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Resumen

Introduccion: Las similitudes clinicas e histopatoldgicas del ameloblastoma convencional (AC) y
el carcinoma ameloblastico (CA), tales como comportamiento agresivo, crecimiento invasivo,
patrones histomorfolégicos compartidos de AC, son algunos datos que pueden dificultar el
diagnostico diferencial entre estas neoplasias.

Objetivo: Comparar la expresion inmunohistoquimica FGF2, FGFR1, Ki67 y CD105 entre AC y
CA, con el fin de evaluar su posible uso como auxiliares para su diagnostico.

Material y método: Estudio observacional y retrolectivo que incluyé 35 AC y 7 CA de
instituciones de México, Guatemala y Brasil, en los cuales se compar6 la inmunoexpresion de los
marcadores y su asociacion con caracteristicas clinico-patoldgicas. Se emplearon pruebas de X? y
de rangos de Wilcoxon para comparar los resultados de la inmunohistoquimica entre los tipos de
lesiones.

Resultados: No se observd predileccion por sexo, la localizacion mas frecuente fue la mandibula
y las medianas de edad fueron 48 afios para AC y 28 para CA. Los CA presentaron mayor
expresion de FGFR1 (p=0.0002), Ki67 (p=<0.0001) y CD105 (p=0.007) con respecto a AC y en
AC se observé asociacion entre el incremento de FGF2 y FGFR1 y el incremento de Ki67 y
CD105.

Discusién: La comparacion de la inmunoexpresion de FGFR1, Ki67 y CD105 mostrd6 mayor
expresion en CA que en AC, lo cual confirma la diferencia en cuanto a proliferacion celular,
angiogénesis y actividad tumoral que pueden presentar estas lesiones. Ademas, la asociacion de
mayor expresion de estos marcadores con comportamiento agresivo, mayor riesgo de recurrencia y
metastasis y disminucién de la supervivencia brindarian un panorama de la actividad tumoral.

Conclusiones: Las diferencias en la inmunoexpresion de FGFR1, CD105 y Ki67 entre AC y CA
constituyen un apoyo para establecer el diagnéstico diferencial y las asociaciones positivas entre
FGF2 y FGFR1 con Ki67 y CD105 podrian servir como predictores de mayor actividad tumoral.

Palabras clave: ameloblastoma; carcinoma ameloblastico; inmunohistoquimica; tumores
odontogénicos.
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1. Marco Teorico

1.1. Odontogénesis
La odontogénesis es un proceso de interacciones celulares secuenciales, coordinadas y reciprocas
entre el epitelio proveniente del ectodermo y el ectomesénquima de las células de la cresta neural.
Es un proceso en el cual intervienen multiples moléculas de sefializacion, incluidas proteinas
morfogenéticas dseas, factores de crecimiento fibroblastico (FGFs), asi como proteinas Sonic
Hedgehog (Shh) y Wnt, las cuales participan en la activacion de distintas vias de sefializacion que
funcionan de manera sinérgica y/o antagonica en la induccion de la histogénesis y la
morfogénesis, y que dan como resultado la formacion de los dientes (Cobourne, 1999; Zhang y

cols., 2005; Gongalves y cols., 2017; Du y cols., 2018).

El potencial odontogénico se presenta de manera inicial en el epitelio que reviste el estomodeo, el
cual expresa FGFs para estimular la migracion de las células de la cresta neural del primer arco
branquial y promover su disposicion en forma de arcada en el sitio donde se desarrollaran los
futuros gérmenes dentales, los cuales presentaran las caracteristicas especificas de cada diente
gracias a la expresion de una combinacion Unica de genes homeobox y la transcripcion de

proteinas rio abajo (Cobourne, 1999; Zhang y cols., 2005; Gongalves y cols., 2017).

1.2. Tumores odontogénicos
Los tumores odontogénicos (TO) derivan de los tejidos epiteliales, ectomesenquimatosos y
mesenquimatosos implicados en la odontogeénesis, clasificados asi por parte de la Organizacién
Mundial de la Salud en la 4% edicion de la Clasificacién Histoldgica de Tumores de Cabeza y

Cuello como podemos observar en el Cuadro 1.



Los TO son un grupo heterogéneo de lesiones no neoplasicas y neoplésicas, las cuales
constituyen menos del 1% de todos los tumores de region bucal y maxilofacial, y aunque la
mayoria son benignos, algunos pueden mostrar un comportamiento agresivo y una tasa de
recurrencia alta (Bologna y cols., 2015; Lee y cols., 2015; EI-Naggar y cols., 2017). Esta
situacién es particularmente cierta en los casos de ameloblastoma, e incluso en ocasiones suele
ser dificil diferenciar esta neoplasia de su contraparte maligna, el carcinoma ameloblastico
(Bologna y cols., 2008; Carredn y cols., 2015; Sanchez y cols., 2017; Martinez y cols., 2017;

Fonseca y cols., 2018).

1.2.1. Ameloblastoma
El ameloblastoma (Am) es la neoplasia odontogénica epitelial benigna mas comun, es localmente
agresiva, con patron de crecimiento invasivo y recurrencia estimada de 60-80% en los primeros 5
afios posteriores al tratamiento, la cual esta asociada principalmente a escision quirurgica
incompleta (Reichart y cols., 1995; EIl-Naggar y cols., 2017; Hendra y cols., 2020). Esta
neoplasia se origina de la lamina dental y su patogénesis se ha asociado a mutaciones,
principalmente en los genes que participan en la via de sefializacion MAPK (90% de los casos),
siendo BRAF V600E el més comin (60-80%), seguido de KRAS, NRAS, HRAS, y FGFR2
(Sweeney y cols., 2014; Brown y cols., 2014; Fregnani y cols., 2017; Gongalves y cols., 2017,
El-Naggar y cols., 2017; Duarte y cols., 2019). La mutacién en BRAF-V600E se ha asociado al
desarrollo de Am a edades mas tempranas, y con predominio en la mandibula (Fregnani y cols.,

2017; Sweeney y cols., 2014).



