

Columnar PI 2 (20) 1 (50) 6 (75) 1(100)  5(100) 6 (100)
Induccion de material dentinoide

Sin induccion 10 (100) 0(0) 0(0) 0(0) 0 0(0)

Con induccion 00 2 (100) 8 (100) 1(100)  5(100) 6 (100)
Induccion de esmalte

Sin matriz de esmalte 10 (100) 2 (100) 0 (0) 1 (100) 0(0) 0(0)

Con matriz de esmalte 00 0(0) 8 (100) 0 (0) 5 (100) 6 (100)

TOM=tumores odontogénicos mixtos; SCE=sin componente epitelial evaluable; Mixto'=(yemas,
islas, cordones, mantos); FA=fibroma ameloblastico, FDA=fibrodentinoma ameloblastico;
FOA=fibro-odontoma ameloblastico, OA=odontoameloblastoma; ODcl=odontoma complejo;
ODCm=odontoma compuesto; PI=polaridad invertida; RE=reticulo estrellado.
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Cuadro 10. Intensidad de inmunoexpresion de CK14 en 31 casos evaluados de TOM.

CK14
. o Baja Alta
Dx histopatologico " (%) n (%)
FA (n=10) 0 0 10 (100)
FDA (n=2) 1 (50) 1 (50)
FOA (n=8) 2 (40) 6 (60) 0.2207
OA (n=1) 0 (0) 1 (100)
ODCI (n=4) 2 (50) 2 (50)
ODCm (n=6) 0 (0) 6 (100)

Dx= diagnostico; FA=fibroma ameloblastico; FDA=fibrodentinoma
ameloblastico; FOA=fibro-odontoma ameloblastico;
OA=odontoameloblastoma; ODcl= Odontoma complejo; ODCm=
Odontoma compuesto. Sera clasificado: 07<5% de células
(negativo); “1” 5-50% de células (baja intensidad); “2” >50% de
células (alta intensidad). *Kruskal-Wallis test.
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Cuadro 11. Intensidad y promedio de inmunoexpresion de CK19 en 25 casos evaluados de TOM.

CK19
. . Negativo Baja Alta .

Dx histopatologico N %) " %) n %) Media (+DE )
FA (n=10) 8 (80) 2 (20) 0 0) 3.7 (£7.6)
FDA (n=2) 2 (100) 0 0) 0 0) 0 (nd)
FOA (n=6) 0 0) 3 (50) 3 (50) 53.3 (£38.5)
OA (n=1) 0 0) 1 (100) 0 0) 43.2 (nd)
ODCI (n=2) 0 0) 0 0) 2 (100) 88.4 (£16.3)
ODCm (n=4) 0 (0) 0 (0) 4 (100) 90.6 (+13.5)

Dx= diagnoéstico; FA=fibroma ameloblastico; FDA=fibrodentinoma ameloblastico; FOA=fibro-odonto
OA=odontoameloblastoma; ODcl= Odontoma complejo; ODCm= Odontoma compuesto. Sera clasificado:
(negativo); “1” 5-50% de células (baja intensidad); “2” >50% de células (alta intensidad); nd=no hay datc
test.
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Cuadro 12. Intensidad y promedio de inmunoexpresion de AMELX en 22 casos evaluados de TOM.

AMELX
Negativo Baja Alta

Dx histopatologico N %) n %) I (%) Media (+DE)
FA (n=9) 1 (11.1) 3 (33.3) 5 (55.5) 69.2 (£38.4)
FDA (n=2) 2 (100) 0 0) 0 0) 0.0 (nd)
FOA (n=6) 0 0) 1 (16.6) 5 (83.3) 85.6 (=35.1)
OA (n=1) 1 (100) 0 0) 0 0) 0.0 (nd)
ODCm (n=4) 0 (0) 0 (0) 4 (100) 100 (nd)

Dx= diagnostico; FA=fibroma ameloblastico; FDA=fibrodentinoma ameloblastico; FOA=fibro-odonto
OA=odontoameloblastoma; ODcl=odontoma complejo; ODCm=0Odontoma compuesto. Sera clasificado:
(negativo); “1” 5-50% de células (baja intensidad); “2” >50% de células (alta intensidad); nd=no hay datc
test.

