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Resumen

Introduccion. Los quistes odontogénicos del desarrollo, en particular los queratoquistes
odontogénicos (QQO) y quistes dentigeros (QD), frecuentemente presentan caracteristicas
clinicas e imagenoldgicas similares, aunque poseen un comportamiento bioldgico distinto.
Su origen y mecanismos de expansion involucran elementos celulares y extracelulares en el
revestimiento epitelial y en su cépsula, los cuales pueden verse modificados por la
inflamacion.

Objetivo. 1dentificar la posible asociacion entre la presencia de inflamacion y la expresion
inmunohistoquimica de marcadores de proliferacion celular (Ki-67 y MCM-2) y de
angiogénesis (CD34 y CD105), asi como la distribucion y madurez de fibras colagenas
estudiadas por histoquimica de rojo picrosirio (RPS) en QQO y QD.

Meétodo. Estudio transversal, descriptivo y retrolectivo, en el que se compar6 el indice de
proliferacion celular (Ki-67, MCM-2), la angiogénesis (CD34 y CD105) y la distribucion y
maduracion de las fibras de colageno (RPS) en QQO y QD, con y sin presencia de
inflamacion. Para el andlisis estadistico se utilizo el programa JMP, se realizaron pruebas
de Kruskal-Wallis, multiniveles, prueba de correlacion Pearson y Spearman (p < 0.05).

Resultados. Se incluyeron 70 quistes odontogénicos (35 QQO y 35 QD), los QQO
presentaron una mayor expresion de Ki-67 (p<0.001). El andlisis de correlacion entre los
marcadores de proliferacion y angiogénesis mostré que al aumentar la angiogénesis (CD34)
en QDI, se incrementa el indice de proliferacion (Ki-67). La correlacién entre MCM-2 y
Ki-67 en los QQOI confirma que ambos marcadores de proliferacion presentan indices
elevados. Por otra parte, los QQOI presentaron correlacion entre Ki-67/MCM-2 con la
birrefringencia verde-amarillenta (BV-A), lo que sugiere que al incrementarse el indice
proliferativo existe un mayor porcentaje de fibras inmaduras tipo III (BV-A).También se
observo correlacion entre los marcadores de angiogénesis (CD34/CD105) y la BV-A en
QQOI, lo que indica que al incrementar la vascularidad, aumentan las fibras inmaduras tipo
1.

Conclusiones. La inflamacion favorece la proliferacion epitelial y la angiogénesis, sin que
ello signifique necesariamente que influya hacia una mayor agresividad de las lesiones, ya
que la capacidad intrinseca de proliferacion epitelial estd determinada mas por la naturaleza
y el comportamiento bioldgico distinto de las entidades estudiadas. Los resultados del
presente estudio sugieren que la inflamacién cronica en los QD propicia la maduracion de
las fibras de colagena, mientras que en QQO la produccion de fibras inmaduras se induce
por un crecimiento quistico continuo, corroborado con su indice de proliferacion mayor al
del QD.



1. Introduccion
Un quiste se define como una cavidad patolégica que presenta un contenido fluido,
semifluido o gaseoso, la cual no es creada por acumulacion de pus (Kramer, 1974). La
mayoria de los quistes de la region bucal y maxilofacial estan revestidos por epitelio, pero
existen algunos, tales como el quiste de extravasacion mucosa de las glandulas salivales, el
quiste 6seo aneurismatico y el quiste 6seo solitario que estan desprovistos de revestimiento
epitelial.
En esta region anatdmica se reconocen cuatro tipos de quistes de acuerdo a su origen y
localizacion:

- Quistes odontogénicos

- Quistes no odontogénicos de los maxilares

- Quistes de tejidos blandos

- Quistes no epiteliales (Shear & Speight, 2007)
A nivel intra-6seo los quistes odontogénicos (QO) son los que se presentan con mayor
frecuencia. Actualmente la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) los clasifica de

acuerdo a su origen en inflamatorios y del desarrollo (Cuadro 1).

2. Antecedentes

Los QO del desarrollo son lesiones que afectan al esqueleto maxilofacial y/o tejidos
blandos que los revisten, y pueden surgir del epitelio reducido del 6rgano del esmalte, los
restos de Serres o de la lamina dental pre-funcional (Giiler y cols., 2012). También se ha
considerado al epitelio gingival como una fuente potencial de origen de este tipo de quistes,
asi como de algunos tumores odontogénicos a nivel extra-6seo o periférico (Dayan y cols.,

1988; Ide y cols., 2002; Shear y Speight., 2007).



Cuadro 1. Clasificacion de los quistes odontogénicos intra-6seos de acuerdo a su origen™

Quistes inflamatorios

Quistes del desarrollo

- Radicular (apical o periapical) / residual
- Quistes colaterales inflamatorios:

1. Paradental

2. Mandibular bucal

de la bifurcacion

-Quiste dentigero
-Queratoquiste odontogénico
-Quiste lateral periodontal/ botrioide
odontogénico

-Quiste odontogénico glandular (sialo-

odontogénico)
-Quiste odontogénico calcificante

-Quiste odontogénico ortoqueratinizado

*El-Naggar KA, Chan KC, Grandis R; Takata T SP. WHO Classification of Head and Neck
Tumours. 4" edition. Lyon. 2017.

El QD en conjunto con el QQO constituyen la mayoria de quistes del desarrollo, y a pesar
que el primero se inicia a partir de la activacion de mecanismos hemodinamicos
relacionados a incapacidad eruptiva, el segundo se origina por activacion de restos de la
lamina dental y ambos pueden presentar caracteristicas clinicas e imagenoldgicas comunes.
2.1 Queratoquiste odontogénico

El QQO es una lesion que con frecuencia se presenta en la segunda y tercera décadas de la
vida, con una incidencia ligeramente mayor en hombres, involucrando al cuerpo y rama
ascendente de la mandibula en aproximadamente el 80% de los casos, y relacionado la
mayor parte de las veces, a uno o varios dientes retenidos (Browne, 1975; Shear &

Speight., 2007; El-Naggar y cols., 2017).



Histoldgicamente se caracteriza por presentar una capsula delgada de tejido fibroconectivo
en la que ocasionalmente se observan islas de epitelio odontogénico y formacioén de
microquistes; el revestimiento esta conformado por epitelio escamoso estratificado libre de
procesos interpapilares, con superficie ondulada paraqueratinizada, el cual presenta 5 a 8
capas de espesor y cuya capa basal exhibe células cuboidales a columnares dispuestas en
empalizada, a menudo desprendida de la capsula (Brannon, 1977; Woolgar y cols., 1987).
La forma de queratinizacion es exclusivamente paraqueratinizada en un 80-90% de los

casos (Brannon, 1977; Cohen y Shear, 1980).

El QQO es una lesion quistica localmente agresiva, con tasas de recurrencia del 2.5% al
62.5% (Bell y cols., 2003; Shear & Speight, 2007; Khan y cols., 2019; Vallejo y cols.,
2020; Borras y cols., 2020). Entre las posibles causas de esta gran variabilidad se encuentra
la presencia de islas epiteliales o quistes satélites en la capsula, los cuales pueden quedar
retenidos después de la enucleacion o la marsupializacion de la lesion, asi como factores
intrinsecos al quiste, como el elevado indice de proliferacion celular de su revestimiento
epitelial, la delgadez de su capsula, lo que favorece su ruptura y dificulta la eliminacion de
la lesion en su totalidad, aunado a la produccién de colagenasas que rompen la unioén
epitelial-capsular, lo que favorece la persistencia de epitelio en el lecho quirurgico (Shear &

Speight., 2007; Mendes y cols., 2010).

Este quiste suele ser asintomatico, por lo que algunas veces se desconoce su existencia
hasta que produce expansion, fractura patoldgica, o cuando es descubierto como hallazgo
radiografico. En la imagenologia puede aparecer como un area radiolucida bien delimitada

con margenes escleroticos, los que algunas veces son festoneados y sugieren una actividad
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de crecimiento desigual (Browne, 1970; Mclvor, 1972; Smith y Shear, 1978; Forssell,

1988).

Se han sugerido diversos mecanismos para explicar su crecimiento, el cual esta dado
principalmente por la alta proliferacion celular del revestimiento epitelial, aunque otros
factores juegan un papel importante en su expansion, tales como la presion osmotica,
exudado inflamatorio (en pocos casos estd presente), actividad de metaloproteinasas de
matriz y prostaglandinas, angiogénesis y algunas interleucinas, principalmente la

interleucina-1 (IL-1) (Harris y Toller, 1975; Meghji y cols., 1989; Man y cols., 2018).

Si bien los QQO no son de origen inflamatorio, se ha estudiado el efecto que poseen
algunos mediadores de la inflamacion sobre su morfofisiologia, en especial la IL-1 y el
factor de necrosis tumoral (TNF); asi, algunos estudios refieren los efectos de la presion
positiva generada por la expansion quistica para la expresion de IL-1a, metaloproteinasas
de matriz (MMPs) y prostaglandina E> (PGE>) en la capsula del QQO y sugieren que dicha
presion estimula la produccion de citocinas inflamatorias, mismas que tendrian un papel
importante en el crecimiento quistico y resorcion osea (Harvey y cols., 1984; Meghji y

cols., 1989; Oka y cols., 2005; S& y cols., 2017; Man y cols., 2018).

2.2 Quiste dentigero

El QD es el quiste de desarrollo mas comun (Shear and Speigh., 2007; Lin y cols., 2013;
Zerrin y cols., 2014), se encuentra en relacion a la corona de un diente no erupcionado, y su
crecimiento se basa en la expansion de su foliculo y acumulacion de transudado entre éste y

la superficie del esmalte. Se presenta con mayor frecuencia en la segunda y tercera décadas
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de la vida, con predileccion por el sexo masculino, y los dientes mas comunmente afectados
son el tercer molar mandibular, seguido por el canino permanente superior, los premolares
mandibulares y el tercer molar maxilar, asi como por dientes supernumerarios (Shear &

Speigh., 2007; Lin y cols., 2013).

Clinicamente es una lesion asintomatica y de crecimiento lento que genera expansion y
deformidad local, pero que con frecuencia se descubre como hallazgo radiogréfico al
evaluar algun diente no erupcionado (Zerrin y cols., 2014; Lin y cols., 2013), observandose
como un area radiolucida unilocular asociada con la corona del diente involucrado, con

margenes escleroticos bien definidos.

Histolégicamente presenta una capsula fibrosa frecuentemente mixoide, formada por
fibroblastos jovenes ampliamente separados por cantidades variables de sustancia
fundamental rica en mucopolisacéridos, la cual es derivada del foliculo dental (Shear &
Speight, 2007). El revestimiento epitelial consiste de 2-3 capas de células planas o
cuboidales que corresponden al epitelio reducido del organo del esmalte, el que
ocasionalmente puede presentar células mucosecretoras, células ciliadas y no es raro que
presente metaplasia escamosa en parte o la totalidad del revestimiento, mientras que en la
capsula fibrosa es comun el hallazgo de nidos, islas o cordones de epitelio odontogénico
inactivo, asi como ocasionales focos de mineralizacion distréfica y cuerpos hialinos de

Rushton en zonas de inflamacién (Lin y cols., 2013; Thompson, 2018).

El QD se desarrolla por la acumulacion de fluido entre el foliculo dental y la superficie de

la corona, y se ha sugerido como posible explicacion de su origen a que la presion ejercida
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por un diente en vias de erupcion sobre el foliculo dental es una fuerza capaz obstruir el
flujo venoso, lo que induce la transudacion a través de las paredes capilares, causando que
este fluido plasmatico (transudado) se acumule en el sitio de menor resistencia tisular, que
es la unién del epitelio reducido del esmalte y la superficie coronal, y como consecuencia
de esto el incremento de la presion hidrostatica inicia el proceso de expansion (Main,

1970).