Cuadro 1. Clasificacién Histologica de Tumores Odontogénicos de la OMS (2017)

Carcinomas odontogénicos

Carcinoma amelobléstico

Carcinoma intradseo primario

Carcinoma odontogénico esclerosante
Carcinoma odontogénico de células claras
Carcinoma odontogénico de células fantasma

Carcinosarcoma odontogénico

Sarcomas odontogénicos

Tumores odontogénicos epiteliales benignos
Ameloblastoma
Ameloblastoma uniquistico
Ameloblastoma extradseo/periférico
Ameloblastoma metastatizante
Tumor odontogénico escamoso
Tumor odontogénico epitelial calcificante
Tumor odontogénico adenomatoide

Tumores odontogénicos mixtos epiteliales y mesenquimales benignos
Fibroma ameloblastico
Tumor odontogénico primordial
Odontoma
Odontoma compuesto
Odontoma complejo
Tumor dentinogénico de células fantasma

Tumores odontogénicos mesenquimales benignos
Fibroma odontogénico

Mixoma/Mixofibroma odontogénico
Cementoblastoma

Fibroma cemento-osificante




Durante la odontogénesis los principales reguladores de la via MAPK son los FGFs y el factor de
crecimiento epidérmico (EGF), donde especificamente el receptor 1 del factor de crecimiento
fibroblastico (FGFR1) y el factor de crecimiento fibroblastico 2 (FGF2) son necesarios para la
diferenciacion de los ameloblastos (Cobourne, 1999; Du y cols., 2018). En Am se ha observado
sobreexpresion de FGF2, FGFR1, FGFR2 y EGF, ademas de que FGF7 y FGF10 participan en la
proliferacion celular en esta neoplasia a traves de la via MAPK (Gongalves y cols., 2017;
Fonseca y cols., 2018). Adicionalmente a las mutaciones en la via MAPK, también se han
descrito mutaciones en la via Hedgehog, PI3K (PIK3CA) y WNT (CTNNB1) (Brown y cols.,
2014; Sweeney Yy cols., 2014). En la via Hedgehog se han observado mutaciones somaticas en
SMO, asociadas principalmente a Am localizados en el maxilar, con patron histolégico

plexiforme y recurrencias tempranas (Sweeney y cols., 2014; Fregnani y cols., 2017).

El Am presenta los subtipos solido/multiquistico, uniquistico, extradseo/periférico y
metastatizante, de los cuales el solido/multiquistico es el mas comun y actualmente se denomina
ameloblastoma convencional (AC) (Vered y Wright, 2022). EI AC no presenta predileccion por
sexo y suele presentarse mas comunmente entre la 4% y 5% décadas de la vida (rango de 8 a 92
afios) (EI-Naggar y cols., 2017). Se localiza con mayor frecuencia en mandibula en comparacion
con maxilar (5:1), principalmente en la zona posterior del cuerpo, el angulo y la rama de la
mandibula (EI-Naggar y cols., 2017; Effiom y cols., 2018; Duarte y cols., 2019; Hendra y cols.,
2020). El AC clinicamente produce aumento de volumen que presenta un crecimiento progresivo,
el cual puede provocar movilidad dental, maloclusion, disminucién de la apertura bucal e
invasion a los tejidos adyacentes. En cuanto a sus caracteristicas radiograficas, el AC se presenta
como una radiolucidez uni o multilocular con borde corticado. Se puede observar expansion y

adelgazamiento de corticales, asi como reabsorcion radicular (Reichart y cols., 1995; EI-Naggar y
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cols., 2017). EI AC se caracteriza histologicamente por presentar dos patrones morfologicos
principales: folicular y plexiforme. El tipo folicular consiste en islas de epitelio odontogénico que
presentan en su periferia una capa de células cuboidales a columnares con nucleos polarizados e
hipercromaticos dispuestas en empalizada, mientras que las células centrales son angulares, se
disponen libremente, y recuerdan al reticulo estrellado del 6rgano del esmalte. El tipo plexiforme
presenta islas y cordones anastomosados de células periféricas cubicas a columnares con nucleo
polarizado e hipercromatico dispuestas en empalizada, con zonas centrales de espesor variable
con aspecto de reticulo estrellado. Otros subtipos histoldgicos que puede presentar el AC son el
acantomatoso, el basaloide, el desmoplasico y el de células granulares (Reichart y cols., 1995; EI-

Naggar y cols., 2017; Effiom y cols., 2018; Kreppel y Z6ller, 2018; Hendra y cols., 2020).

El diagndstico de AC se realiza principalmente mediante la correlacion de la histomorfologia con
las caracteristicas clinicas y radiograficas; sin embargo, en algunos casos este diagndstico se
apoya con el uso de marcadores inmunohistoquimicos. Los AC son positivos para citoqueratinas
CKS5, CK14 y CK19 (Martinez y cols., 2017, Fregnani y cols., 2017). Se ha utilizado Syndecan-1
que es una molécula transmembrana que participa en la adhesion entre células y su interaccion
con la matriz extracelular, para la evaluacion las diferencias en su expresion entre los tipos de AC
y con CA, asi como su relacién con el marcador de proliferaciéon celular Ki67, observando
aumento en la expresion de Syndecan-1 y bajo indice de Ki67 en AC y Am, en contraste con una
evidente disminucion de Syndecan-1 y alto indice de Ki67 en CA, concluyendo que la pérdida de
la expresion de Syndecan-1 esta relacionada con incremento de la proliferacion celular asociada a
la disminucion en la adhesidn celular, incrementando el riesgo de invasion celular y metastasis,
por lo que la evaluacion de Syndecan-1 y Ki67 permitiria predecir la agresividad tumoral

(Bologna y cols., 2008; Bologna y cols., 2009). De igual manera se han estudiado FGF2 y
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FGFR1, cuya expresion citoplasmatica en células tumorales se ha relacionado con una mayor tasa

de recurrencia (Fonseca y cols., 2018).

1.2.2. Carcinomas odontogénicos
Los tumores odontogénicos malignos (TOM) representan menos del 6% de todos los tumores
odontogénicos (Fonseca y cols., 2016). Aunque la etiopatogenia es desconocida, se tiene claro
que algunos se desarrollan de novo a partir de restos de tejido odontogénico y otros a partir de
quistes o tumores odontogénicos benignos preexistentes. Dependiendo del tejido a partir del cual
se desarrollen, los TOM se pueden clasificar en carcinomas, carcinosarcomas O sarcomas

(Mosqueday cols., 2003; Lee y cols., 2015; EI-Naggar y cols., 2017).

En la 42 edicidon de la Clasificacion Histologica de Tumores de Cabeza y Cuello de la OMS
publicada en 2017 (Cuadro 1), los carcinomas odontogénicos (CO) se subdividen en: carcinoma
amelobléastico (CA), carcinoma intradseo primario NOS (CIP), carcinoma odontogénico
esclerosante (COE), carcinoma odontogénico de células claras (COCC) y carcinoma
odontogénico de células fantasma (COCF) (El-Naggar y cols., 2017). Vered y Wright reportan
que esta subdivision de los carcinomas odontogénicos se mantendrd para la 5* edicion de esta

clasificacion (Vered y Wright, 2022).