47



Cuadro 13. Intensidad y promedio de inmunoexpresion de Syndecan-1 (componente epitelial) en 27
TOM.

Syndecan-1
) o Negativo Baja Alta .

Dx histopatologico N %) n %) I (%) Media (+DE)
FA (n=10) 0 0) 0 0) 10 (100) 85.2 (£15.0)
FDA (n=2) 0 (0) 0 0) 2 (100) 943 (£7.9)
FOA (n=8) 0 0) 1 (12.5) 7 (87.5) 68.5 (£ 19.8)
OA (n=1) 1 (100) 0 0) 0 0) 0.0 (nd)
ODCI (n=2) 0 0) 0 0) 2 (100) 98.7 (£1.7)
ODCm (n=4) 0 (0) 2 (50) 2 (50) 60.6 (£25.1)

Dx= diagnostico, FA=fibroma ameloblastico, FDA=fibrodentinoma ameloblastico; FOA=fibro-odonto
OA=odontoameloblastoma; ODcl=odontoma complejo, ODCm= Odontoma compuesto. Sera clasificado:
(negativo); “1” 5-50% de células (baja intensidad); “2” >50% de células (alta intensidad); nd=no hay datc
test.
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Cuadro 14. Intensidad y promedio de inmunoexpresion de Syndecan-1 (componente mesenquim

evaluados de TOM.

Syndecan-1
Baja Alta

Dx histopatologico " %) " %) Media (+DE)
FA (n=10) 3 (30) 7 (70) 68.1 (£22.2)
FDA (n=2) 2 (100) 0 0) 28.9 (£ 6.9)
FOA (n=8) 2 (25) 6 (75) 68.1 (£23.1)
OA (n=1) 1 (100) 0 (0) 5.0 (nd)
ODCI (n=2) 0 (0) 1 (100) 100 (nd)
ODCm (n=4) 0 (0) 4 (100) 75.6 (£19.7)

Dx= diagnostico; FA=fibroma ameloblastico;

FDA=fibrodentinoma ameloblastico; FOZA
odontoma ameloblastico, OA=odontoameloblastoma; ODcl=odontoma complejo; ODCm=0d
compuesto. Sera clasificado: 07<5% de células (negativo); “1” 5-50% de células (baja intensid:
>50% de células (alta intensidad); nd=no hay dato. *Kruskal-Wallis test.
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Cuadro 15. Promedio de inmunoexpresion de Ki-67 en componente epitelial y mesenquimatoso de 27 casos

Dx histopatolégico Medi? (:%DE) Med’i a (i!)E)
epitelio mesénquima
FA (n=9) 8.9 (£6.1) 7.3 (£3.9)
FDA (n=2) 2.8 (£2.8) 3.2 (£3.7)
FOA (n=8) 7.3 (x10.1) P=0.067" 3.8 (#4.8)
OA (n=1) 5.1 (nd) 1.2 (nd)
ODCI (n=3) 0.0 (nd) 2.4 (£2.7)
ODCm (n=4) 3.7(x£2.5) 1.7 (£2.7)
Dx=  diagnostico: FA=fibroma ameloblastico;, = FDA=fibrodentinoma ameloblastico, = FOA=fibro-o«

OA=odontoameloblastoma; ODcl=odontoma complejo; ODCm= Odontoma compuesto; nd=no hay dato. *Kruskal-\

50



Figura 2. A) FDA componente mesenquimatoso hipercelular, con presencia de material miner:
dentinoide. B) Se aprecia presencia de cordones y nidos epiteliales conformados por células cuboidal
al material mineralizado.
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F) CK14 400x s

Figura 3. A) FA; B) FDA C) y D) FOA; E) OA; F) OD compuesto. Expresion de CK14 en el comy
periférico
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Figura 4. Expresion de CK 19. A) FA y B) FDA negatividad en el componente epitelial; C) y D) F

componente epitelial periférico; E) OA expresion de baja intensidad en los cordones epiteliales; F) OD ¢
intensidad en el componente epitelial periférico.
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Figura 5. Expresion de CK19. A) y B) FOA que muestra positividad en las células epiteliales
columnar, componente periférico; B) Sintesis de material mineralizado distal a las células «
polaridad invertida, caracteristica presente en ameloblastos secretores.
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A) AMELX 400x

Figura 6. A) y B) FA expresion citoplasmatica de Amelogenina en el componente epitelial centr:
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AN,