Por su parte, Browne sugirié que ademas del fluido que contiene el QD en algunos casos se
puede encontrar exudado, el cual proviene de los vasos presentes en la capsula fibrosa del
quiste cuando el foliculo esta inflamado, lo que pudiese jugar un papel adicional en la
expansion del mismo (Browne, 1975). Las células epiteliales descamadas y las células
inflamatorias dentro de la cavidad quistica se transforman en proteinas solubles, las que en
conjunto a otros componentes similares (p.ej. el exudado celular y las inmunoglobulinas)
pueden contribuir al aumento de la presion osmotica, incrementando la cantidad de liquido
atraido hacia el interior de la cavidad y acrecentando la presion hidrostatica sobre las
paredes Oseas, lo que estimula la sintesis y activacion de diversos factores de resorcion

(Harris y Toller, 1975; Shear y Speight, 2007).

2.3 Epidemiologia y origen de los quistes odontogénicos
Diversos estudios han reportado que el quiste radicular (QR), el quiste dentigero (QD) y el
queratoquiste odontogénico (QQO) representan en conjunto mas del 80% de todos los

quistes odontogénicos (QO), como se muestra en el cuadro 2.
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En el cuadro 2 se observa el total de lesiones quisticas estudiadas a nivel internacional,
donde se identifica que en paises primermundistas como Australia, Cdnada y Reino Unido
presentan un mayor registro del total de la muestra; entre los estudios agregados el
porcentaje va del 66.5 al 97.5 % de lesiones quisticas odontogénicas en las que se incluye al
QQO y QD. Es importante mencionar que en México los estudios son del afio 2000, 2002 y
2017, por lo tanto se requiere de un mayor control en el registro y seguimiento para datos

de prevalencia en nuestro pais.

2.4 Factores involucrados en la alteracion de la interfaz epitelio-mesénquima en
quistes odontogénicos del desarrollo

La interaccion entre el epitelio y el tejido conectivo juega un papel importante en la
patogénesis de los quistes odontogénicos, ya que se ha demostrado que la expansion
implica, entre otros procesos, la proliferacion epitelial, acumulaciéon de contenido,
degradacion de la matriz dsea y generacion de factores activadores de osteoclastos, asi
como modificaciones en los componentes de la matriz extracelular (MEC) (Hirshberg y

cols., 1999; Aggarwal y cols., 2011; Shetty y cols., 2015).

La proliferacion en el revestimiento epitelial es indispensable para el crecimiento de los
quistes odontogénicos, pero el tejido conectivo capsular se puede considerar como una
parte funcional del quiste y no solo como un apoyo estructural, y por lo tanto, ambos
componentes desempefian un papel interactivo en la patogénesis y en el comportamiento
bioldgico de estas entidades y aunque son histomorfoldégicamente distintos, constituyen

estructuras interdependientes (Vij y cols., 2011; Kaijkar y cols., 2014; Shetty y cols., 2015).
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Cuadro 2. Frecuencia relativa de los principales quistes odontogénicos a nivel internacional

Quiste Quiste Queratoquiste Total
Autores y afio Pais radicular dentigero
n (%) n (%) n (%) n (%)
Shear y cols. 1978 Sudafrica 3,498 1,825 (52.2) 599 (17.1) 355 (10.2) 2,779 (79.5)
Daley y cols. 1994 Canada 6,879 4,468 (65.1) 1,622 (24.0) 335 (49 6,425 (94.0)
Ledesma-Montes y cols. 2000 México 304 118 (38.8) 108 (35.5) 57 (18.8) 283 (93.1)
Mosqueda-Taylor y cols. 2002 Meéxico 856 342 (39.9) 283  (33.0) 184 (21.5) 809 (94.4)
Jones y cols. 2006 Reino Unido 7,121 3,724 (52.3) 1,292 (18.1) 828 (11.6) 5,844  (82.0)
Ochsenius y cols. 2007 Chile 2,944 1,494 (50.7) 546 (18.5) 42 (14.3) 2,082 (66.5)
Grossmann y cols.2007 Brasil 2,812 1,772 (61.0) 735 (23.5) 208 (1 7.2) 2,715  (91.7)
Tortorici y cols. 2008 Italia 1,273 1,107 (84.5) 149 (11.4) 17 ( 1.3) 1,273  (97.2)
Avelar y cols. 2009 Brasil 507 265 (2.2) 156 (30.7) 0 (0) 421 (82.9)
Tekkesin y cols. 2011 Turquia 5,003 2,802 (52.0) 529 (10.3) 1,048 (20.6) 4,379 (83.0)
Sharifian y cols. 2011 Iran 1,227 465 (37.8) 303 (24.7) 239 (19.4) 1,007 (81.9)
Souza y cols. 2010 Brasil 1,019 626 (61.4) 205 (0.1) 65 (64) 896 (87.9)
Manor y cols. 2012 Israel 322 155 (48.0) 80 (25.0) 23 ( 7.0) 258 (80.0)
Agikg6z y cols. 2012 Turquia 452 251  (54.7) 122 (26.6) 15 (3.3) 388 (84.6)
Johnson y cols. 2013 Australia 18,297 9,982 (54.6) 3,772 (20.6) 2,145 (11.7) 15,899 (86.9)
Khosravi y cols. 2013 Irén 1,603 563  (35.1) 413 (25.7) 362 (22.5) 1,338 (83.3)
Del Corso y cols. 2014 Italia 1,117 538 (47.3) 120 (10.6) 193 (17.0) 851 (74.9)
Leiy cols. 2014 Taiwan 255 209 (81.9) 21 (8.2) 7 (2.7 237 (92.8)
Kambalimath y cols. 2014 India 150 73 (48.6) 26 (17.3) 12 (8.0) 111 (73.9)
Jaeger y cols. 2017 Brasil 4920 2,594 (65.9) 978 (24.8) 268 (6.8) 3,840 (97.5)
Villasis y cols. 2017 México 753 408 (54.1) 309 (41.0) 0 (0) 717 (95.1)
de Silva y cols. 2018 Brasil 294 145 (46.8) 93  (30.0) 22 (7.1) 260 (83.9)
Silva y cols. 2018 Brasil 491 268 (54.6) 26 (5.4) 72 (14.7) 366 (74.7)
Bath y cols. 2019 India 125 76  (60.8) 28 (22.4) 17 (13.6) 121 (96.8)
Kammer y cols. 2019 Brasil 406 187 (46.1) 57 (14.0) 61 (15.0) 305 (75.1)
Tamiolakis y cols. 2019 Grecia 5294 3,035 (57.3) 766 (14.5) 436 (8.2) 4,237 (80.0)
Hosgor y cols. 2019 Corea 475 216  (63.7) 77 (22.6) 23 (6.7) 340 (92.8)
Joseph y cols. 2019 Kuwait 158 37 (234 48 (35.3) 24 (15.2) 109 (73.9)
Aquilanti y cols. 2020 Italia 2,150 1,216 (56.6) 502 (23.4) 227 (12.9) 1,945 (92.9)
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El papel que juega la MEC en la patogénesis y el comportamiento de las lesiones quisticas
odontogénicas sugiere que existe una relacion compleja entre el epitelio y el mesénquima,
pero atn no se comprende completamente la funcion de este ultimo para mantener al tejido
epitelial. Diversos autores mencionan que Syndecan-1 (CD138) es un proteoglicano que
interviene en el mantenimiento del contacto intercelular e interactia con la MEC,
incluyendo colageno tipos I, III, V, fibronectina, tenascina y laminina, ya que se cree que
funciona como un receptor de matriz que traduce informacion entre la MEC y el epitelio.
Asimismo, la evidencia sugiere que la pérdida de la expresion de Syndecan-1 es un
indicador prondstico desfavorable en neoplasias epiteliales y en quistes odontogénicos al
facilitar la separacion intercelular y la posible invasion del epitelio a la cépsula y tejidos
adyacentes (Bologna-Molina y cols., 2009; Aggarwal y cols., 2011; Al-Otaibi y cols., 2013;

Shetty y cols., 2015; Brito y cols., 2018; Hammad y cols., 2020).

En las dos ultimas décadas se publicaron algunos estudios dirigidos a conocer los indices
de proliferacion celular mediante el analisis de PCNA y Ki-67 en el revestimiento epitelial
del QQO y otras lesiones quisticas como QD y QR, los cuales confirman un indice de
proliferacion mucho mayor en el QQO; ademads, los QQO muestran mayor expresion
suprabasal en comparacion con QD y QR, lo que apoya el concepto de un comportamiento
mas agresivo (Orgen y cols., 1992; Liy cols., 1996; Paula y cols., 2000; de Oliveira y cols.,

2008).

Giiler y cols. (2012), compararon la proliferacion epitelial y su asociacion con la presencia
de inflamacién en quistes odontogénicos (QR, QD y QQO) y foliculos dentales (FD)

mediante la expresion de Ki-67 y MCM-2, y encontraron una diferencia significativa en la
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expresion de MCM-2 en QR y QQO (p<0.01), y sugieren que el factor inflamatorio

promueve una mayor sensibilidad en la expresion de MCM-2 en comparacion con Ki-67.

Brito y cols. (2018), analizaron la expresion de Ki-67, Syndecan-1 y la triada molecular
RANK, RANKL y OPG en 22 QQO, 19 ameloblastomas uniquisticos (AU) y 17 QD, y
encontraron una mayor expresion de Ki-67 en QQO en comparaciéon con AU (p <0.001), lo
que les hizo sugerir que la mayor tasa de proliferacion observada en QQO podria estar
relacionada con su continuo crecimiento a nivel medular intraéseo, mientras que la mayor
expresion de RANKL tanto en la cépsula como en el revestimiento epitelial, en conjunto
con la reduccién de la expresion de Syndecan-1 registrados en AU, podrian estar asociados

con un mayor potencial invasivo y destructivo en comparacién con QQO y QD.

Estudios dirigidos a evaluar el papel de elementos extracelulares como las
metaloproteinasas de matriz (MMPs) han demostrado que MMP-2 y MMP-9 estan
presentes en la capsula de las lesiones quisticas odontogénicas, asi como en las células del
revestimiento epitelial. Teronen y cols. (1995), observaron MMPs en los extractos tisulares
de los quistes radiculares, dentigeros y queratoquistes, y sugirieron que tanto MMP-2 como
MMP-9 presentaban una alta actividad proteolitica y podrian jugar un papel activo en
favorecer la expansion quistica (Teronen y cols., 1995). Otros autores también consideran
que los mecanismos de crecimiento, invasion y el potencial destructivo resultante de
algunos quistes y tumores odontogénicos podrian estar influenciados por la produccién de
MMPs, y que la expresion elevada de MMP-9 en el componente mesenquimal del QQO
contribuye al comportamiento mas agresivo de esta lesion y promueve la degradacion de la

matriz extracelular, mientras que la mayor expresion de MMP-9 en el revestimiento
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epitelial puede ser responsable de la degradacion de la membrana basal (de Oliveira y cols.,
2014). De igual forma, otros investigadores también encontraron mayor expresion de
MMP-9 en la capsula fibrosa de QQO en comparacion con QD y QR, lo que sugiere que la
expresion de MMP-9 en el componente mesenquimatoso de los QQO contribuye a su
comportamiento mas agresivo en comparacion con otras lesiones quisticas (de Andrade

Santos y cols., 2011; Silveira y cols., 2007).