1.2.2.1. Carcinoma ameloblastico
El carcinoma ameloblastico (CA) es el carcinoma odontogénico mas comun y es considerado la
contraparte maligna del Am. Es una neoplasia maligna rara (cerca del 2% de los tumores
odontogeénicos), con comportamiento muy agresivo que se desarrolla principalmente entre los 40

y 50 afios, y puede ocurrir como lesion de novo o secundaria en pacientes con diagndstico previo
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de Am. Esta neoplasia muestra predileccion por el sexo masculino y se localiza con mayor
frecuencia en la zona posterior de la mandibula en una proporcién 2:1 respecto al maxilar
(Mosqueda y cols., 2003; Fonseca y cols., 2016; EI-Naggar y cols., 2017; Melian y cols., 2022).

Clinicamente se presenta como una lesion de crecimiento rapido, expansiva, que provoca la
perforacion de las corticales e infiltra a tejidos blandos adyacentes, la cual puede causar dolor y/o
parestesia. Radiograficamente se observa una lesion radiollcida, infiltrativa y con frecuencia
muestra bordes mal definidos con focos radiopacos y puede provocar reabsorcién radicular

(Fonseca y cols., 2016; EI-Naggar y cols., 2017; Melian y cols., 2022).

El CA histolégicamente presenta caracteristicas tipicas de un AC con patron folicular o
plexiforme, acompafiadas de caracteristicas citoldgicas de malignidad en proporciones variables,
tales como pleomorfismo celular, aumento de la relacion ndcleo-citoplasma, hipercromatismo
nuclear, incremento en la actividad mitosica y presencia de mitosis aberrantes, asi como invasion
vascular y del espacio perineural, y focos de necrosis. Se pueden observar zonas con pérdida de
los patrones histoldgicos, con formacion de laminas, nidos o trabéculas gruesas, en las cuales se
pierden las &reas que recuerdan al reticulo estrellado, la polaridad inversa de las células
periféricas en empalizada, y puede haber zonas con diferenciacion escamosa con formacion de
perlas de queratina. También se ha reportado la presencia de celulas claras, lo cual se ha
relacionado con un comportamiento mas agresivo (EI-Naggar y cols., 2017; Fonseca y cols.,

2018).

El diagnostico de CA en ocasiones puede ser dificil, y para ello se consideran las caracteristicas
clinicas e histopatoldgicas. EI AC es la principal neoplasia a considerar al momento del

diagnostico, ya que el CA suele presentar areas que asemejan al AC con caracteristicas sutiles de
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malignidad e incluso ser asintomaticos (38% de los casos) y con tiempo de evolucién largo
(Melian y cols., 2022), por lo que se han utilizado maltiples marcadores inmunohistoquimicos
para intentar diferenciar estas lesiones, principalmente en casos de AC que muestran indices de
proliferacion celular altos sin evidencia histoldgica suficiente de malignidad, sin que hasta ahora

se hayan podido establecer parametros claros para su diferenciacion inequivoca.

Cuadro 2. Caracteristicas histopatoldgicas de AC y CA de acuerdo con la
Clasificacion Histologica de Tumores de Cabeza y Cuello de la OMS (2017)

Ameloblastoma Convencional

Carcinoma ameloblastico

— Patron folicular: islas con capa

periférica de células cuboidales a
columnares con ndcleos polarizados
e hipercromaticos dispuestas en
empalizada y células centrales
angulares, dispuestas libremente
similares al reticulo estrellado del
organo del esmalte.

Patron plexiforme: islas y cordones
anastomosados de células
periféricas cubicas a columnares en
empalizada con ndcleo polarizado e
hipercromatico, con zonas centrales
similares al reticulo estrellado.

Presencia zonas con patron
histolégico de un ameloblastoma
(folicular/plexiforme).
Pleomorfismo celular.

Aumento de la relacion ndcleo-
citoplasma.

Hipercromatismo nuclear.
Incremento de la actividad
mitdsica y mitosis anormales.
Invasion vascular.

Invasion perineural.

Necrosis tumoral.




En CA se ha observado marcada sobreexpresion en los marcadores de proliferacion celular
MCM2, MCM3 y Ki-67, asi como en los marcadores de expresion de proteinas de genes
supresores de tumores p53 y p63, en comparacion con AC (Carredn y cols., 2015; Martinez y
cols., 2017). En CA se ha observado expresion homogénea en citoqueratinas (CK) AE1/AE3, 14
y 15, sobreexpresion en CK5 y CK18 y positividad en CK8, la cual es negativa en AC (Fonseca y
cols., 2018; Melian y cols., 2022). Por otro lado, al analizar marcadores vasculares, tanto
linfaticos como sanguineos, se ha observado en CA una disminucidn significativa en la expresion
de podoplanina (62% AC y 20% CA) y un incremento en la microdensidad vascular obtenida a

partir de CD105 en comparacién con AC (118 ACy 213 CA) (Sanchez y cols., 2017).

La tasa de recurrencia local es de hasta el 40%, asociada al abordaje quirdrgico y a la utilizacion
de tratamientos coadyuvantes y aproximadamente un tercio de los pacientes con CA desarrollan
metastasis, principalmente a pulmones. La supervivencia a 5 afios es de alrededor de 70% y la
media de supervivencia en afios es de 17.6, la cual disminuye notablemente en lesiones
localizadas en el maxilar (EI-Naggar y cols., 2017; Fonseca y cols., 2018; Melian y cols., 2022;

Vered y Wright, 2022).

1.3. Marcadores inmunohistoquimicos seleccionados para esta investigacion

1.3.1. Familia de los factores de crecimiento fibroblastico y sus receptores
La familia de los factores de crecimiento fibroblastico (FGFs) comprende 18 miembros y 4
proteinas analogas, cada uno formado a partir de un conjunto de péptidos homélogos que acttan
como potentes factores angiogénicos y reguladores de la proliferacion, diferenciacion y
supervivencia celular. Los FGFs se dividen en dos grupos de subfamilias, un grupo de accion

paracrina-autocrina y otro de accion endocrina. Cada uno de estos grupos requiere de un cofactor

9



para poder llevar a cabo la dimerizacion y activacion de su receptor. En el caso de las subfamilias
de accidn paracrina-autocrina, estas requieren de proteoglicanos heparan sulfato (HSPG) mientras
los de accion endocrina utilizan la enzima o/B-klotho (Aigner y cols., 2002; Katoh y Katoh, 2006;
Hardy y cols., 2011; Katoh y Nakagama, 2013; Hallinan y cols., 2015; Ipenburg y cols, 2016;

Jing y cols., 2016; Gongalves y cols., 2017).