C) AMELX 40x

D) AMELX 400x

Figura 7. Expresion de Amelogenina. A) FA positividad generalizada en los cordones
epiteliales; B) se observa un acercamiento a un cordén epitelial; C) y D) FDA negativid:
componente epitelial central y periférico.
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A) AMELX 40x B) AMELX 400x

C) AMELX 40x D) AMELX 400x

Figura 8. Expresion de Amelogenina. A) y B) FOA con alta intensidad en el cor

adyacente a material mineralizado compatible con matriz de esmalte; C) y D) OA negati
expresion en el componente epitelial.
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(%

B) AMELX 400x

Figura 9. Expresion de Amelogenina. A) OD compuesto alta intensidad de marcaje en los
epiteliales, B) se puede apreciar condensacion de tincion en el material mineralizado adyacer
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Figura 10. Expresion de Sy y B) Alta intensidad en casos de FA en el comj
epitelial y difuso en el componente mesenquimatoso adyacente. C) FDA con areas de 1
mineralizado adyacente al componente mesenquimatoso que demuestra positividad; T
positividad en el componente epitelial central que recuerda al reticulo estrellado del org
esmalte.
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A) Ki-67 400x

Figura 11. A) FA exhibiendo alta intensidad de Ki-67 en el componente epitelial perifé
mesenquimatoso. B) OD en el que se observa expresion de Ki-67 menor al 5% en componente ¢
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6. DISCUSION

La relevancia de la evaluacion de los aspectos moleculares en los componentes epitelial y
mesenquimatoso de los TOM surge a partir de la controversia que existe con respecto a los
conceptos y criterios utilizados a lo largo de las ultimas siete décadas para definir y
clasificar a estas lesiones; asimismo, enfatiza la importancia de los aspectos clinico-
demograficos como elementos necesarios para poder establecer de manera correcta la
correlacion diagndstica en estas entidades, y el andlisis de ambos aspectos en conjunto tiene
la finalidad de generar nueva evidencia que permita sustentar o modificar los conceptos
existentes sobre el origen comin de los TOM con predominio de componente
ameloblastico.

Con respecto a las caracteristicas clinicas, en la literatura no se tiene identificada una
predileccion por sexo para este grupo de entidades (Ebenezer y Ramalingam, 2011; Sekerci
y cols. 2014; Lima-Verde-Osterne y cols., 2017; Aly y cols., 2018; de Medeiros y cols.,
2018; Kurimoto y cols., 2019); asi, mientras que nuestros resultados estan en concordancia
con estudios como los de Santos y cols. (2001) y Kirjavainen y cols. (2016), los cuales
muestran ligera predileccion por las mujeres (61.2%), hay informacion como la senalada en
la revision sistematica realizada por Chrcanovic y Gomez, en la que existe mayor
prevalencia en hombres en proporcion de 2:1 (Chrcanovic y Gomez, 2018). La edad
representa una variable relevante, ya que a pesar de que los TOM son mas frecuentes en las
primeras dos décadas de la vida, existen casos que se desarrollan en periodos posteriores,
principalmente las lesiones con aparente comportamiento neopldsico (Philipsen y cols.,
1997). En este sentido, en estudios previos se ha observado que el FA y el FDA presentan
una distribucion etaria bimodal (Chrcanovic BR y Gomez RS., 2018), por lo que se ha

sugerido que existen dos variantes de estas entidades, una hamartomatosa y otra neoplasica,
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y se ha considerado que las lesiones desarrolladas después de la segunda década serian
probablemente verdaderas neoplasias (Buchner y Vered, 2013; Chen y cols., 2007; Mustafa
y cols., 2016; Royer y cols., 2016; Kirjavainen y cols., 2018), debido a que las lesiones
formadas en esa etapa no demuestran maduracion hacia la formacion de OD (El-Naggar y
cols., 2017). En el presente estudio también encontramos una diferencia estadisticamente
significativa (p=0.031) entre los grupos estudiados, lo que apoya dicha interpretacion en
cuanto a posibles diferencias en la naturaleza de algunos TOM con respecto a la edad de
presentacion.