Por otra parte, existen estudios que sugieren que la angiogénesis juega un papel importante
en la patogénesis de quistes y tumores odontogénicos; al respecto, Aleaddini y cols. (2009),
evaluaron la microdensidad vascular (MDV) mediante la expresion de CD34 en 53 lesiones
odontogénicas (20 QQO,13 QD y 20 ameloblastomas (AM)), y reportaron una expresion
significativamente mayor de MDV en AM y QQO, asi como una mayor expresion de CD34
en QQO y QD, lo que sugiere que la angiogénesis puede contribuir a un comportamiento
bioldgico mas agresivo de QQO y AM. Por su parte, Gadbail y cols. (2013), compararon la
angiogénesis mediante la expresion de CD105 en 36 QQO, 28 AM y 28 QD, encontrando
una diferencia significativa entre AM y QQO, asi como entre QQO y QD, tanto en area
vascular total (AVT) como area media vascular (AMV); sin embargo, no encontraron
diferencias de MDV entre el AM y QQO, lo que también sugiere que la mayor
angiogénesis presente en QQO y AM podria contribuir al comportamiento biologico

localmente agresivo de estas lesiones (Gabdail y cols., 2013).
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2.4.1 Disposicion y madurez de las fibras de colagena en quistes odontogénicos del
desarrollo

En un estudio dirigido a evaluar la estructura y disposicion de las fibras de coldgena en la
capsula de 15 QQO, 15 QD y 15 QR con la tincién de rojo picrosirio (RPS), Hirshberg y
cols. (1999), observaron un predominio de birrefringencia verde a amarillo verdoso de las
fibras de los casos analizados, reportando datos similares a los de Mahajan y cols. (2013),
quienes evaluaron las fibras de coldgeno en QQO, QD, QR y tumor odontogénico
adenomatoide (TOA) y observaron un predominio de fibras con birrefringencia verde a
amarillo verdoso en QQO y TOA en comparacion con el QD y QR. A diferencia de las
fibras con birrefringencia roja (fibras compactas y mds gruesas), las fibras con
birrefringencia verde o amarillo verdoso corresponden a fibras inmaduras, delgadas y poco
empaquetadas, debido posiblemente a que estan compuestas de procoldgenos, coldgenos
intermedios o coldgenos patoldgicos, principalmente en QQO, lo que sugiere una mayor

actividad del estroma (Hirshberg y cols., 1999; Mahajan y cols., 2013).

En un estudio realizado en la India, se compard la disposicion y tipo de fibras de colageno
en 15 QQO y 15 AM, reportando birrefrigencia variable en el tejido fibroconectivo de las
lesiones analizadas, en las que la cantidad de fibras de color amarillo verdoso fue similar en
ambas lesiones, y por lo tanto, infirieron que el QQO tiene una estructura capsular similar
al estroma del AM. Sin embargo, las areas alejadas del epitelio quistico en los QQO
presentaron aumento en las fibras de color amarillento-anaranjado densamente
empaquetadas, mientras que los casos de AM mostraron fibras de color amarillo verdoso
sueltas, lo que sugiere que la produccion de fibras inmaduras en el QQO es menor en

comparacion con la del AM (Peddapelli y cols., 2019).
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2.4.2 La inflamacion en los quistes odontogénicos del desarrollo

Algunos estudios sugieren que la inflamacion afecta la patogénesis, el potencial
proliferativo y la diferenciacion del revestimiento epitelial en QQO y QD, todo ello
provocado por la liberacion de citocinas y factores de crecimiento que ademas de modificar
al epitelio promueven la proliferacion de fibroblastos y la produccion de matriz extracelular
(MEC), alterando su comportamiento bioloégico (Rodu y cols., 1987; de Paula y cols., 2000;
Hirshberg y cols., 2007). Sheedhar y cols. (2014), analizaron el efecto de dicho fendémeno
sobre el comportamiento bioldgico de QQO y QD usando un marcador de proliferacion
celular (PCNA) y otro antiapoptotico (Bcl-2) en ambos tipos de quistes, inflamados y no
inflamados, divididos en 4 grupos de 10 casos (20 QQO y 20 QD). La presencia de
inflamaciéon se asocié con un incremento significativo en la expresion de PCNA en
comparacion con los no inflamados, por lo que concluyeron que la presencia de este factor
podria influir en el cambio del comportamiento bioldgico del QQO (Sreedhar y cols.,

2014).

La inflamacién es responsable de la liberacion de diversas moléculas, como las
metaloproteinasas de matriz (MMPs), que ademas de su accion colagenolitica, modifican el
revestimiento quistico epitelial (Kumamoto y cols., 2003). Las MMPs promueven el
movimiento celular al realizar la hidrélisis de cadherinas, que son proteinas de union
intercelular. Las MMPs 3, 7 y 9 rompen el dominio extracelular de E-cadherina,
estimulando el movimiento celular, la invasion y proliferacion (Pereira y cols., 2016). La
mayor expresion de MMP-9 en la capsula fibrosa de QQO en comparacién con QD podria
estar asociada con la regulacién de factores implicados en la proliferacion y migracion

celular, entre otras funciones que favorecen la mayor agresividad del QQO (De Andrade
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Santos y cols., 2011). Ribeiro y cols., mencionan que la identificacion de estas proteinas y
sus funciones podria servir para proporcionar informacion sobre el comportamiento de
estas lesiones y podria auxiliar a identificar en un futuro posibles blancos terapéuticos
(Ribeiro y cols., 2012). Meghji y cols. (1989), demostraron una actividad significativa de

IL-1 en capsulas de quistes odontogénicos, asociandola a favorecer su expansion.

En un estudio dirigido a conocer el efecto de la inflamaciéon sobre la pared de QQO por
medio de la evaluacion de fibras de coldgena tefiidas con RPS, Hirshberg y cols. (2007),
seleccionaron 50 casos de QQO e investigaron el efecto de la inflamacion sobre la
disposicion de las fibras de coldgena, concluyendo que la inflamacion si tiene un impacto
en el empaquetamiento de las mismas en la pared del QQO, ya que en presencia de
inflamacion intensa, el porcentaje de fibras con birrefringencia verde disminuye, pero
aumenta la proporcion de fibras con birrefringencia roja, las cuales corresponden a fibras

compactas y mas gruesas (Hirshberg y cols., 2007).

2.4.3 Angiogénesis en quistes odontogénicos del desarrollo

La angiogénesis es un proceso en el cual se producen vasos sanguineos nuevos que surgen
de la vasculatura preexistente, en el que las células endoteliales degradan la membrana
basal de los microvasos secretando enzimas proteoliticas, incluidas las MMPs (Ruiz y cols.,
2010). Es un elemento importante en muchos procesos bioldgicos, ya que el estroma es
esencial para el mantenimiento del tejido epitelial a través del didlogo molecular continuo,
pues es uno de los factores mas conocidos que participan en la progresion tumoral

(Jamshidi y cols., 2017).
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La proteina CD105 es un marcador de neovascularizacion con especificidad que otros
marcadores para identificar la vasculatura tumoral recién formada, y que se ha
correlacionado con la supervivencia en pacientes con cancer de pulmoén, carcinoma
hepatocelular y carcinoma de mama, asi como tumores metastasicos de mama y colorrectal
(Duff y cols., 2003; Nassiri y cols., 2011; Tabdir y cols., 2012; Kumar y cols., 2015;
Gonzélez-Galvan y cols., 2015; Jamshidi y cols., 2017). Adicionalmente, el marcador pan-
endotelial CD34 se expresa en las células endoteliales de los vasos sanguineos sin
distinguir entre los vasos sanguineos recién formados y los maduros, pero su papel mas

importante reside en la evaluacion de la MDYV (Seifi y cols., 2011; Jamshidi y cols., 2017).

Dado que la expresion de CD105 ocurre principalmente en células endoteliales de vasos
sanguineos recién formados, como los que rodean y permean tumores sélidos, tales como
cancer de prostata y mama, es considerado un marcador de utilidad para cuantificar la
microdensidad de vasos intratumorales (MDVI), siendo mas especifico en comparacion con
otras moléculas panendoteliales como CD34, CD31 y factor VIII (Weidner y cols., 1991;

Fonsatti y cols., 2003).

La expansion del QD ocurre como resultado de la acumulacion de liquido en la cavidad
quistica debido a fendmenos hemodindmicos de transudacion, sin que hasta la fecha se haya
determinado con precision el posible papel que pudiese jugar la angiogénesis. Al respecto,
Gabdail y cols. (2011), compararon la angiogénesis (CD105) con la actividad proliferativa
(Ki-67) en 38 QQO y 27 QD, y observaron que CD105 se expresé con mayor frecuencia en

QQO en comparaciéon con QD, por lo que sugieren que la angiogénesis puede estar
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asociada con la mayor actividad proliferativa epitelial y por ende con el comportamiento

bioldgico localmente agresivo del QQO.

Otro estudio realizado en Irdn en el 2013 evalud la expresion de CD34 en 20 QQO
inflamados, 20 QQO no inflamados y 20 QR, y se encontré6 mayor expresion en QQO en
comparacion con QR (p<0.001) pero no entre QQO inflamado y no inflamado, lo que
sugiere que no hay diferencia en cuanto a la expresion de vasos maduros en dichas lesiones
(Alaeddini y cols., 2013). Jamshidi y cols. (2014), evaluaron 10 QQO y 30 AM vy
observaron una mayor MDV en AM con CDI05 y CD34 (p=0.005, p<0.0001,
respectivamente) por lo que sugieren que la angiogénesis podria ser uno de los mecanismos
que puede contribuir a que algunas lesiones tengan un compartamiento mas agresivo
(Jamshidi y cols., 2014), lo cual confirmaron posteriormente al comparar la expresion de
CD34 y CD105 en 15 casos de QQO y 15 QD, en los que observaron que la MDV fue
significativamente mas alta en QQO en comparacion con QD (p<0.05) (Jamshidi y cols.,

2017).

Un estudio interesante realizado por Gonzélez Galvan y cols. (2015), en el que compararon
la MDV mediante la expresion de CD105 en foliculos dentales (elementos relacionados en
estructura a la capsula del QD) y mixomas odontogénicos, concluyd que la expresion fue
similar en ambas entidades cuando los mixomas eran pequeios (<3 cm), pero fue
significativamente menor en los mixomas mayores a 3 cm, lo que sugiere que la
proliferacion vascular juega un papel limitado en los mecanismos de crecimiento tardio y
en el comportamiento agresivo de esta neoplasia, pero es fundamental para el inicio de la

misma y para el mantenimiento de la actividad resortiva del FD.
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2.5 Marcadores de proliferacion celular MCM-2 y Ki-67

Las proteinas de mantenimiento de minicromosomas (MCM) comprenden alrededor de 10
polipéptidos expresados durante la mitosis, los cuales se degradan y juegan un papel critico
en el inicio de la sintesis y replicacion de ADN que debe preceder a cada division celular
para que su expresion se correlacione con la proliferacion, y entre estas destacan seis

proteinas conocidas como MCM-2 a MCM-7 (Vargas y cols., 2008; Soares y cols., 2011).

MCM-2 es un marcador nuclear especifico que se expresa en la replicacion celular durante
la mitosis. La expresion de MCM-2 podria ser mas especifica que otros marcadores de
proliferacion (Vargas y cols., 2008; Soares y cols., 2011; Giiler y cols., 2012), y ha sido
considerado como marcador diagndstico, pronodstico y de comportamiento bioldgico en
estudios sobre diversas lesiones, tales como leucoplasia verrugosa proliferativa, displasia
epitelial leve, moderada y severa, asi como en carcinoma de células escamosas y en
neoplasias benignas y malignas de gldndulas salivales (Vargas y cols., 2008; Gouvéa y

cols., 2010; Zakaria y cols., 2016).

También ha sido estudiado en algunos quistes odontogénicos, entre los que se incluyen QD,
QR y QQO, y su expresion se ha comparado con la de Ki-67 en FD y en los quistes
odontogénicos antes mencionados, encontrando que es significativamente mayor en QQO y
QR (p<0.01) asociados a inflamacién, lo que sugiere que MCM-2 es un marcador de
proliferacion epitelial mas sensible ante la presencia de inflamacion, lo que podria estar
relacionado a la diferente expresion de Ki-67 y MCM-2 durante el ciclo celular (Kodani y
cols., 2001 y 2003; Gouvéa y cols., 2010; Giiler y cols., 2012), ya que mientras que Ki-67

se expresa en las fases activas del ciclo celular (G2, S, G1 y mitosis); MCM-2 se expresa en
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todo el ciclo celular, incluyendo GO (Scholzen y cols., 2000; Cabbar y cols., 2008; de

Vicente y cols., 2010; Razavi y cols., 2015; Niranjan y cols., 2018).