Los receptores de factores de crecimiento fibroblastico (FGFRs) son receptores transmembrana
de la familia de las inmunoglobulinas, las cuales presentan en la region extracelular tres dominios
Ig (D1-D3) y un dominio citoplasmatico de tirosina quinasa. Los FGFs se unen a FGFRs gracias
al complejo de proteinas de acoplamiento FRS2/FRS3-SHP2-GRB2, lo cual les permite
transducir sus sefiales, fosforilar moléculas aguas abajo y participar en las vias de sefializacion
RAS~MAPK (crecimiento y diferenciacion celular), PI3K~AKT (supervivencia, proliferacion y
diferenciacion celular, asi como la tumorigénesis regulada por FGF), PI3K~aPKC (control de
polaridad celular) y WNT (migracion y diferenciaciéon celular), por lo que cumplen un papel
fundamental durante el desarrollo embrionario y fetal, asi como durante la odontogénesis (Aigner
y cols., 2002; Katoh y Katoh, 2006; Hardy y cols., 2011; Katoh y Nakagama, 2013; Hallinan y

cols., 2015; Jing y cols., 2016; Ipenburg y cols, 2016; Gongalves y cols., 2017).

Los FGFs se encuentran fuertemente ligados al heparan sulfato de la matriz extracelular, el cual
influye en su actividad biol6gica al interactuar con moléculas de adhesion, inhibidores de
proteasas y enzimas para que los FGFs se puedan unir a FGFRs, y de esta manera logren su
activacion. Para esto también es necesaria la presencia de la proteina de union FGF-BP, que

forma un enlace no covalente irreversible con los FGFs para prevenir su degradacion y actividad
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mitogénica (Zhang y cols., 2001; Aigner y cols., 2002; Zhang y cols., 2005). Los FGFs estan
regulados por genes Sprouts, los cuales actian como inhibidores enddgenos (Du y cols., 2018).

Durante la odontogénesis los FGFs regulan el tamafio y forma de los dientes, asi como el nimero
y el sitio en el que se desarrollaran (Du y cols., 2018). Entre sus principales funciones esta la
activacion de RAS/MAPK y PI3K/AKT aguas abajo y su funcion como factores quimiotacticos
que influyen en la migracion de las células mesenquimatosas al expresar FGF4 y disminuir la
expresion de FGF8, aunado con la regulacion a la baja de E-cadherina para permitir la migracion,
proliferacion y diferenciacion celular a lo largo de los estadios de la odontogénesis (Hardy y
cols., 2011; Du y cols., 2018). Los FGF también son los encargados de regular la diferenciacion
de los ameloblastos mediante la expresion de FGF4, FGF9 y FGFR1 en los preameloblastos y
FGFR1y FGF2 en el reticulo estrellado, y para la diferenciacién de los odontoblastos se expresan
FGF10 y FGFR1 en los preodontoblastos y FGF3 en el mesénquima de la papila dental (Zhang y
cols., 2005; Du y cols., 2018). El incremento de FGF se asocia con la interrupcion de la
formacion, y con anomalias en la morfologia o en la estructura del esmalte (Du y cols., 2018).
Diversos estudios han mostrado que las mutaciones, traslocaciones o pérdida de regulacion de
FGFs y/o FGFRs que surgen como resultado de la activacién aberrante u oncogénica de RTK se
asocian con la proliferacion celular, evasion de la muerte celular, incremento en la angiogénesis y
aumento de la invasividad, lo cual favorece la metéstasis (Katoh y Nakagama, 2013; Tanner y

Grose, 2015; Mariz y cols., 2019).

1.3.1.1. FGF2y FGFR1
El factor de crecimiento fibroblastico 2 (FGF2) se encuentra ampliamente distribuido en tejidos
embrionarios, tejidos adultos normales y tejidos tumorales. De manera inicial FGF2 se localiza

en la membrana basal, debido a su alta afinidad por el heparan sulfato, y la proteina de unién
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FGF-BP permite su activacion y movilizacion a través de la matriz extracelular (Zhang y cols.,
2001; Aigner y cols., 2002; Hallinan y cols., 2016). EI FGF2 transduce sefiales a través del
receptor de factor de crecimiento fibroblastico 1 (FGFR1) y actita como un factor
proangiogénico, de proliferacion y diferenciacion celular, asi como en la reparacion de tejidos

(Katoh y Katoh, 2006).

En la mucosa de la cavidad bucal, el FGF2 presenta expresion citoplasmatica en las capas basal y
parabasales del epitelio, mientras el FGFR1 muestra expresion nuclear en las capas superiores. La
desregulacién en la via FGF2-FGFR1 se ha identificado en distintos tipos de neoplasias benignas,
trastornos potencialmente malignos y neoplasias malignas (carcinoma bucal de células
escamosas, carcinomas de glandulas salivales, ameloblastoma y carcinoma ameloblastico) y se ha
correlacionado con carcinogénesis, disminucion de la diferenciacion celular, incremento en el
potencial invasivo y peor pronéstico (Katoh y Nakagama, 2013; Mariz y cols., 2018; Fonseca y
cols., 2018; Mariz y cols., 2019). Se ha reportado que tanto FGF2 como FGF10 interactdan con
TGFP y participan en la transicion epitelio mesénquima y en el cambio de FGFR2 a FGFRI, lo
que permite que las células sean mas sensibles a FGF2, ademas se ha observado que FGF2 actla
junto con VEGF en la angiogénesis y lifangiogénesis tumoral, lo cual podria incrementar el

potencial de metastasis (Jing y cols., 2016).

Respecto a TO, se han realizado diversos estudios con FGF2 y FGFR1 debido a su asociacion
con vias de sefializacion relacionadas al desarrollo de estos tumores. Especificamente en Am, la
sobreexpresion de estas proteinas en las células epiteliales tumorales se ha asociado con mayor
proliferacion celular y con incremento en el riesgo de recurrencia (So y cols., 2001; Fonseca y

cols., 2018).
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La interaccion entre FGF y la via MAPK ha sido estudiada debido a su participacion en multiples
procesos celulares normales y patoldgicos. Esta interaccion comienza con la dimerizacion y
activacion del FGFR, e inicia su sefializacion al unirse a las proteinas activadoras GRB2 y SHP2,
las cuales reclutan a SOS1/2 que son factores de intercambio de nucle6tidos de guanosina que se
encargan de convertir la GDP-Ras en GTP-Ras (Ras activada), enviando asi sefiales que activan
RAF/MEK/ERK, PI3K/AKT, TIAM-1/RAC y RALGDS/Ral. Cuando Ras activa RAF (RAF-1,
ARAF, BRAF y CRAF), este lleva a cabo la activacion de MEK1/2 el cual, también a través de
la fosforilacion, activa a ERK1/2, la que activa y fosforila moléculas diana como ETS (JUN y
ELK1), el cual es un factor de transcripcion que promueve la progresion del ciclo y la

proliferacion celulares (Jing y cols., 2016; Du y cols., 2018).