En relacion con la localizacion, nuestros hallazgos son similares a lo que se reporta en la
literatura, en donde se sefiala que con excepcion de los OD compuestos, el resto de los
TOM ocurren con mayor frecuencia en la region posterior de la mandibula (Mosqueda y
cols., 1997; Philipsen y cols., 1997; Hidalgo-Sanchez y cols., 2008; Saghravanian y cols.,
2010), que es la ubicacion de los TOM que expresan mayor agresividad o los que tienen
menor grado de maduracion (histo y morfodiferenciacion). Esta situacién podria estar
relacionada con diferencias en el tejido odontogénico de origen, pues se especula que
algunos tumores que tienen predileccion por la zona posterior de los maxilares se originan
de la lamina dental pre-funcional, que representa el componente epitelial odontogénico
menos diferenciado, misma que es mas abundante distalmente a los terceros molares
(Mosqueda-Taylor., 2008); sin embargo, con los recursos actuales no es posible ain
demostrar dicho origen y consecuentemente, resulta de gran importancia considerar que
para lograr establecer el diagndstico preciso de este grupo de entidades se tienen que tomar
en cuenta la edad, la localizacién anatomica y la conducta clinica, ya que se ha visto que los
TOM que comienzan su desarrollo o se detectan en periodos posteriores a la odontogénesis,

los que se originan en los segmentos posteriores de los maxilares y aquellos que presenten
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un comportamiento expansivo o destructivo local tienen menos probabilidades de
corresponder a entidades consideradas como odontomas en desarrollo o lesiones
hamartomatosas (Muller y cols., 1995; Buchner y Vered, 2013).

Algunos de los casos que se desarrollaron en la zona posterior de la mandibula y que fueron
analizados en el presente estudio, especialmente FA y FDA, presentaron una conformacion
en cordones epiteliales constituidos por células cuboidales bajas, lo que recuerda a los
estadios mas tempranos de la odontogénesis, correspondientes con las etapas de brote o
casquete (Nanci, A y Ten, C, 2003), lo que contrasta con las caracteristicas microscopicas
del epitelio de los OD, en los que existe la presencia de ameloblastos maduros (Bernardes y
cols., 2008). Dicha diferencia también se asocia con los hallazgos registrados en nuestro
estudio en el epitelio de FDA adyacente a la dentina o material dentinoide en formacién, en
donde las células periféricas no muestran el aspecto distintivo de células columnares con
diferenciacion pre-ameloblastica que se encontraria en lesiones con capacidad de
produccion de matriz de esmalte, lo que nos hace sugerir que este hallazgo podria ser
indicativo de un trastorno en la diferenciacion, favoreciendo el concepto de neoplasia sobre
el de hamartoma; sin embargo, seria conveniente evaluar un nimero mayor de casos de esta
entidad y conocer su evolucion clinica para tener una mayor precision en esta observacion.
En este sentido se puede argumentar que dicha diferencia también se asocia con los
hallazgos registrados con respecto a la expresion de las CKs, ya que en la mayoria de FA y
FDA se observé una alta intensidad para CK14, lo que sugiere mayor compatibilidad con
preameloblastos jovenes sin capacidad secretora (Dos Santos y cols., 2009; Arzi y cols.,
2011; Domingues y cols., 2000) y esto se complementd al observar que en la reaccion con
CK19 la mayoria (8/80%) de FA y los dos casos de FDA (100%) fueron negativos, lo cual

sugiere que el componente epitelial no tiene la capacidad de sintesis de esmalte, y por lo
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tanto no se encuentran en un estado de maduracidon avanzada, lo que contrasta con la
mayoria de FOA y todos los OD, los cuales presentaron una alta expresion para este
marcador. En cuanto al caso de OA incluido en la serie, la proliferacion ameloblastica
presentd una baja expresion de CK19, en concordancia a ser una lesion con menor grado de
diferenciacion.