2.6 Marcadores vasculares CD105 y CD34

La proteina CD105, también conocida como endoglina, es una glicoproteina de membrana
celular homodimérica, que presenta dos isoformas (L y S) con la capacidad de unirse al
factor de crecimiento transformante beta (TGF-B). Las células endoteliales de los vasos
sanguineos son la fuente principal de CD105 (Duff y cols., 2003; Tadbir y cols., 2012), la
cual modula la angiogénesis al regular la proliferacion, diferenciacion y migracion celular,
por lo que esta proteina desempefia un papel importante como marcador de
neovascularizacién (Tadbir y cols., 2012; Gonzalez-Galvéan y cols., 2015), y tiene por lo
tanto una mayor especificidad para demostrar la vasculatura tumoral recién formada que los
marcadores pan-endoteliales CD31, CD34 y Factor VIII (Duff y cols., 2003; Tabdir y cols.,
2012; Kumar y cols., 2015; Jamshidi y cols., 2017). Se ha comprobado el papel de CD105
como marcador confiable para cuantificar la densidad de microvasos intratumorales en
tumores solidos y hematopoyéticos, incluidos el céncer de mama, prostata, cervical,

colorectal, cancer de pulmén y en mieloma multiple (Fonsatti y cols., 2003).

La proteina CD34 es una glucoproteina monomérica transmembranosa de la superficie
celular que se expresa en las células endoteliales (Jamshidi y cols., 2017); sin embargo, no
suele distinguir entre los vasos sanguineos recién formados y los vasos maduros, mientras
que CD105 se expresa Gnicamente en vasos que se encuentran en angiogénesis activa; sin
embargo, esta disminuye para permitir la estabilizacion del vaso y el reclutamiento de

células murales (maduracion del vaso) (Seifi y cols., 2011; Ollauri-Ibafez y cols., 2020).
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La interaccion entre el epitelio odontogénico y el componente mesenquimatoso en los
quistes y tumores odontogénicos juega un papel fundamental en su formacion, por lo que se
considera que la cantidad y densidad de los vasos sanguineos presentes en la capsula de los
quistes podrian estar relacionadas a la capacidad de crecimiento y proliferacion de su
epitelio mediante el adecuado suministro de oxigeno y nutrientes (De Andrade Santos y
cols., 2011; Jamshidi y cols., 2017). Se ha observado una mayor MDV en el AM,
especialmente con CD34 (p<0.001), al compararlo con la vascularidad de los QQO y AM
(Jamshidi y cols., 2014). Posteriormente, el mismo grupo de trabajo irani evalué la MDV
en QQO y QD con ambos marcadores, obteniendo una mayor expresion en QQO en
comparacion con QD (p<0.05), notando también que la MDYV obtenida por CD34 fue
significativamente mayor que la registrada con CD105 (p<0.05), con lo que concluyen que
la angiogénesis podria ser uno de los mecanismos implicados en el comportamiento
bioldgico mas agresivo de las lesiones estudiadas (Jamshidi y cols., 2014; Jamshidi y cols.,

2017).

2.7 Histoquimica

2.7.1 Rojo picrosirio

El rojo picrosirio (RPS) es una tincidon histoquimica cominmente utilizada para visualizar
el grosor y la disposicion del colageno en secciones de tejido incluidas en parafina. Se ha
utilizado en microscopia de luz estdndar o luz polarizada, en la que da como resultado
diversos patrones de birrefringencia de las fibras de colageno. Es importante sefialar que
esta tincion no solo caracteriza el colageno de manera especifica de acuerdo a su tipo, sino
que también muestra muy claramente su disposicion dentro de diversas estructuras

normales y patoldgicas (Aggarwal y cols., 2011;Vogel y cols., 2015).
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El colageno intersticial presenta moléculas que son ricas en aminodcidos basicos que
reaccionan fuertemente con los colorantes acidos como RPS. El mecanismo de tincion y la
cuantificacion de la birrefringencia, asi como las condiciones para una tincién 6ptima son:
influencia de la fijacion, concentracion del colorante, concentracion de acido picrico,
tiempo de tincién, pH y lavado. Las fibras coldgenas han sido estudiadas por Junqueira y
cols., quienes demostraron que la birrefringencia observada es especifica para la deteccion
de colagenos tipos I, Il y III (Junqueira y cols., 1979; Junqueira y cols., 1982). El colageno
tipo I se muestra grueso, fuertemente birrefringente, amarillo o rojo, mientras que el
colageno tipo II, presente en los cartilagos hialinos y eldsticos, muestra una birrefringencia
débil con un color variable, y el colageno tipo III aparece delgado, débilmente
birrefringente, con fibras verdosas que podrian identificarse como fibras reticulares

(Junqueira y cols., 1982).

Se ha analizado el caracter de las fibras de coldgeno mediante la tincion de RPS y su
evaluacion con luz polarizada en algunos quistes odontogénicos y si su morfologia pudiese
estar asociada con factores relacionados a su expansion. Al respecto, Hirshberg y cols.
(2007), observaron predominio de fibras con birrefringencia verde en QQO, lo cual sugiere
que el colageno que se encuentra en QQO estd poco ordenado, suele ser inmaduro y estar
compuesto de procolageno, colagenos intermedios o patolégicos en lugar de las fibras
compactas que se observan en los QD y QR (Hirshberg y cols., 2007). Posteriormente estos
autores analizaron 50 QQO inflamados, clasificados en 3 grupos dependiendo el grado de
inflamacion (leve, moderada y severa), para determinar el posible efecto de la misma sobre
el epitelio de revestimiento y el empaquetamiento de las fibras de coldgeno a nivel

capsular, y encontraron que ademas de presentarse un cambio en el epitelio, al pasar de
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paraqueratinizado a no queratinizado en todos los casos, se observo disminucién de
birrefringencia verde-amarillenta y aumento de birrefringencia roja en las fibras coldgenas
esto en asociacion a inflamacion severa, por lo que sugieren que tanto el epitelio como las

fibras de colageno se ven afectadas por la inflamacion (Adyanthaya y cols., 2011).

3. Pregunta de investigacion
(Existe asociacion entre la presencia de inflamacion y la expresion de marcadores de
proliferacion celular y de angiogénesis, asi como entre esta y la madurez de la colagena en

queratoquistes odontogénicos y quistes dentigeros?

4. Planteamiento del problema

Los quistes odontogénicos son la principal causa de destruccion del esqueleto maxilofacial,
y a menudo presentan dificultades diagndsticas porque en ocasiones pueden presentar
similitudes histomorfologicas entre si, por lo que su identificacién requiere de una
adecuada correlacion clinico-patoldgica, debido a que su comportamiento bioldgico es
distinto. Un factor que modifica las caracteristicas de estas lesiones es la presencia de
inflamacion, la cual interviene como un elemento que altera tanto la tasa de proliferacion
celular del epitelio quistico, como su aspecto histomorfologico, haciendo en ocasiones
dificil diferenciarlas. La inflamacion también puede alterar la formacion de los elementos
extracelulares de la cépsula fibrosa, lo que podria impactar en su potencial de crecimiento.
Adicionalmente, se ha sugerido que la angiogénesis actlia sobre factores que pudiesen estar

implicados en los mecanismos de expansion de este tipo de lesiones.
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5. Justificacion

El estudio inmunohistoquimico e histoquimico de las lesiones quisticas odontogénicas con
y sin inflamacion podria representar un elemento Util para evaluar las diferencias
histomorfologicas entre los QD y los QQO. Se ha sugerido que el indice de proliferacion
celular, la angiogénesis, y la estructura y disposicion de las fibras de coldgena capsulares
pueden generar cambios que afectan su comportamiento biologico. Por lo anterior, se
realiz6 un estudio en los quistes odontogénicos del desarrollo mas frecuentes (QD y QQO)
con el proposito de comparar la expresion de marcadores de proliferacion y vascularizacion
en lesiones con y sin la presencia de inflamacion, asi como evaluar la disposicion y grado
de maduracion de las fibras de coldgeno en ellas. Esta informacion contribuird a una mejor
comprension del papel que juegan dichos factores en la patogénesis, conducta biologica e
histomorfologia de estos quistes odontogénicos, todo ello como elemento de apoyo para el

diagnostico y para determinar la mejor eleccion terapéutica.

6. Objetivos

6.1 Objetivo general

Identificar la asociacion entre la presencia de inflamacion y la expresion
inmunohistoquimica de marcadores de proliferacion celular (Ki-67 y MCM-2), de
angiogénesis (CD34 y CD105) e histoquimica (rojo picrosirio) en elementos celulares y

extracelulares de queratoquistes odontogénicos y quistes dentigeros.

6.2 Objetivos especificos
e Comparar la inmunoexpresion de Ki-67, MCM-2, CD34 y CD105 en QQO y QD

con y sin presencia de infiltrado inflamatorio.
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e Identificar la correlaciéon entre la inmunoexpresion de Ki-67, MCM-2, CD34 y
CD105 en QQO y QD con y sin presencia de infiltrado inflamatorio.

e Comparar el grado de madurez del tejido fibroso capsular mediante evaluacion
histoquimica con RPS en QQO y QD, con y sin presencia de infiltrado inflamatorio.

e Identificar la correlaciéon entre la inmunoexpresion de Ki-67, MCM-2, CD34 y
CDI105 y el grado de madurez del tejido fibroso capsular mediante evaluacion

histoquimica con RPS en QQO y QD con y sin presencia de infiltrado inflamatorio.

7. Materiales y métodos

7.1 Disefio de estudio

Estudio de corte transversal, descriptivo y retrolectivo, que se desarrolld con muestras
histologicas de casos provenientes de dos servicios de diagnostico histopatologico de la
Ciudad de Meéxico (Laboratorio de Patologia Bucal de la Universidad Auténoma
Metropolitana Xochimilco y el Servicio de Diagndstico en Patologia Bucal y Maxilofacial

Peribact) recibidas de 2013 a 2018.

7.1.1 Calculo y tamaifio de muestra
Se utilizaron los datos del estudio de Giiler y cols. (2012), sobre los promedios de
expresion de MCM-2 para quiste dentigero y queratoquiste con el proposito de calcular el

nimero de quistes que se requerian para analizar en el estudio (Figura 1).
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7.2 Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion

Criterios de inclusion

Lesiones quisticas que cumplan con los criterios histologicos para diagnostico de QD y
QQO publicados en la mas reciente clasificacion de tumores de cabeza y cuello de la OMS

(2017) y con los criterios sugeridos por Shear y Speight (2007).

Quistes odontogénicos
70 )
QQO QD
35 35

n=18 n=17 n=17

Figura 1. Tamafio de muestra de QO incluidos para el analisis de variables de este estudio.

Criterios de exclusion

Queratoquistes odontogénicos obtenidos de pacientes con sindrome de carcinoma
basocelular nevoide.

Presencia de cambios displasicos evidentes en el revestimiento epitelial de las lesiones
incluidas que modifique la expresion de los marcadores utilizados para su evaluacion.
Criterios de eliminacion

Muestras que después de realizar las técnicas inmunohistoquimicas e histoquimicas

presenten daflo que no permita realizar su evaluacion histomorfoldgica.
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7.3 Criterios diagnosticos
El diagnostico de los quistes se re-evalué y confirmdé de acuerdo a los criterios
histopatologicos propuestos por Shear y Speight (2007) y por la OMS (2017) por dos

patdlogos (AMT, AVOA), alcanzando una kappa « 0.8 (ver anexol).