Mudiltiples neoplasias benignas y malignas se han asociado con alteraciones genéticas presentes a
lo largo de la via MAPK, como es el caso de los gliomas y astrocitomas, cuyo desarrollo se
asocia con frecuencia con la activacion de la via MAPK mediante alteraciones genéticas que
incluyen mutaciones BRAFV600E y en FGFR1 (Pathak y cols., 2017; Trisolini y cols., 2019;
Ellison y cols., 2019). En pacientes con astrocitoma se ha observado mutacion en FGFR1
coexistente con BRAFV600E en tumores esporadicos con comportamiento agresivo, y es
importante mencionar que, ademas se observé sobreexpresién inmunohistoquimica de FGFR1
aun en ausencia de alteraciones genéticas relacionadas tanto con BRAF como con FGFR1
(Pathak y cols., 2017). Se ha buscado estudiar la presencia de estas mutaciones con el fin de
encontrar candidatos a las terapias dirigidas contra BRAF y FGFR1 (Trisolini y cols., 2019). Esto
es importante ya que tanto en los AC como en los CA se presentan alteraciones genéticas en la
via MAPK, principalmente de BRAFVG600E, y se han observado alteraciones en la expresion

inmunohistoquimica de FGFR1 en Am (Sweeney y cols., 2014; Brown y cols., 2014; Fregnani y
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cols., 2017; Gongalves y cols., 2017; EI-Naggar y cols., 2017; Fonseca y cols., 2018; Duarte y

cols., 2019).

Distintos estudios han analizado el efecto de inhibidores de la via MAPK en AC, utilizando
inhibidores de BRAFV600E, inhibidores de MEK, o con terapias combinadas, las cuales han sido
aprobadas por la FDA (Brown y cols., 2014; Kaye y cols., 2015; Faden y Algarzi, 2017;
Fernandes y cols., 2018). Brown y cols., en 2014 analizaron el efecto in vitro de Vemurafenib en
una linea celular de ameloblastoma AM-1 con la mutacion BRAF V600E, el cual demostrd tener
un efecto inhibidor respecto a los grupos control (Brown y cols., 2014). Posteriormente Kaye y
cols en 2015 publicaron un estudio en el que se aplico terapia combinada con Dabrafenib y
Trametinib (inhibidores BRAF/MEK) en un paciente con AC mandibular con mutacion BRAF
V600E con madltiples recurrencias y metéstasis pulmonar, al cual se le realizd seguimiento con
PET/TC a las 8 y 20 semanas, observando reduccién del tamafio del tumor y desaparicion de la
masa tumoral pulmonar (Kaye y cols., 2015). Por otro lado, Faden y Algarzi (2017) probaron la
efectividad de Dabrafenib como monoterapia en una paciente de 83 afios con AC con multiples
recurrencias previamente tratadas con terapia quirdrgica conservadora, la cual, debido a
comorbilidades médicas, no fue candidata a tratamiento quirtrgico, por lo que se decidio iniciar
el tratamiento inhibidor de BRAFV600E al identificarse la mutacion. El tratamiento comenzo con
75mg dos veces al dia con una reduccion del 50% al mes, después de lo cual se observo una
reduccion de la masa tumoral sostenida hasta los 12 meses. Esto los llevo a sugerir que la dosis
minima efectiva podria estar muy por debajo de la dosis aprobada por la FDA (Faden y Algarzi.,
2017). Fernandes y cols., en 2018 también reportaron el uso de monoterapia con inhibidores de
BRAFVG600E, esta vez con Vemurafenib en una paciente de 29 afios con AC con multiples

recurrencias previamente tratadas quirdrgicamente y con radioterapia desde 1997 hasta 2016,
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cuando se inicid el tratamiento inhibidor, observando una reduccidn progresiva y sostenida de la

masa tumoral hasta el Gltimo estudio en 2017 (Fernandes y cols., 2018).

Debido a que las mutaciones y amplificaciones de FGFR se encuentran en una variedad de
neoplasias benignas y malignas y que se han relacionado con la patogénesis, comportamiento
bioldgico y la progresion de estas neoplasias, se estan realizando estudios clinicos en la busqueda
de crear agentes dirigidos a FGFR, principalmente para el tratamiento de cancer. Ejemplos de
ello son el cediranib, que es una multi-tirosina quinasa inhibidora de FGFR que estad en
evaluacion de fase Il para el cancer endometrial recurrente; el TKI258 y el AZD-4547 que
muestran actividad antitumoral en el carcinoma de células renales; el Lucitanib utilizado en el
tratamiento de tumores sélidos avanzados, y A114 y A117, inhibidores de FGFR1 que también
han mostrado actividad antitumoral. Estos inhibidores dirigidos a FGFR han mostrado supresion
del crecimiento tumoral, sin embargo, se ha observado resistencia tumoral intrinseca, duracién
media de la inhibicidn de pocos meses y resistencia tumoral a través de la regulacion positiva de
la sefializacion mediante otros miembros de los FGFs (Katoh y Nakagama, 2014; Jing y cols.,

2016; Fonseca y cols., 2018).

1.3.2. Marcador de proliferacion celular Ki67
El Ki67 es una proteina nuclear expresada constitutivamente en células de mamiferos en
proliferacion, identificada por Johannes Gerdes y cols., en 1991 en la ciudad de Kiel en Alemania
al utilizar un anticuerpo monoclonal de raton generado en 1983 a partir de la inmunizacion de
ratones con nucleos de una linea celular de linfoma Hodgkin, tomando su nombre de las dos
primeras letras del nombre de la ciudad y el nimero 67 del clon original en la placa de 96

pocillos, descubriendo también que esta proteina se expresaba durante las fases activas del ciclo
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celular y estaba ausente en células inactivas (Scholsen y Gerdes, 2000; Jurikova y cols., 2016;

Sobecki y cols., 2016).