Respecto a los resultados obtenidos al evaluar la expresion de AMELX, de forma similar a
lo reportado en otros estudios (Tanaka y Sawamoto., 2013) se observd que en los dos casos
de FDA, el OA y un caso de FA la expresion fue negativa, pero no asi en los casos de FOA
y OD, lo que concuerda con lo descrito en el estudio de Nel y cols. (2011), quienes
mencionan que en el desarrollo del GD la positividad de AMELX se evidencia en
ameloblastos pre-secretores y que puede existir una positividad difusa en ameloblastos
diferenciados en la etapa secretora, hallazgos que sugieren que los cambios que permiten la
expresion de este marcador se desarrollan en la etapa de campana avanzada (Nanci, A y
Ten, C., 2003). Nuevamente estos hallazgos parecen apoyar la hipotesis que sugiere que
algunos FA y todos los FDA tendrian un limitado proceso de maduracion de las células
cuboidales y serian lesiones con componente mas primitivo y posiblemente neoplasico,
hallazgo que también se comparti6 en relacion con la zona ameloblastica del caso estudiado
de OA, a pesar de que esta entidad posee la capacidad de producir material mineralizado;
sin embargo, es conveniente sefialar que debido a que no se incluy¢ tejido adyacente a la
zona de produccion de tejidos dentales mineralizados, solo es posible especular que en
dicho tumor existen zonas con diferentes grados de maduracion del epitelio odontogénico.
En los casos analizados de OD, la produccion de tejidos dentales maduros se asocia a una
adecuada interaccion entre el epitelio ameloblastico y la diferenciacidon mesenquimatosa;

asi, durante la evaluacion de los OD se confirmé que en estas lesiones habian
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caracteristicas histomorfologicas semejantes a las encontradas en la etapa de campana
tardia en el GD, consistentes en la presencia de células epiteliales columnares con polaridad
invertida y secrecion de material mineralizado, cuya expresion IHQ de CKs y AMELX
resultaron similares a lo reportado en el epitelio odontogénico en dicha etapa (Anigol y
cols., 2014; Zacaraia y cols.,, 2018), al igual que la presencia de componente
mesenquimatoso diferenciado (odontoblastos), con evidencia de material mineralizado
compatible con dentina (Nanci, A y Ten, C, 2003; Bernardes y cols., 2008), por lo que
algunos autores consideran que la formacion del OD es similar al proceso de desarrollo de
un diente supernumerario, pero con una expresion desorganizada (Custodio y cols., 2018;
Pippi, 2014).

Al contrastar nuestros hallazgos con lo reportado en cuanto a las caracteristicas IHQ de la
odontogénesis normal, se considera que la pérdida de la expresion de CK14 en algunos
TOM podria ser consecuencia de la aparicion de actividad secretora (Crivelini y cols.,
2003), lo que sugiere que existen diferencias de expresion que apoyan la separacion de
algunas de las entidades clasificadas como TOM con base en el grado de diferenciacion, lo
que en conjunto con los hallazgos clinicos podria permitir su caracterizacion como
entidades independientes.

La media mas alta del indice de proliferacion evaluado mediante la expresion de Ki-67 se
registrd en los casos de FA, de manera similar a lo reportado por otros autores (Sano y
cols., 1998; Kavya y cols., 2017); la expresion se aprecid mayormente en el tejido
mesenquimatoso adyacente al epitelio, lo que sugiere que dicha zona se encuentra en una
etapa de proliferacion activa, como se ha descrito en algunos TO considerados de
naturaleza neoplasica (Yoshida y cols., 2013; Gilani y cols., 2014). Asimismo, este

hallazgo resalta la importancia de la evaluacion de la celularidad, especialmente en los
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casos de FA, ya que son lesiones que tienden a malignizar con mayor frecuencia que otros
TO, en los que aparentemente hay una progresion gradual a FSA cuando se detecta un
aumento en la celularidad, mayor proliferacion del componente mesenquimatoso, y una
reduccion sucesiva del componente epitelial (Bregni y cols., 2001; Chen y cols., 2007).

Con respecto al resultado obtenido en la evaluacion de Ki-67 en el caso de OA (5.1% en el
componente epitelial y 1.2% en el componente mesenquimatoso), es interesante sefalar que
aunque no existen reportes en los cuales se haya evaluado IHQ a esta entidad, estas cifras
se encuentran dentro del rango mencionado en la literatura para ameloblastomas, en los que
se reporta un rango de 1.9-22.9% (Bologna y cols., 2013), por lo que seria conveniente
mantener la consideracion de que se trata de una entidad que difiere de los OD
convencionales.