7.4 Técnicas de inmunohistoquimica e histoquimica

7.4.1 Inmunohistoquimica

Las técnicas de inmunohistoquimica para Ki-67, CD34 y CD105 fueron estandarizadas y
realizadas en el laboratorio de patologia bucal de la Facultad de Odontologia de Piracicaba
de la Universidad Estatal de Campinas (UNICAMP), Brasil, durante el periodo de julio a
agosto de 2018. Las correspondientes a MCM2 se efectuaron en el Laboratorio de Patologia
Bucal de la Universidad Autonoma de Chihuahua (UACH) del 19 al 23 de noviembre de
2018. Las técnicas para las reacciones inmunohistoquimicas consistieron en obtener
secciones de 3 pm de tejido fijado en formol amortiguado y embebido en parafina, las que
fueron montadas en laminillas con poli-L-lisina (electrocargadas). Las secciones de tejido
fueron desparafinadas en una estufa a 60° C por 30 minutos para ser colocadas en xilol por
10 minutos e hidratadas en concentraciones decrecientes de alcohol absoluto (90,70 y 50%)
y posteriormente se enjuagaron con agua destilada. La recuperacion del antigeno se realizo
sumergiendo las secciones en una solucidn de citrato de sodio (pH 6,0) para Ki-67, CD34 y
CD105 y Diva Decloaker para MCM-2; las secciones se colocaron en una olla de presion
(camara de recuperacion antigénica) a 100° C por 10-15 minutos para Ki-67, CD34 y
MCM-2, mientras que para CD105, en la digestion enzimatica se aplico proteinasa K
durante 5 minutos (DAKO, Cytomation, Carpinteria, CA, EE.UU., lista para usar). La

actividad de peroxidasa endogena se bloque6 usando peroxido de hidrégeno al 10% en 5
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bafios, cada uno de 5 minutos. Posteriormente, se lavaron en soluciéon de tampoén fosfato
PBS (pH 7,4) y se incubaron por 2 horas (dia) Ki-67, CD34 y CD105, y MCM-2 por 17
horas (noche) con los anticuerpos monoclonales antihumano de ratéon anti MCM-2 (Bio SB
dilucion 1:150); anti-CD34 (dilucion 1:50), anti-CD105 (Endoglin dilucién 1:50) y anti-Ki-
67 (dilucion 1:100) (Dako Cytomation, Carpinteria, CA, EE. UU), con sus respectivos
controles (Cuadro 3). Posteriormente las secciones fueron expuestas al complejo de
avidina-biotina y a los reactivos de peroxidasa de rabano picante (LSAB) por 30 minutos
cada uno a 37°C, y se aplico diaminobencidina tetrahidrocloruro (DAB) durante 3-4
minutos para visualizar la reaccion con ayuda de este agente cromdgeno. Finalmente, las
secciones de tejido fueron contratefiidas con hematoxilina de Carazzi y montadas con resina

para su posterior evaluacion.

Cuadro 3. Caracteristicas de anticuerpos utilizados en el andlisis inmunohistoquimico.

Anticuerpo Clona Laboratorio Dilucion Control Marcaje

Ki-67 MIB-1 Dako 1:100 Linfoma Nuclear

MCM-2 RBT-MCM-2 BIO SB 1:150 Carcinoma Nuclear
CD34 QBEnd/10 Dako 1:50 GP Citoplasmatico
CD105 SN6h Dako 1:50 GP Citoplasmatico

7.4.2 Histoquimica
Solucidén de rojo sirio- &cido picrico:
Rojo sirio F3BA al 1 por 100 (10 ml).

Solucion acuosa saturada de acido picrico (90 ml).
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La solucion se realizé anadiendo cristales de acido picrico para saturar la solucion colorante
rojo sirio (F3BA). La solucion se dejé reposar 48 horas antes de usarla. En el laboratorio de
Histopatologia bucal de la UAM-X se realizaron cortes del tejido en parafina de 5 pm, los
cuales se desparafinaron con xilol por 10 minutos e hidrataron en concentraciones
decrecientes de alcohol absoluto (90, 70 y 50%), para posteriormente incubar con solucién
de rojo sirio al 0.1% durante 1 hora, después se lavaron durante 2 minutos, se deshidrataron
con alcohol absoluto y posteriormente se aclararon en xilol, y finalmente fueron
contratefiidas con hematoxilina de Harris y montadas con resina sintética (Entellan®) para
su posterior evaluacidon, con su respectivo control de tincion de hiperplasia fibrosa.

(Hirshberg y cols., 2007; Jahagirdar y cols., 2015;Saiq y cols., 2017).

7.5 Analisis inmunohistoquimico

7.5.1 Descripcion del analisis inmunohistoquimico en epitelio de revestimiento en
quistes odontogénicos del desarrollo

Inmunomarcadores: Ki-67 y MCM-2

Positividad: Nuclear

Evaluacion: Se seleccionaron 5 campos representativos del epitelio de revestimiento que
no presentara dafios por procesamiento y cumplieran los criterios histoldgicos para QQO y
QD establecidos por la OMS y por Shear y Speight, (2007). Con un microscopio Olympus
CX31 mediante el objetivo de 40x, se obtuvo una fotomicrografia por campo (400x), las
cuales fueron guardadas para ser agregadas en el programa Microsoft Power Point, en
donde se colocd una tabla 6 x 6 que fue sobrepuesta en la totalidad de la fotomicrografia y
entonces convertidas en archivos JPEG de acuerdo al procedimiento propuesto por Bologna

y cols. (2011). El conteo se realizo iniciando en el marco superior izquierdo y termind en el

32



marco superior derecho (Figuras 1 y 2); las células positivas y negativas fueron contadas
con el programa Image J (Figuras 3 y 4), y teniendo el conteo se calculd el porcentaje de
marcacion utilizando la siguiente férmula:

% de células positivas = nicleos celulares positivos x 100

Total de nucleos celulares

El indice de expresion se enuncid en porcentaje y fue calculado en cada caso.

En este trabajo consideramos adecuado incluir Ki-67 por ser un marcador de proliferacion
celular internacionalmente reportado en diversos estudios de lesiones benigas y malignas de
origen odontogénico (Bologna y cols., 2009; de Vicente y cols., 2010; Giiler y cols., 2012;
Bologna y cols., 2013; Brito y cols., 2018), y de esta forma tomarlo como base para
comparar con MCM-2, el cual ha sido sugerido como de mayor sensibilidad para el registro

de la actividad proliferativa (de Vicente y cols., 2010; Giiler y cols., 2012).

7.5.2 Descripcion del analisis inmunohistoquimico en la capsula de quistes
odontogenicos del desarrollo.

Inmunomarcadores: CD34 y CD105

Positividad: Citoplasmatica

Evaluacion: Se seleccionaron 5 campos representativos de la capsula quistica debajo del
epitelio de revestimiento; la inmunoexpresion se observo en células endoteliales de vasos
sanguineos (Figuras 5y 6).

Se realizo el conteo de los vasos sanguineos positivos tanto para CD34 como para CD105 y
se obtuvo la media del nimero de microvasos (MNM) de acuerdo a la metodologia

propuesta en estudios previos (Vered y cols., 2006; Bologna-Molina y cols., 2011;
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Gonzélez-Gélvan y cols., 2018) y que se describe a continuacion: Se obtuvieron cinco
fotomicrografias en campos de 400x con microscopio Olympus CX31 para cuantificar los
vasos ubicados en las dreas de interseccion. En los casos en que la pared o la luz del vaso
interceptaron mas de un punto, solo se conté como uno. El recuento comenzé en el marco
superior izquierdo de la cuadricula y terminé en el marco superior derecho (Figuras 5 y 6).
El numero de vasos positivos se contdé manualmente en cada imagen, para posteriormente

obtener el promedio de vasos cuantificados por lesion y grupo para el andlisis estadistico.

7.6 Analisis histoquimico

7.6.1 Descripcion de analisis histoquimico en tejido fibroconectivo capsular de quistes
odontogénicos del desarrollo.

Se obtuvieron cortes tefiidos con RPS, se seleccionaron cuatro areas representativas, cada
una con adecuada continuidad entre la superficie epitelial (revestimiento) y el tejido
fibroconectivo (sin ulceracion o separacion) para ser evaluadas en un campo de 100x
mediante luz polarizada (Fig.7) (Jahagidar y cols., 2015; Kulkarni y cols., 2017) en un
microscopio optico LED Leica DM2500 (Suiza). En cada caso se describi6 el patron de
orientacion y el tipo de birrefringencia de las fibras de colagena. Cada area se dividio en
tres zonas: 1) subepitelial, 2) intermedia y 3) periférica (Fig.8) (Vij y cols., 2011; Shetty y
cols., 2015) y el patron de orientacion de las fibras se clasificd en 1: no paralelo; 2: mixto y
3: paralelo, en relacion al epitelio de revestimiento. Para cada zona se registro el nimero
correspondiente a la disposicion, se obtuvo el promedio por lesion y el porcentaje por grupo
(Singh y cols., 2012). La birrefringencia se codifico en verde-amarillenta (1) y naranja-

amarillenta (2) y se obtuvo el promedio de la birrefrigencia de las 4 areas representativas
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por lesidon para posteriormente obtener el porcentaje de birrefringencia presente en cada

grupo de las lesiones estudiadas.

7.7 Operacionalizacion de variables
En el cuadro 4 se observan las variables del presente estudio, y en el anexo 2 la ficha de

recoleccion de datos que se utilizo para el registro de las mismas.

7.8 Analisis estadistico

Se efectuaron medidas de tendencia central y dispersion

Se realizaron pruebas de Kruskal-Wallis, prueba de Pearson y Spearman con una
significancia estadistica p < 0.05

Los datos se procesaron en el programa estadistico JMP VI2 (Campus Drive Cary,

NC,USA).
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Cuadro 4. Operalizacion de las variables

Variable Tipo Escala Operacionalizacion

Sexo Cualitativa | Nominal Masculino / Femenino

Edad Cualitativa | Continua Edad en afios

Localizacion Cualitativa | Nominal Maxilar / Mandibula

Zona Cualititiva | Nominal Posterior/ Anterior

Tamario Cuantitativa | Continua Mediciéon en cm (<5cm, >5cm)

Grado de inflamacion Cualititiva | Nominal No inflamado, inflamado (5
cél/40X)

Grado 0 NI, Grado 11

Inmunomarcaje  (Ki-67, | Cuantitativa | Continua Porcentaje de células (+)

MCM-2)

Inmunomarcaje  (CD-34, | Cuantitativa | Continua Promedio de vasos (MDV)
CD-105)

Tipo de coladgena: fibras | Cualitativa | Nominal Birrefringencia

maduras D, fibras (B N-A: naranja amarillenta, B V-
inmaduras (III) A: verde amarillenta)

Zonas de evaluacion Cualitativa | Nominal Subepitelial, intermedia y
a nivel de capsula quistica periférica

Disposicion de fibras Cualitativa | Nominal No Paralela, paralela, mixta
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8. Consideraciones Bioéticas

El articulo 17 del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para
la Salud, expresa que este estudio puede clasificarse dentro del grupo de investigaciones sin
riesgo, explicando que estos trabajos emplean técnicas y métodos de investigacion
documental retrospectivos en los que no se realiza ninguna intervencion o modificacion
intencionada en las variables fisioldgicas, psicoldgicas y sociales de los sujetos que
participan en el estudio, entre los que se consideran: cuestionarios, entrevistas, revision de
expedientes clinicos y otros, mismos en los que no se les identifica ni se tratan aspectos
sensibles de su conducta, por lo cual se asegura la confidencialidad de los datos clinicos de
los sujetos involucrados, los cuales se utilizan inicamente con fines estadisticos y en pro de

la investigacion.

El estudio presenta un beneficio debido a que las muestras estaban resguardadas en el
laboratorio de Patologia Bucal de la UAM-X y en el servicio de diagndstico Peribact y el
riesgo es inexistente; sin embargo, es importante aclarar que los servicios de patologia son
custodios de bloques almacenados y controlan el acceso a ellos, por lo tanto, se implemento
un consentimiento informado respetando la confidencialidad de los datos existentes para
poder trabajar solo con los tejidos y de esta manera incrementar el conocimiento y las
lineas de investigacion.

Adicionalmente, los resultados obtenidos en este estudio permitirdn la implementacion de
otras investigaciones dirigidas a la mejor comprension del problema de estudio, ya que

estas lesiones presentan una prevalencia significativa en nuestra poblacion.
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9. Resultados

9.1 Caracteristicas clinicas y demograficas

Se incluyeron 35 QQO (18 inflamados y 17 no inflamados) y 35 QD (17 inflamados y 18
no inflamados), cuyas caracteristicas clinicas y demograficas se describen en el anexo 3.
9.1.1 Analisis inmunohistoquimico de Ki-67 y MCM-2 en QQO y QD con y sin
proceso inflamatorio

Como se observa en el cuadro 5, la expresion de Ki-67 y MCM-2 se evalué exclusivamente
en el revestimiento epitelial (Figs. 3 y 4). Los QQO inflamados (QQOI) (n=18) tuvieron
una mayor cantidad de células positivas para Ki-67, en comparacion con los QQO no
inflamados (QQONI) (p=0.001). El promedio de células positivas a MCM-2 en QQOI fue
significativamente superior al de QQONI (p=0.010). Con respecto a los QD inflamados
(QDI), el promedio de células positivas a Ki-67 en comparacion con los QD no inflamados
(QDNI) (p<0.001) fue significativamente mayor, en tanto que el promedio de MCM-2 en
los QDI y QDNI (p=0.021), present6 diferencia significativa en ambas lesiones con y sin
presencia de inflamacion. Asimismo, se comparo el indice de proliferacion epitelial entre
los QQO y QD con y sin proceso inflamatorio, obteniendo diferencias significativas en el
promedio de proliferacion celular para Ki-67 entre los QQO y QD con inflamacion
(p<0.001), asi como entre los QQO y QD no inflamados (p<0.001), siendo siempre mayor
en los QQO.