En 1993 Schulder y cols., publicaron la estructura primaria completa, ya que hasta ese momento
se sabia que habia dos isoformas (una de 320 y otra de 359 KD), ambas con un dominio
Forkhead amino terminal (FHA N-terminal); son provenientes de un ARNm compuesto por una
region central de 16 repeticiones de Ki67 transcrito de un solo gen, el cual es considerado uno de
los mas grandes en mamiferos (Scholsen y Gerdes, 2000; Sobecki y cols., 2016; Sun y Kaufman,
2018). Posteriormente se definid que el ARNm de Ki67 era codificado por el gen MKI67 y que
su estructura central esta constituida por multiples repeticiones en tandem, ademas de que la
proteina Ki67 posee dos dominios de union a la proteina fosfatasa 1 (PP1), un dominio
conservado (CD) y un extremo rico en leucina y arginina carboxilo terminal (LR-C-terminal) que
junto con el dominio FHA permiten la unién de Ki67 a la cromatina (Sobecki y cols., 2016; Sun

y Kaufman, 2018).

En la actualidad, gracias a los avances en la biologia molecular se ha logrado determinar con
cierta claridad la participacion de Ki67 en la proliferacion celular y su interaccion con otros
elementos indispensables para la progresion del ciclo celular. Se sabe que después de la ruptura
de la envoltura nuclear, durante la fase G1 se da la transcripcion de MKI67, la activacion de
factores de transcripcion como E2F, B-MYB, FOXM1 y MuvB, y la inactivacion de la proteina
retinoblastoma (Rb), lo cual permite la traduccién de la proteina Ki67 al final de la fase G1, la
cual se posiciona en focos dentro del nucleoplasma para después formar parte del componente
fibrilar denso del nucléolo que contiene multiples copias del gen pre-ARNr-45S necesario para

formar los cromosomas (Jurikova y cols., 2016; Miller y cols., 2018; Uxa y cols., 2021). Durante
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la fase S aumentan los niveles de Ki67, localizandose de manera difusa en el nucléolo y el
nucleoplasma (Sobecki y cols., 2016; Jurikova y cols., 2016). Finalmente, la proteina KIF23
permite que Ki67 logre su maxima expresion en las fases G2 y M, en las que Ki67 unido a la
proteina fosfatasa 1 actia como surfactante y forma una malla fina alrededor de la cromatina en
condensacién llamada capa pericromosomica que actia como andamio para el resto de los
elementos que participan en la division celular (Sobecki y cols., 2016; Jurikova y cols., 2016;
Sun y Kaufman, 2018; Uxa y cols., 2021). Al final de la mitosis Ki67 queda dispersa en el
nucleoplasma, posteriormente el complejo represor transcripcional DREAM junto los supresores
de tumores p53 y p21, y la proteina retinoblastoma (Rb) regulan a la baja la transcripcion de
MKI67 y la degradacién de Ki67 se da a través del proteosoma, por lo que en la fase G1
temprana y en la fase GO la proteina Ki67 ya no se encuentra presente en la célula (Jurikova y

cols., 2016; Miller y cols., 2018; Sobecki y cols., 2016; Uxa y cols., 2021).

En conclusion, se sabe que la proteina Ki67 participa en la biogénesis ribosémica, regula el ciclo
celular, organiza la heterocromatina, participa en la separacion y movilidad de los cromosomas
mitoticos gracias a la estabilizacion y mantenimiento del huso mitético y es fundamental en el
ensamblaje de la capa pericromosomica (Sobecki y cols., 2016; Jurikova y cols., 2016; Miller y
cols.,, 2018; Sun y Kaufman, 2018; Uxa y cols., 2021). También se ha observado que la
sobreexpresion de Ki67 lleva a la formacion de heterocromatina ectdpica, mientras que la
disminucion puede provocar alteraciones en la expresion génica, la asimetria de las células hijas y

la interrupcidn de la nucleogénesis (Sobecki y cols., 2016).

El término “marcador de proliferacion celular” define a un antigeno que debe estar

continuamente presente durante el ciclo celular de todos los tipos celulares y la transicion de
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cualquier parte del ciclo a la no proliferacion debe ir seguida de su rapida desaparicion,
caracteristicas que cumple Ki67 (Scholsen y Gerdes, 2000; Bologna y cols., 2013). MIBL1 es el
anticuerpo monoclonal de eleccion para detectar el antigeno Ki67 mediante inmunohistoquimica,
y el indice de marcaje obtenido permite determinar la fraccion de crecimiento de una poblacién
celular determinada (Scholsen y Gerdes, 2000; Bologna y cols., 2013; Jurikova y cols., 2016).
Ki67 como marcador de proliferacion celular ha servido como factor diagnostico, prondstico y
predictor temprano de la eficacia de tratamientos enfocados en evitar la division celular en
diferentes neoplasias. En especial en cancer se ha correlacionado con el estadio tumoral, el
estatus ganglionar y el riesgo de recurrencia y metastasis, principalmente en cancer de mama,
cancer de prostata y mieloma maultiple (Scholsen y Gerdes, 2000; Andrade y cols., 2013; Jurikova

y cols., 2016; Miller y cols., 2018).

Ki67 ha sido comparado con otros marcadores de proliferacion celular como Germina, MCM2
MCM3 y PCNA, y ha mostrado ser muy sensible, principalmente al comparar AC con CA
(Bologna y cols., 2008; Bologna y cols., 2009; Torres y cols., 2009; Bologna y cols., 2013),
aunque no se ha determinado un punto de corte entre ambas lesiones. Se ha observado que
MCM2 y MCM3 pueden ser mas sensibles que Ki67, sin embargo, hay escasos estudios al
respecto (Carredn y cols., 2015; Jurikova y cols., 2016). Por otro lado, Torres y cols. estudiaron
la relacion entre Ki67 y MCM2 en distintos grados de displasia y carcinoma escamocelular en
mucosa bucal, y observaron que la relacién podria utilizarse para determinar no solo el indice de
células en proliferacién, sino también cuéles células a pesar de estar en reposo cuentan con los
requerimientos para iniciar la misma, lo cual serviria como predictor de malignizacion (Torres y

cols., 2009).
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1.3.3. Marcador de angiogénesis CD105
La endoglina humana, también conocida como CD105, es una glucoproteina transmembrana
homodimérica formada por subunidades unidas por disulfuro. CD105 es un factor
proangiogénico inducido por hipoxia que actia como receptor del factor de crecimiento
transformante B (TGF- ). Se encuentra presente en células endoteliales angiogénicas,
predominantemente en endotelio microvascular, mientras que es escasa en células endoteliales
linfaticas. También puede expresarse altamente en sincitiotrofoblastos y débilmente en
fibroblastos, células estromales y hematopoyéticas (Duff y cols., 2003; Fonsatti y cols., 2003;
Nassiri y cols., 2011). La interaccion entre TGF- B y CD105 provoca la fosforilacion de las
proteinas SMAD que actian como integrador de sefiales para modular la expresion génica. TGF-
B estd asociado a proliferacion, migracion y adhesion celular, cicatrizacion, hematopoyesis y
angiogénesis, asi como ser inductor de la inflamacién y supresor tumoral (Duff y cols., 2003;

Fonsatti y cols., 2003).