La baja expresion registrada de Syndecan-1 en el componente mesenquimatoso de los casos
de FDA y OA constituye un aspecto notable, ya que de acuerdo con estudios realizados en
otros tumores, su disminucidn podria estar relacionada con mayor agresividad, o apoyar un
comportamiento neoplésico (Al-Otaibi y cols., 2013; Bologna-Molina y cols., 2009); en ese
sentido, la baja expresion registrada particularmente en los FDA, podria significar que la
lesion corresponde a una sola etapa del desarrollo, lo que difiere a lo observado en los OD,
que son entidades con mayor potencial de expresion de Syndecan-1 debido a que no todo el
tejido en formacion de estas entidades se encuentra en la misma etapa evolutiva, por lo que
no seria raro encontrar en ellos multiples areas positivas que representen los inicios de la
odontogénesis, al mismo tiempo que se detectan zonas con baja expresion por hallarse en
etapas avanzadas del proceso. En relacién con el OA, la ausencia de expresion en el
componente epitelial y la baja expresion registrada en el componente mesenquimatoso

resulta similar con lo reportado en ameloblastomas convencionales, en los que se sugiere
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que la disminucién de expresion de Syndecan-1 guarda relacion con su comportamiento
neopldsico y una mayor agresividad en comparacién con otros subtipos, como el
desmoplasico (Bologna y cols., 2008) y por lo tanto, este hallazgo constituye un aspecto a
evaluar en futuros estudios como posible diferencia con respecto al componente epitelial de
los OD, el cual puede ser morfoldégicamente similar, pero distinto a nivel de la expresion de
factores asociados con mayor potencial de crecimiento e invasividad.

Entre las limitaciones del presente estudio podemos mencionar su caracter retrospectivo, la
deficiencia en la descripcion de algunas de las variables clinicas y de la informacion precisa
en relacion con el tiempo de evolucion, localizacion, patrén radiografico, asi como del
tratamiento, pronodstico y seguimiento de los individuos incluidos en el estudio; sin
embargo, es importante mencionar que es la metolodologia que generalmente se emplea al
analizar tumores con baja incidencia y en la cual son recurrentes dichas limitantes por falta
de datos completos en los registros. Adicionalmente, debido al reducido tamafio de la
muestra se dificulta el poder realizar aseveraciones estadisticas, pero se tiene que destacar
que el presente trabajo se deriva de un esfuerzo en conjunto de diversos centros de
referencia durante un periodo de tiempo amplio, lo cual evidencia la rareza de las entidades
estudiadas y por lo tanto, aporta informacion relevante para el contraste de informacion.

Las perspectivas de este estudio se orientan al desarrollo de futuras investigaciones sobre
los aspectos moleculares, tales como la aplicacion de algunos resultados obtenidos en
ensayos in vivo, y otras técnicas recientemente propuesta por grupos de otros paises
(Pereira y cols., 2019; Coura BP y cols., 2020) con la finalidad de dilucidar probables guias

terapéuticas en el manejo de los diversos tipos de TOM.
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7. CONCLUSIONES

En la evaluacion histomorfologica de la interfaz epitelio-mesénquima correspondiente a las
zonas de material dentinoide de los casos de OD y FOA se observd una adecuada
interaccion entre el epitelio amelobléstico y la diferenciacion mesenquimatosa, mientras
que en los casos de FA, FDA y OA no siempre se identificaron ameloblastos diferenciados
adyacentes al material mineralizado; este hallazgo podria ser indicativo de un trastorno en
la diferenciacion, favoreciendo el concepto de neoplasia sobre el de hamartoma para estas
tres entidades.

La identificacion y correlacion de inmunoexpresion de CKs 14 y 19 evidenci6 una alta
expresion de CK14 y baja expresion o negatividad de CK19 en los casos de FA, FDA y
OA, lo que sugiere que el componente epitelial de dichas lesiones no tiene la capacidad de
sintesis de esmalte, y por lo tanto, no se encuentra en un estado de maduracién avanzada;
por su parte, los casos de FOA y OD presentaron una alta intensidad de expresion para este
ultimo marcador, lo que concuerda con los hallazgos registrados en epitelio ameloblastico
con potencial secretor.

La inmunoexpresion de AMELX fue negativa en casos de FA, FDA y OA, lo que contrasta
con la positividad en los casos de FOA y OD, que fue similar a lo descrito en el GD. Esto
puede sugerir que algunos FA y todos los FDA tienen un grado de maduracion epitelial
limitado, y por lo tanto podrian ser lesiones menos diferenciadas y posiblemente
neoplésicas.