9.1.2 Analisis inmunohistoquimico de CD34 y CD105 en QQO y QD con y sin proceso
inflamatorio

En el cuadro 5 se presentan los resultados de la expresion de los marcadores de
angiogénesis CD34 y CD105 en los 70 casos incluidos en este estudio, obteniendo

diferencias en QQOI en comparacion QQONI para CD34 (p<0.001) y CD105 (p<0.001).
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Al comparar la expresion de estos dos marcadores en QD se observd una mayor expresion
de CD34 y CD105 en QDI en comparacion con QDNI (p<0.001); sin embargo, al comparar
la expresion de CD34 y CD105 entre QQOI y QDI, solo se observo diferencia significativa
en CD34 (p = 0.011). No hubo diferencias entre QQONI y QDNI para ningun marcador
vascular evaluado (Cuadros 6 y 7).

9.1.3 Correlacion de la expresion de marcadores de proliferacion y angiogénesis en
QQO y QD con y sin inflamacion.

En el cuadro 8 se muestran los resultados de correlacion entre los marcadores de
proliferacion (Ki-67/MCM-2) y de angiogénesis (CD34/CD105), en donde se aprecia que
hubo una correlacion positiva en QDI entre CD34 y Ki-67, lo que sugiere que al aumentar
la angiogénesis en estas lesiones, se incrementa el indice de proliferacion (p (rho) = 0.568,
p = 0.017). En QQOI se observé una correlacion positiva entre MCM-2 y Ki-67, lo que
confirma que ambos marcadores de proliferacion en esta lesion presentan indices elevados,
a diferencia de QQONI, QDI y QDNI (p (rho) = 0.453, p = 0.059); asimismo, se identificd
correlacion positiva entre CD105 y CD34 en QQOI (p (rho) = 0.573, p =0.012) y en
QDNI (p (rho) = 0.624, p<0.001).

9.1.4 Analisis histoquimico con rojo picrosirio y luz polarizada

En el cuadro 9 se muestran los resultados de la evaluacion del tejido fibroconectivo
presente en la capsula quistica con la tincién de rojo picrosirio a través de luz polarizada.
Se observé un predominio de BV-A (fibras inmaduras) en QDI (88.2%) y en QQONI
(82.3%) sin encontrar diferencias significativas entre QQO y QD con y sin presencia de
inflamacion. Se observo predominio en la disposicion mixta de las fibras de colageno en las
tres areas evaluadas, registrandose esta en la zona subepitelial en el 94.4% de las fibras en

QDNI y 58.9% en QQONI, mientras que en la capa intermedia se encontr6 en 77.8% en el
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QDNI y 72.2% en QQOI; por su parte, la capa periférica del QDI presentd 94.2% de fibras

mixtas, mientras que en QQONI esta disposicion se observo en 76.4%.

9.1.5 Correlacion de la expresion de marcadores de proliferacion y madurez de las
fibras de colagena en QQO y QD con y sin inflamacion

Se realiz6 un andlisis de correlacion entre los marcadores de proliferacion (Ki-67 y MCM-
2) y la madurez de las fibras de colagena a través de RPS en los QO incluidos. Los
resultados mostraron una correlacion positiva entre los marcadores de proliferacion (Ki-
67/ MCM-2) con la BV-A en QQOI, lo que sugiere que al incrementarse el indice
proliferativo se observa un mayor porcentaje de fibras inmaduras tipo III en este grupo de

lesiones (Cuadro 10).

9.1.6 Correlacion de la expresion de marcadores de angiogénesis y madurez de las
fibras de colagena en QQO y QD con y sin inflamacion

En el cuadro 11 se presenta el andlisis de correlacion entre los marcadores de angiogénesis
(CD34 y CDI105) y la madurez de las fibras de colagena evaluadas a través de luz
polarizada con RPS en los QO incluidos en este estudio. Los resultados mostraron una
correlaciéon positiva en QQOI y QDNI entre los marcadores de angiogénesis
(CD34/CD105) y la BV-A, lo que sugiere que al incrementar la vascularidad se observa un
aumento de las fibras inmaduras tipo III, mientras que en QQOI se observd que al
presentarse un aumento en las fibras maduras tipo I (BN-A) habia disminuciéon en la

expresion de los marcadores de angiogénesis (CD34 y CD105).
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Cuadro 5. Comparacion de la expresion de marcadores inmunohistoquimicos en QQO y
QD con y sin presencia de inflamacion.

QQOI  QQONI QDI  QDNI
(m=18) (n=17) pb (m=17) (n=18) pb
Ki-67
Promedio 12.84 7.23 5.18 2.48
( DE+) (4.69) (2.12) (3.83) (2.20)
Mediana 11.7 7.6 <0.001° 4.2 1.9 <0.001°
(0-03)  (9.1-163)  (5.2-9.1) (3.0-4.9)  (0.9-3.0)
MCM-2
Promedio 4.70 2.93 3.31 1.56
( DE=) (3.95) (2.40) (2.22) (1.57)
Mediana 3.8 2.8 0.010° 3.2 1.0 0.021°
(01-03) (1.8-6.2)  (0.5-5.2) (1.9-4.3)  (0.3-2.5)
CD34
Promedio 5.59 2.81 4.40 2.42
(DE<) (1.46) (0.78) (1.14) (0.71)
Mediana 5.7 2.6 <0.001° 4.6 2.3 <0.001°
(01-03) (4.9-6.4)  (2.2-3.4) (3.6-5.1)  (2-2.9)
CD105
Promedio 5.10 2.81 4.14 2.41
(DE%) (1.87) (1.60) (1.29) (1.04)
Mediana 4.6 2.4 0.002° 3.8 2.3 0.001°
(01-03) (3.4-6.4)  (1.9-3.2) (3.2-4.5)  (1.6-3.0)
QQO=Queratoquiste  odontogénico; QQOI= Queratoquiste odontogénico inflamado; QQONI= Queratoquiste

odontogénico no inflamado QD= Quiste dentigero; QDI= Quiste dentigero inflamado; QDI= Quiste dentigero no

inflamado, b= Prueba de Kruskal-Wallis
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Cuadro 6. Comparacion de la expresion de marcadores inmunohistoquimicos en quistes

del desarrollo inflamados.

QQOI QDI
(n=18) (n=17) p*
Ki-67
Mediana (Q:-Q3) 11.7 (9.1-16.3) 4.2 (3.0-4.9) <0.001
MCM-2
Mediana (Q:-Q3) 3.8 (1.8-6.2) 3.2 (1.94.3) 0.212
CD34
Mediana (Q:-Q3) 5.7 (4.9-6.4) 4.6 (3.6-5.1) 0.011
CD105
Mediana (Q:-Q3) 4.6 (3.4-64) 3.8 (3.2-4.5) 0.089

a= Prueba de Kruskal-Wallis

Cuadro 7. Comparacion de la expresion de los marcadores inmunohistoquimicos en los
quistes de desarrollo no inflamados.

QQONI QDNI
(n=17) (n=18) p?

Ki-67

Mediana (0:-03) 7.6 (5.2-9.1) 1.9 (0.9-3.0) <0.001

MCM-2

Mediana (0:-Q3) 2.8 (0.5-5.2) 1.0 (0.3-2.5) 0.053

CD34

Mediana (0:-Q3) 2.6 (2.2-3.4) 2.3 (2-2.9) 0.134

CD105

Mediana (Q1-Q)  2.4(1.9-3.2) 2.3 (1.6-3.0) 0.385

a= Prueba de Kruskal-Wallis
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Cuadro 8. Correlacion p (rho)? entre los marcadores inmunohistoquimicos en
queratoquistes odontogénicos y quistes dentigeros inflamados y no inflamados

QQOI QQONI QDI QDNI
(n=18) (n=17) (n=17) (n=18)
Ki-67 CD34 CD34 CD34 CD34
p (tho) p (tho) p (tho) p (rho)
0.13522 0.34632 0.56812 0.15412
0.5927° 0.1733b 0.0174° 0.5415°
CD105 CD105 CD105 CD105
p (tho) p (tho) p (rho) p (rho)
Ki-67 -0.12362 0.2529?2 0.05052 0.1605?
0.6250° 0.3273b 0.8474° 0.5245°b
Ki-67 Ki-67 Ki-67 Ki-67
p (rho) p (tho) p (tho) p (tho)
MCM-2 0.4530? -0.16322 0.21322 0.14352
0.0590° 0.5314° 0.4112b 0.5699°
CD34 CD34 CD34 CD34
p (rho) p (tho) p (rho) p (rho)
MCM-2 -0.03222 -0.09232 0.2465? 0.15212
0.8989b 0.7246° 0.3403° 0.5469°
CD105 CD105 CD105 CD105
p (rho) p (tho) p (tho) p (tho)
MCM-2 -0.04782 -0.24152 0.16012 0.01612
0.8506° 0.3503b 0.5393°b 0.9496°
CD34 CD34 CD34 CD34
p (tho) p (rho) p (tho) p (tho)
CD105 0.57382 0.35772 0.37032 0.62442
0.0128° 0.1587° 0.1435° 0.0056°

QQO=Queratoquiste  odontogénico; QQOI= Queratoquiste odontogénico inflamado; QQONI= Queratoquiste
odontogénico no inflamado QD= Quiste dentigero; QDI= Quiste dentigero inflamado; QDI= Quiste dentigero no
inflamado, a coeficiente de correlacion de Spearman, b Valor de p del coeficiente de correlacion.
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Cuadro 9. Evaluacion histoquimica mediante la tincion de rojo picrosirio (RPS) con luz

polarizada en quistes odontogénicos del desarrollo inflamados y no inflamados.

QQOI QQONI QDI QDNI
(n=18) (n=17) (n=17) (n=18)
p p
n (%) n (%) n (%) n (%)
Tincion RP
Birrefringencia
BV-A 14 (77.8) 14 (82.3) 0.735% 15 (88.2) 12 (66.7) 0.128*
BN-A 4(22.7) 3(17.7) 2 (11.8) 6 (33.3)
Subepitelial
Paralela 2 (16.7) 4 (23.5) 0.6132 0 (0.00) 1(5.6) 0.2222
Mixta 6 (50.0) 10(58.9) 6 (35.3) 17 (94.4)
No par 4 (33.3) 3(17.6) 1(5.8) 0 (0.00)
Intermedia
Paralela 3(16.7) 3(17.6) 0.597% 0 (0.00) 2 (11.1) 0.3472
Mixta 13 (72.2) 10 (58.9) 10 (77.0) 14 (77.8)
No par 2(11.1) 4 (23.5) 3(23.0) 2 (11.1)
Periférica
Paralela 3(16.7) 1(5.8) 0.6022 0 (0.00) 1 (55) 0.615%
Mixta 12 (66.6) 13 (76.4) 16 (94.2) 16 (88.8)
No par 3(16.7) 3(17.6) 1 (5.8 1(5.5)

BV-A Birrefringencia verde —amarillenta, BN-A Birrefringencia naranja-amarillenta. QQO=Queratoquiste odontogénico;
QQOI= Queratoquiste odontogénico inflamado; QQONI= Queratoquiste odontogénico no inflamado QD= Quiste
dentigero; QDI= Quiste dentigero inflamado; QDI= Quiste dentigero no inflamado. Exclusién Zona Subepitelial (6 QQI,
10 QDI) Zona Intermedia (4 QDI). *Pearson
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Cuadro 10. Correlacion p (rtho)® entre los marcadores inmunohistoquimicos de
proliferacion celular (Ki-67/ MCM-2) y reaccion histoquimica de rojo picrosirio (RPS) en

fibras de coldgena de la capsula en queratoquistes odontogénicos y quistes dentigeros
inflamados y no inflamados

QQOI QQONI QDI QDNI
(n=18) (n=17) (n=17) (n=18)
BV-A
Ki-67 Ki-67 Ki-67 Ki-67
p (tho) p (tho) p (tho) p (tho)
MCM-2 0.5956° 0.0529° 0.1571° 0.3636°
0.0246" 0.8576" 0.5760° 0.2453b
*BN-A
Ki-67 Ki-67 Ki-67 Ki-67
p (tho) p (tho) p (tho) p (tho)
- 0.4000° -1.000? 1.000° -0.8857¢
MCM-2 0.6000° <.0001" <.0001" 0.0188Y

BV-A Birrefrinngencia verde-amarillenta, BN-A Birrefringencia naranja-amarillenta. QQO=Queratoquiste odontogénico;
QQOI= Queratoquiste odontogénico inflamado; QQONI= Queratoquiste odontogénico no inflamado QD= Quiste

dentigero; QDI= Quiste dentigero inflamado; QDI= Quiste dentigero no inflamado, a coeficiente de correlacion de
Spearman,b Valor de p del coeficiente de correlacion. *p inestable por el tamafio de muestra.
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Cuadro 11.Resultados de correlacion p (rho)* entre los marcadores de angiogénesis
(CD34/CD105) y reaccion histoquimica de rojo picrosirio (RPS) en fibras de colagena de la

capsula en queratoquistes y quistes dentigeros inflamados y no inflamados.