La angiogénesis comprende la formacion de vasos sanguineos a partir de los preexistentes, los
que mediante cambios morfogénicos degradan la membrana basal y forman brotes y
ramificaciones de células endoteliales con formacién de luz vascular, anastomosis de los vasos y
reclutamiento de células murales que formaran vasos sanguineos maduros (Duff y cols., 2003;
Nassiri y cols., 2011; Ollauri y cols., 2020). Ollauri y cols., proponen que la sobreexpresion
continua de CD105 promueve que las celulas endoteliales se mantengan activas (angiogénesis
continua) y no permite la estabilizacion del endotelio y la formacién de vasos maduros, lo cual
provoca extravasacion de eritrocitos, favorece el desarrollo de metéstasis y por lo tanto se asocia

a un peor pronostico (Ollauri y cols., 2020).
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La angiogénesis es esencial para la proliferacion celular, el crecimiento tumoral, la recurrencia y
la metéstasis, por lo que el estudio de la densidad de la microvasculatura se ha realizado de
manera habitual para evaluar el prondstico de un tumor. CD105 se ha estudiado en diversas
neoplasias malignas, tales como el carcinoma de mama, carcinoma hepatocelular y carcinoma
escamocelular bucal, y se ha observado sobreexpresion en endotelio venoso y arterial de vasos
peri e intratumorales, lo cual se ha asociado a una disminucién en la supervivencia y un peor

prondstico (Duff y cols., 2003; Nassiri y cols., 2011).

La proteina CD105 se ha estudiado en una gran variedad de quistes y TO. Gadbail y cols.,
observaron sobreexpresién de CD105 en queratoquiste odontogénico, lo cual se relaciond con un
comportamiento localmente agresivo y alta tasa de recurrencia (Gadbail y cols., 2011). Por su
parte, Gonzélez y cols., estudiaron mixomas odontogénicos y los compararon con foliculos
dentales y observaron una baja expresién de CD105 en los mixomas mayores a tres cm, lo cual es
compatible con el comportamiento distinto de esta neoplasia en comparacion con otros TO y con
el foliculo dental, ya que en las fases tardias del mixoma la angiogénesis no juega un papel
relevante (Gonzélez y cols., 2016). Los resultados de los estudios que comparan CD105 con otros
marcadores endoteliales como CD34, CD31 y factor VIII, mostraron que éste es capaz de marcar
vasos nuevos y no es reactivo a las células endoteliales de los vasos sanguineos maduros
atrapados dentro de un tumor, ademas de que presenta mayor especificidad para evaluar la
microdensidad vascular intratumoral, por lo cual es utilizado para evaluar actividad y prondstico

en tumores (Nassiri y cols., 2011; Gonzélez y cols., 2016).
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2. Planteamiento del problema
El AC es una neoplasia benigna que presenta un comportamiento localmente agresivo, con patrén
de crecimiento invasivo, alta tasa de recurrencia y ocasionalmente presenta patrones
histomorfoldgicos que sugieren mayor agresividad los cuales pueden dificultar el diagnostico
diferencial con respecto al CA, que es considerado su contraparte maligna, debido a que ambas
lesiones comparten muchas caracteristicas clinico-patoldgicas sugestivas de neoplasia maligna,
tales como la capacidad de infiltracion y destruccion de tejidos vecinos, cierto grado de
hipercelularidad y puede haber incremento en el nimero de mitosis. Por otro lado, la muy baja
incidencia de casos reportados de CA no ha permitido la realizacién de estudios que nos

proporcionen herramientas de diagnostico para poder diferenciarlas con certeza.

De manera similar a lo observado en otros tumores, los marcadores inmunohistoquimicos pueden
ser Utiles como herramientas diagnosticas y para conocer mejor la histomorfogénesis de algunas
lesiones con comportamiento incierto. La sobreexpresion de factores activadores de la via MAPK
como FGF2 y FGFR1 se ha asociado con disminucion de la diferenciacion celular,
comportamiento agresivo y mal pronostico para el paciente. La proteina Ki67 es un marcador de
proliferacion celular que ha demostrado ser de utilidad en la identificacion de malignidad,
comportamiento agresivo y mal pronostico. Por otro lado, CD105 como marcador de
angiogenesis en diversas neoplasias se ha considerado como un indicador de agresividad, alta
tasa de recurrencia, mayor riesgo de metastasis, disminucion de la supervivencia y mal
pronostico. Estos marcadores no han sido plenamente estudiados en la comparacién entre AC y
CA, por lo que el presente estudio pretende explorar si la inmunoexpresion de estos marcadores

podria ser relevante para establecer con mayor precision su diagndstico.
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3. Justificacion
Las similitudes clinicas e histopatoldgicas del AC y el CA, pueden dificultad el diagndstico
diferencial de estas neoplasias, lo cual tiene una implicacion directa en la eleccion de tratamiento

y el pronostico, afectando de manera directa la calidad de vida de los afectados.

Se han estudiado multiples marcadores inmunohistoquimicos con el fin de identificar aquellos
que permitan encontrar diferencias que ayuden a determinar el diagnéstico de AC o CA con
mayor precision, sin que se haya podido encontrar hasta la fecha alguno que en particular permita
establecer con claridad dicha separacion. La comparacion y asociacion de la inmunoexpresion de
marcadores relacionados con la activacion de la via MAPK, con la angiogénesis y con la
proliferacion y diferenciacion celular tales como FGF2, FGFR1, Ki67 y CD105 en AC y CA
podria aportar elementos que permitan realizar el diagnostico diferencial entre estas dos entidades
y de esta forma contribuir al avance en la comprension de su histogénesis y su comportamiento

bioldgico.
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4. Objetivos
Objetivo general
Comparar la expresién inmunohistoquimica de los marcadores FGF2, FGFR1, el marcador de

proliferacion celular Ki67 y el marcador de angiogénesis CD105 entre AC y CA.

Objetivos especificos

Caracterizar y comparar la expresion inmunohistoquimica de los marcadores de

crecimiento fibroblastico FGF2 y FGFR1 entre AC y CA.

— Caracterizar y comparar la expresion inmunohistoquimica del marcador de proliferacion
celular Ki67 entre ACy CA.

— Caracterizar y comparar la microdensidad vascular a través de la expresion
inmunohistoquimica del marcador de angiogénesis CD105 entre AC y CA.