Syndecan-1 present6 alta intensidad de expresion en el componente epitelial de los TOM
estudiados (excepto OA), de manera similar a lo observado en las etapas tempranas de la

odontogénesis; sin embargo, en los casos de FDA y OA la expresion de Syndecan-1 en el

68



componente mesenquimatoso es relevante, ya que la disminucion registrada podria estar
relacionada con un comportamiento de mayor agresividad de dichos tumores.

Los hallazgos obtenidos mediante la evaluacion de Ki-67 en los TOM evidencian valores
epiteliales mas altos en los casos de FA, FDA, FOA y OA, en contraste con los OD, como
cabria esperar al comparar lesiones posiblemente neopldsicas con entidades
hamartomatosas con potencial limitado de crecimiento.

Finalmente, resulta importante mencionar que entre las caracteristicas relevantes a evaluar
en los casos de TOM se debe incluir su edad de presentacion, localizacion y
comportamiento clinico, pues como se ha sugerido en otros estudios, y los resultados de
este trabajo lo corroboran, cuando dichas lesiones comienzan su desarrollo en periodos
posteriores a los de la odontogénesis o cuando presentan un comportamiento expansivo o
destructivo local, disminuyen las probabilidades de tratarse de un odontoma en desarrollo,
lo que ademas se apoya en que las lesiones con dichas caracteristicas presentan una mayor
actividad proliferativa, menor grado de madurez epitelial, y con frecuencia se originan en

las zonas posteriores de los maxilares.
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9. ANEXO

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

Caracterizacion y comparacion inmuno-histomorfologica de los tumores odontogénicos mix

N° de biopsia: Centro de referencia: () Sexo: () Edad:
SP-CDMX1 UAM-X2 FOBrasi13 Puebla4 M1 N H2
Diagnéstico: () Disposicion del componente Disposicion del componente
FA|, FDA;, FOA3; OA4, epitelial: () epitelial periférico: ()
Odcompls, Odcompus NE)y, yemas;, islas,, cordoness, NEj ,cuboidal, cilindrico,,
mantoss, plexiformes, mixtoe, mixto;
Caracteristicas Empalizada del componente Componente epitelial central: () Presencia de células
histopatolégicas epitelial periférico: () NE), reticulo estrellado;, fantasmas: ()
Noj, sip acantomatoso,, mixtos, Noy, sij
Celularidad interaccion Mesénquima con induccion de Dentinoide/dentina con
epitelio-mesénquima: () dentina o material dentinoide: () induccién de esmalte: ()
Cuboidal bajoi, cuboidal alto,, Noj, sip Noj, sip
cuboidal con polaridad inversas,
células aplanadas (fibroblastos)s
Evaluacion IHQ
CK14 CK19 Amelogenina Syndecan_l
POSITIVIDAD POSITIVIDAD POSITIVIDAD POSITIVIDAD

Epitelio central: ()
Epitelio periférico: ()
Noy, sij

PORCENTAJE: ( )

INTENSIDAD: ( )

<5% de células (negativo)o, 5-
50% de células (baja
intensidad);; >50% de células
(alta intensidad),

Epitelio central: ()
Epitelio periférico: ()
Noy, sij

PORCENTAJE: ( )

INTENSIDAD: ( )

<5% de células (negativo)o, 5-
50% de células (baja
intensidad); >50% de células
(alta intensidad),

Epitelio central: ()
Epitelio periférico: ()
Noy, sij

PORCENTAJE: ( )

INTENSIDAD: ( )

<5% de células (negativo)o, 5-
50% de células (baja
intensidad); >50% de células
(alta intensidad),

Epitelio: ()
Mesénquima: ()
Noy, sij

PORCENTAJE

Epitelio: ( )

Mesénquima: ()

INTENSIDAD: ( )

<5% de células (negativo)o, 5-50%
células (baja intensidad); >50% de
células (alta intensidad),

*M=mujer; H= hombre; FA= Fibroma ameloblastico; FDA= Fibrodentinoma amelobléstico; FOA= Fibro-odontoma ameloblastico; OA= Odont
Odontoma complejo; ODCm= Odontoma compuesto; NE= no evaluable; IHQ= inmunohistoquimica;
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