QQOI QQONI QDI QDNI
(n=18) (n=17) (n=17) (n=18)
BV-A
CD34 CD34 CD34 CD34
p (tho) p (tho) p (tho) p (tho)
CD105 0.77628 0.19443 0.3908° 0.6637
0.0014° 0.5053" 0.1498" 0.0186"
*BN-A
CD34 CD34 CD34 CD34
p (tho) p (tho) p (tho) p (tho)
-0.94872 1.000° 1.000° 0.6571°
CD105 0.0513" <.0001" <.0001" 0.1562°

BV-A Birrefrinngencia verde —amarillenta, BN-A Birrefringencia naranja-amarillenta. QQO=Queratoquiste odontogénico;
QQOI= Queratoquiste odontogénico inflamado; QQONI= Queratoquiste odontogénico no inflamado QD= Quiste
dentigero; QDI= Quiste dentigero inflamado; QDI= Quiste dentigero no inflamado, a coeficiente de correlacion de

Spearman, b Valor de p del coeficiente de correlacion. *p inestable por el tamaifio de muestra.
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Figura 2. Formato de gradilla utilizada para colocar en fotomicrografias
para conteo celular y orden de evaluacion de los hallazgos.
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Figura 3. Muestra de fotomicrografia para la secuencia de conteo del

recuadro superior izquierdo al superior derecho.
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Figura 4. Fotomicrografia de QQO, se observa el conteo total de las células en el

revestimiento quistico a 400X (Ki-67) con Imagel

conteo de células positivas en el revestimiento

epitelial quistico a 400X (Ki67) con Image].

Figura 5. Fotomicrografia de QQO,
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Figura 7. Fotomicrografia de QD inflamado a 400X. CD105 en capsula quistica.
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Figura 8. Fotomicrografia de QQO sin pérdida de la continuidad epitelial con RPS
(100X).
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Figura 9. Fotomicrografia RPS en QQO con luz polarizada. Se identifica zona, 50
disposicion de fibras coldgena y tipo de birrefringencia (100X).
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Figura 10. Fotomicrografia comparativa a 400X inmunoexpresion de marcadores de proliferacion
celular Ki-67 y MCM-2 en QO. A) QQOI Ki-67, B) QDI Ki-67 C) QQONI MCM-2 D) QDNI MCM-2.
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Figura 11. Fotomicrografia comparativa a 400X inmunoexpresion de marcadores de angiogénesis
CD34 y CD105 en QO. A) QQOI CD34, B) QDI CD105 C) QQONI CD105 D) QDNI CD34.
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10. Discusion
La inflamacion presente en los QQO y QD se asocia a una mayor proliferacion y
angiogenesis, sin que esta determine el comportamiento biologico de las lesiones quisticas

estudiadas.

Los QQO y QD en este estudio se presentaron en un amplio rango de edad, observandose
con mayor frecuencia en la segunda y tercera décadas de la vida, de forma similar a lo
descrito en otras series (Shear & Speight, 2007; Lin y cols, 2013; El-Naggar y cols, 2017).
Se encontro ligera predileccion por el sexo femenino en ambas entidades (54.3%), en tanto
que en la literatura internacional se reportan porcentajes variables (Mosqueda y cols, 2002;
Grosmmann y cols., 2007; Sharifian y cols., 2011; Silva y cols., 2018). La localizacion mas
frecuente en ambos casos fue la mandibula, principalmente en region posterior, en donde se

ubicaron 88.6% de los QQO y 80% de los QD.

Un dato importante es que los QQO presentaron con mayor frecuencia un tamafio superior
a los 5 cm, en comparacion con los QD, lo que podria obedecer a que se trata de lesiones de
crecimiento lento y expansivo, que destruyen inicialmente al hueso medular y solo en
etapas avanzadas producen destruccion cortical y expansion clinicamente evidente; esto
suele retrasar su diagnostico y por ello son identificados como lesiones de mayor extension,
mientras que los QD se detectan al registrar la ausencia clinica de un diente o porque suelen

producir expansion mas tempranamente y con mas frecuencia que los QQO (Anexo 3).

Diversos autores han descrito algunos de los posibles mecanismos implicados en el

crecimiento y expansion de lesiones quisticas de origen odontogénico (Harris y Goldhaber,
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1973; Browne y cols, 1975; Scharfetter y cols, 1989; Mahajan y cols, 2013). Con respecto a
la proliferacion epitelial, esta parece jugar un papel importante en algunos tipos de quiste.
Estudios que han utilizado marcadores de proliferacion celular como PCNA y Ki-67
demostraron que existe un mayor indice proliferativo en el epitelio de QQO en
comparacion a otros tipos de quistes odontogénicos, especialmente QD y QR (Orgen y
cols., 1992; Meghji y cols., 1996; Li y cols., 1996; Paula y cols., 2000). Adicionalmente, se
ha visto que el proceso inflamatorio que aparece en lesiones quisticas odontogénicas del
desarrollo modifica la morfologia del revestimiento y se asocia a una mayor tasa de
proliferacion (Rodu y cols., 1987; Singh y cols., 2013), e incluso se ha propuesto que la
inflamacion cronica a largo plazo podria actuar como factor inductor de transformacion
maligna en diversos quistes odontogénicos por mecanismos diversos, los cuales incluyen:
la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrégeno (RNS) que tienen el
potencial de danar el DNA, la promocién de apoptosis de células normales, lo que induce
una respuesta proliferativa compensatoria o puede asociarse a la inmunosupresion
acompafiada de disminucion de la inmunovigilancia (Bodner y cols., 2011). De Paula y
cols. estudiaron 20 QQO con y sin inflamacidn, y observaron un aumento significativo en
la proliferacion epitelial de los inflamados en comparacion con los no inflamados mediante
la evaluacion de la expresion de los marcadores de proliferacion PCNA y Ki-67, sugiriendo
que los factores de crecimiento y las citocinas liberadas por el infiltrado inflamatorio
presentes en la capsula fibrosa del QQO pudiesen ser las responsables de estimular una

mayor actividad proliferativa (De Paula y cols., 2000).

Al evaluar en el presente trabajo la expresion de dos marcadores de proliferacion celular

diferentes (Ki-67 y MCM-2), observamos que el QQOI presentdé un promedio mayor de
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células positivas para ambos en comparacion con QQONI, asi como una mayor
proliferacion epitelial del revestimiento de QDI comparado con QDNI, aportando nuevas
evidencias de que la inflamacion promueve la proliferacion epitelial, sin que ello signifique
necesariamente que haya una mayor agresividad de las lesiones, pues se trata de un
elemento que puede ser independiente a la conducta bioldgica inherente a cada entidad. Sin
embargo, no todos los trabajos realizados al respecto confirman esta tendencia, ya que en
un estudio con 45 casos de QQO, Kaplan y Hirshberg (2004), en Israel, analizaron areas
con y sin inflamacion mediante la expresion de Ki-67 y PCNA y no encontraron diferencias
significativas; no obstante, la evaluacion de los marcadores en dicho estudio fue realizada
en campos consecutivos, lo que no permite descartar el efecto de la inflamacion sobre las
zonas vecinas aparentemente no relacionadas a inflamaciéon en ese momento, por lo que la
conclusion que proponen, sugiriendo que el infiltrado inflamatorio en este tipo de quiste en
particular no afecta su potencial proliferativo, no parece ser aceptable (Kaplan y Hirshberg.,
2004). La posibilidad de que el distinto potencial proliferativo reportado en los dos quistes
estudiados sea mas bien la consecuencia de factores intrinsecos a la naturaleza de los
mismos y no debida principalmente a la inflamacion, se ve apoyada en cierta medida por
nuestros resultados, los que muestran que la expresion de los dos marcadores de
proliferacion evaluados (Ki-67 y MCM-2) es mayor tanto en QQO inflamados y no

inflamados en comparacion con ambos grupos de QD.

Sreedhar y cols. (2014), analizaron el efecto de la inflamacidon sobre el comportamiento
bioldgico y patogénesis de QQO y QD mediante la evaluaciéon del marcador proliferativo
PCNA vy el anti- apoptotico Bcl-2, y reportaron una mayor expresion de PCNA en QQO y

QD inflamados en comparacién con los no inflamados, por lo que al igual que otros autores
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argumentan que la inflamacion es responsable de los cambios en el epitelio, mientras que la
expresion de Bcl-2 fue mayor en QQO en comparacion con QD (p <0.001), por lo que los
autores también sugieren que existe una posible relacion entre la naturaleza agresiva de
QQO y una mayor supervivencia de las células epiteliales de su revestimiento (Sreedhar y
cols, 2014). Este hallazgo también coincide con lo encontrado en este trabajo, aunque es
conveniente sefalar que no se pueden hacer comparaciones directas debido a que
actualmente PCNA es poco utilizado, ya que algunos estudios han demostrado que Ki-67 es
un marcador mucho mas confiable para evaluar la proliferacion celular (Bologna y cols.,
2013).

El crecimiento quistico obedece también a la accion de los elementos celulares y
extracelulares propios de la capsula, entre los que destaca la produccion vascular
(angiogénesis), la cual podria jugar un papel importante en el crecimiento de dichas
lesiones. Diversos estudios han analizado la expresion de CD34 y CD105 en los quistes del
desarrollo, y al respecto Alaeddini y cols. (2009), compararon la vascularidad existente
mediante la expresion de CD34, obteniendo diferencias estadisticamente significativas
entre QQO, QD y A, con mayor expresion en A. Por su parte, Gadbail y cols. (2013),
evaluaron la expresion de CD105 y reportaron una mayor expresion de este marcador en
QQO y QD en comparacion con la mucosa oral, y concluyeron que la angiogénesis parece
jugar un papel importante en el comportamiento bioldgico de dichas lesiones (Alaeddini y

cols., 2009; Hande y cols., 2011; Gabdail y cols., 2013).

En el presente estudio no se registraron diferencias significativas en la expresion de CD34
al evaluar QQO y QD en ausencia de infiltrado inflamatorio, contrario a lo registrado en

QQO y QD inflamados, en los que se observd mayor expresion en QQOI en comparacion
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con QDI, asi como cuando se compar6 individualmente cada lesion (QQO/QD) en
presencia y ausencia de inflamacion, lo que indica una asociacion entre la angiogénesis y el
proceso inflamatorio y sugiere, en conjunto con lo obtenido al evaluar los marcadores de
proliferacion celular, que las diferencias en el comportamiento bioldgico de ambas lesiones

no estan determinadas por dicho proceso.

Al hacer la correlacion entre los marcadores de proliferacion y de angiogénesis (Ki-
67/MCM-2/CD34/CD105) el QDI mostr6 una correlacion positiva entre CD34 y Ki-67, lo
que sugiere que al aumentar la vascularidad en estas lesiones, se incrementa el indice de
proliferacion. En QQOI se observé una correlacion positiva entre MCM-2 y Ki-67, lo que
confirma que ambos marcadores de proliferacion en esta lesion presentan indices elevados,
a diferencia de QQONI, QDI y QDNI; asimismo, se identificd correlacion positiva entre
CD105 y CD34 en QQOI, lo que sugiere que en los QQO aumenta el niimero de vasos
neoformados y persistentes en presencia del infiltrado inflamatorio, lo que en conjunto con
un alto indice de proliferacion observado tanto en los QQO inflamados como no inflamados
parece indicar que el proceso inflamatorio es un factor independiente al comportamiento de
estas lesiones, aunque es evidente que la inflamacion juega un papel importante en proveer
elementos que modifican la fisiologia de la capsula y alteran consecuentemente la
histomorfologia del epitelio, el cual a menudo pierde su aspecto caracteristico
paraqueratinizado y puede mostrar zonas de acantosis, espongiosis, exocitosis y formacion

de cuerpos de Rushton.

Algunos estudios se han dirigido a evaluar la estructura y organizacion de las fibras de

colagena en el tejido conectivo de la capsula de lesiones quisticas con objeto de conocer si

57



estas se relacionan con su naturaleza y comportamiento biologico (Hirshberg y cols, 1999;
Hirshberg y cols, 2007; Kumar y cols., 2013; Kaijkar y cols., 2015; Raj y cols., 2015;
Shetty y cols., 2015), y han concluido que el predominio de fibras inmaduras tipo III en
estas lesiones se debe a la presencia de colageno alterado, lo que sugiere que su aparicion
esta relacionada a una mayor actividad del tejido capsular, hallazgos que coinciden con los
resultados obtenidos en esta investigacion, donde se observd un predominio de BV-A en
QDI y en QQONI, pero sin encontrar diferencias significativas entre QQOI y QDNI. El
predominio de fibras de colagena inmaduras en QDI y QQONI, como sugieren Hirshberg y
cols., podria deberse a que estas representan fibras de colageno intermedio o patoldgico,
debido probablemente a su estructura proteinica alterada en el caso de QQO o a un
incremento en su produccion durante el proceso inflamatorio y la fase de reparacion que lo
acompafia, como ocurriria en QDI, lo que disminuye la proporcion de fibras maduras

(Hirshberg y cols., 1999; Hirshberg y cols., 2007).

En este trabajo se correlaciono la actividad proliferativa con la madurez de fibras de
colagena y se observd correlacion positiva entre los marcadores de proliferacion (Ki-
67/ MCM-2) y la BV-A en QQOI, lo que sugiere que el indice de proliferacion elevado
presenta un mayor porcentaje de fibras inmaduras tipo III y viceversa. En contraste, los
QQONI presentaron una correlacion negativa entre las fibras maduras tipo I (BN-A) y el
indice de proliferacion, sugiriendo que al tener fibras maduras, el indice de proliferacion es
menor, o que la inflamacion pudiese ser un factor que promueve la produccion de fibras

inmaduras al incrementar el crecimiento y expansion de la lesion.
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Adicionalmente se observé correlacion entre la expresion de Ki-67/ MCM-2 con las fibras
maduras tipo I (BN-A) en QDI, lo que sugiere que al aumentar el indice de proliferacion en
estos quistes se observa un mayor porcentaje de fibras maduras tipo I, mientras que para
QDNI la correlacion fue negativa entre los marcadores de proliferacion y la BN-A, lo que
parece indicar que al haber predominio de fibras maduras y ausencia de inflamacién el
indice de proliferacion disminuye, por lo cual, al comparar con lo observado en QQO se
podria especular que la inflamaciéon en QQO no es debida a un proceso cronico de larga
evolucion, y por ende no los afecta igual que a los QD que estan inflamados por mas
tiempo al encontrarse asociados a procesos inflamatorios adyacentes y persistentes, tales
como pericoronitis o periodontitis apical de dientes vecinos, lo que permite la maduracién
de las fibras de colagena, mientras que en QQO la inflamacion seria de menor duraciéon y la
alteracion en las fibras se podria deber a que su produccidon seria estimulada por el
crecimiento quistico continuo, lo que se corrobora al relacionarse con un indice de

proliferaciéon mayor al observado en QD.

Con respecto a la posible asociacion entre MDV y la madurez de las fibras de coldgena, los
resultados mostraron una correlacion positiva en QQOI para CD34/CD105 con la BV-A, lo
que sugiere que el incremento en concentracion de fibras inmaduras tipo III se asocia con
un aumento en la expresion de los marcadores vasculares y viceversa, en contraste con lo
observado en los QQONI, en donde se presentd una correlacidon positiva entre
CD34/CD105 y las fibras maduras tipo I (BN-A), en tanto que al disminuir la angiogénesis
se observo que el porcentaje de fibras maduras se incrementa en los QQOI, lo que sugiere
que la presencia de inflamacion en QQO aumenta la presencia de fibras inmaduras y la

MDV. Por su parte, el QDI presentd una correlacion positiva entre CD34 y CD105 y BN-
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A, lo que significa que al aumentar la angiogénesis, el porcentaje de fibras maduras es
mayor, mientras que cuando se incrementa la angiogénesis en QDNI aumenta la presencia
de fibras inmaduras (BV-A). Por lo antes descrito, pareceria ser que el proceso inflamatorio
en QQO es un factor asociado al aumento de la produccion de fibras inmaduras y la
vascularidad, mientras que en QDI se presentd un aumento en las fibras maduras y
angiogénesis, lo que podria significar que la inflamacion es un elemento independiente al
comportamiento biologico de las lesiones quisticas estudiadas, a pesar de influir

directamente en la dindmica de produccioén y maduracion del tejido conjuntivo capsular.

Algunas de las posibles limitaciones de esta investigacion incluyen el hecho de que, al ser
un estudio retrospectivo, no se obtuvieron los datos clinicos e imagenologicos completos

para el analisis demografico y clinico-patologico.

Por otra parte, al no existir métodos internacionalmente aceptados para el conteo celular y
vascular, no se pueden hacer comparaciones directas con otros estudios, por lo que se optd
por utilizar las técnicas descritas en algunos trabajos publicados en revistas con factor de
impacto. La seleccion de los campos representativos también presentd dificultad cuando
alguna parte de la muestra se vio afectada durante la técnica o era pequefia; sin embargo, se
tuvo precaucion en la seleccion de la misma, de tal forma que se pudiera garantizar la
inclusion del namero de campos necesarios para realizar su evaluacion de manera adecuada

y cumplir asi con la metodologia propuesta.

Entre las fortalezas de este trabajo destaca el numero de casos que se seleccionaron para el

estudio comparativo, asi como el haber incluido dos marcadores respectivamente para
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evaluar proliferacion celular (Ki-67/MCM-2) y angiogénesis (CD34/CD105), por lo que se
hizo posible realizar correlaciones entre estos y con la madurez de las fibras de coldgeno y
se obtuvieron datos que aportan nuevos conocimientos para comprender mejor los
mecanismos de expansion quistica, los que ademds promoveran la realizacion de nuevos

estudios en esta area.

11. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
El presente estudio complementa informacion pre-existente y aporta nuevos datos sobre la
asociacion que existe entre inflamacion, proliferacion del revestimiento epitelial,

angiogénesis y la madurez de las fibras de colageno en QQO y QD.

De acuerdo con los resultados de esta investigacion, la inflamacion es un factor que
promueve la proliferacion epitelial, sin que ello signifique necesariamente que haya una
mayor agresividad de las lesiones, ya que la capacidad intrinseca de dicha proliferacion esta

determinada principalmente por la naturaleza distinta de las dos entidades estudiadas.

Del mismo modo, la asociacion registrada entre angiogénesis y el proceso inflamatorio
sugiere que las diferencias existentes en cuanto al comportamiento de ambas lesiones no
estan determinadas por dicho proceso, sino que la inflamacioén es un factor independiente
que tiene capacidad de producir cambios histomorfologicos que pueden afiadir algunas
modificaciones en la fisiologia de los componentes celulares y extracelulares de los quistes

odontogénicos, las cuales no necesariamente influyen en su conducta biologica.
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A nivel capsular se registr6 un mayor porcentaje de fibras inmaduras tipo III, lo que
demuestra que estas lesiones presentan alto contenido de coldgeno intermedio o patolédgico,
el cual de acuerdo a las correlaciones realizadas entre la evaluacion con RPS y la expresion
de los marcadores incluidos en este estudio, sugiere deberse a la alteracion en la estructura
de dicha proteina o a un incremento en su produccion durante el proceso inflamatorio y la
fase de reparacion que lo acompaiia, lo que podria ocasionar la mayor frecuencia de formas
inmaduras sobre las producidas de manera natural en condiciones no inflamatorias.

Consideramos que con estos resultados se puede apoyar la realizacion de futuros estudios
dirigidos a correlacionar otros elementos participantes en el desarrollo y expansion quistica,
asi como para evaluar y comparar dichos marcadores con lo observado en otras lesiones
quisticas mas agresivas (por ej. en ameloblastoma uniquistico y en quiste odontogénico
glandular), y de esta forma continuar analizando los componentes quisticos como
estructuras interdependientes e implementar algunas técnicas biomoleculares para estudios
complementarios con respecto a otros posibles factores asociados a su distinto

comportamiento biologico.
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ANEXOS



Anexo 1.

Criterios histopatoldgicos segiin Shear & Speight (2007) y OMS (2017)

QQO

Revestimiento epitelial

Capsula

Epitelio €scamoso estratificado
paraqueratinizado compuesto de 5-8 capas
de espesor, sin procesos interepiteliales,
superficie corrugada, la capa basal exhibe
células cuboidales a columnares dispuestas
en empalizada, a menudo el epitelio se
desprende de la capsula.

En presencia de inflamacion intensa
el epitelio pierde su
superficie queratinizada

Suele ser delgada con pocas células
ampliamente separadas por un estroma que
es a menudo rico en mucopolisacaridos,
puede haber una infiltracion leve de
linfocitos y monocitos.

En presencia de inflamaciéon se puede

observar metaplasia mucosa, cuerpos
hialinos (Rusthon) y hendiduras de
colesterol. A veces contiene quistes

satélites e islas de epitelio odontogénico.
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Revestimiento epitelial

Capsula

Consiste de 2-3 capas de células planas o
cuboidales que corresponden al epitelio
reducido del 6rgano del esmalte, el que
ocasionalmente puede presentar células
mucosecretoras, células ciliadas y no es
raro que presente metaplasia escamosa en
parte o la totalidad del revestimiento, asi
como cuerpos hialinos de Rushton en
zonas de inflamacion.

Fibrosa frecuentemente mixoide, formada
por fibroblastos jovenes ampliamente
separados por cantidades variables de
sustancia fundamental rica en
mucopolisacaridos, la cual es derivada del
foliculo dental.

Es comun el hallazgo de nidos, islas o
cordones de epitelio odontogénico inactivo,
asi como  ocasionales focos de
mineralizacion distrofica.
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(‘F\ Estudio mmunohistoquimico e histoquimica de los elementos celulares y extracelulares
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Anexo 2. Ficha de recoleccion de datos
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Anexo 3. Caracteristicas clinicas y demograficas de los quistes incluidos en este estudio

QQO QD
(n=35) (n=35)
n (%) n (%)
Sexo
Femenino 19 (54 3) 19 (54.3)
Masculino Anexo 2. Ficha de recoleccion de datos (45.7)
Mediana de edad (Q;-Q3) 27 (18-35) 35 (11-56)
Localizacion
Mandibula 25 (71.5) 29 (82.8)
Maxilar 10 (28.5) 6 (17.2)
Zona
Posterior 31 (88.6) 28 (80.0)
Anterior 4 (11.4) 7 (20.0)
Tamario (n=33)
<Scm 10 (58.8) 15 (93.7)
>5cm 7 (41.2) 1 ( 6.3)

QQO=Queratoquiste odontogénico, QD= Quiste dentigero; a = Pearson b= Kruskal Wallis. Se desconoce el tamafio de 18 QQO y 19QD.