— Conocer la asociacion entre la expresion inmunohistoquimica de los marcadores FGF2 y
FGFR1, con la expresion de los marcadores Ki67 y CD105 en AC.

— Conocer la asociacion entre la expresion inmunohistoquimica de los marcadores FGF2 y

FGFR1, con la expresion de los marcadores Ki67 y CD105 en CA.
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5. Método
Disefio del estudio
Estudio de corte transversal, observacional y retrolectivo, en el que se incluyeron lesiones con
diagnostico de AC y CA, obtenidas de los archivos del Laboratorio de Patologia Bucal de la
Universidad Autonoma Metropolitana Unidad Xochimilco, del Servicio de Patologia Bucal
PERIBACT en la Ciudad de México, el Centro Clinico de Cabeza y Cuello de Guatemala y del

Laboratorio Getulio Sales Diagnosticos en Natal, Rio Grande del Norte, Brasil.

Criterios de inclusién
— Muestras tisulares con diagnoéstico histopatoldgico de AC y CA confirmado mediante la
revision de laminillas tefiidas con hematoxilina y eosina (H&E), y que cumplen los
criterios establecidos en la cuarta edicion de la Clasificacién Histologica de Tumores de
Cabeza y Cuello de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (El-Naggar y cols.,
2017).
Criterios de exclusion
— Casos de ameloblastomas no convencionales (uniquisticos, periféricos o metastatizantes).
Criterios de eliminacion
— Casos en los que no se contd con las condiciones requeridas para la realizacion de las

reacciones de inmunohistoquimica.
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Procedimientos de laboratorio

Se revisaron los archivos de los servicios incluidos en el estudio y se incluyeron un total de 42
casos, de los cuales 35 correspondieron a AC y 7 a CA. De los bloques de parafina se obtuvieron
nuevos cortes a 4 que fueron tefildos con hematoxilina y eosina (H&E), con los cuales los
diagnosticos fueron confirmados por dos patélogos bucales basandose en los criterios
establecidos en la cuarta edicion de la Clasificacion Histologica de Tumores de Cabeza y Cuello
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) descritos con anterioridad en el Cuadro 2 (El-
Naggar y cols., 2017). En los casos en los que no hubo concordancia en el diagndstico entre los
patologos, el diagnostico definitivo fue realizado por consenso. La concordancia inter-observador

no fue evaluada.

La base de datos fue elaborada en el programa de Microsoft® Office Excel, a partir de los datos
de la ficha de recoleccion disefiada para el estudio (Anexo 1), la cual incluye edad, sexo,
localizaciéon de la lesion, asi como el diagndstico histopatoldgico de la lesion y los resultados de

las reacciones de inmunohistoquimica.

Técnicas de inmunohistoquimica

La técnica de inmunohistoquimica de los marcadores FGF2, FGFR1, Ki67 y CD105 fue realizada
en el Laboratorio Getulio Sales Diagndsticos en Natal, Rio Grande del Norte, Brasil, con
métodos previamente descritos (Fonseca y cols., 2018; Sanchez y cols., 2017; Bologna y cols.,

2009).
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A partir de blogues de parafina de tejidos fijados con formalina al 10% se obtuvieron secciones
de 3 pum de espesor de cada uno de los bloques preparados para realizar la técnica IHQ mediante
el método indirecto de polimeros EnVision™ FLEX+, High pH (Dako K8012) en el equipo
Dako® Autostainer Plus, utilizando los anticuerpos especificados en el Cuadro 1, asi como

controles internos y externos para todos los casos.

La recuperacion antigénica se realizé previa desparafinacion y rehidratacion, en el equipo Dako®
PT Link con el reactivo Target Retrieval Solution, High pH (Dako® K8004). El bloqueo de la
peroxidasa enddgena se realizé durante 5 minutos mediante el reactivo de bloqueo de peroxidasa
EnVision™ FLEX (Dako® DM821), y se realizd la incubacion del suero primario durante 20
minutos. Posteriormente se aplicé el polimero EnVision™ FLEX/HRP (Dako® DM822) durante
20 minutos, para después realizar el revelado durante 5 minutos con EnVision™ FLEX DAB+
Chromogen (Dako® DM827). Finalmente se hizo contraste con hematoxilina de Harris en cada
uno de los portaobjetos, los cuales se deshidrataron y montaron en el equipo cubreobjetos Tissue-

Tek® Film®.

Cuadro 3. Panel de marcadores inmunohistoquimicos utilizados en el presente estudio.

Anticuerpo  Clon  Fabricante  Dilucion Control  Inmunomarcacion
FGF2 G-2  BIOSB® 1:50 COCE Citoplasmatica/
Nuclear
FGFR1 BIO SB® 1:50 COCE Citoplasmatica/
Membranal/ Nuclear
Ki67 MIB-1 DAKO® 1:100 Tonsila Nuclear
CD105 SN6h DAKO® 1:30 Tonsila Membranal
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Analisis inmunohistoquimico

El analisis inmunohistoquimico se realizd6 mediante la utilizacion de microscopio éptico con la
obtencion de iméagenes de alta resolucidn asistidas por computadora de las laminillas tefiidas con
H&E y con las tinciones inmunohistoquimicas de los marcadores seleccionados mediante el
empleo del escaner de portaobjetos Aperio Scanscope CS (Aperio Technologies Inc., Vista,

California, EE. UU.).

La evaluacion de la expresién de los marcadores inmunohistoquimicos se realiz6 por medio de la
seleccion de un campo en el que se observaron los criterios histopatoldgicos diagndsticos
representativos de cada lesion a 100x (Cuadro 2), de los cuales se obtuvo una fotomicrografia a
400x, misma que fue guardada en archivo TIF. Posteriormente, mediante la utilizacién del
software de visualizacion de portaobjetos para patologia Aperio ImageScope v12.2.2.5015
(Aperio Technologies Inc.) se aplico un algoritmo especifico para evaluar el score o porcentaje de
inmunoexpresion de cada marcador. Gracias a estos algoritmos el software permite la
identificacion de pixeles, nicleos y membranas tefiidas, y determina la intensidad de esta tincion
mostrando cuatro categorias: negatividad en color azul, tincion débil positiva en amarillo, tincion
positiva moderada en color naranja y en color rojo la tincion fuertemente positiva. La
cuantificacion de celulas tefiidas y el analisis de la intensidad permiten obtener un porcentaje de
expresion en el caso de la cuantificacién nuclear o un puntaje de expresion (SCORE) con valores

de 0 (negatividad), 1+, 2+ y 3+, tal como se observa en la Figura 1 (Leica BIOSYSTEMS, 2021).

Para el andlisis de los marcadores FGF2 y FGFR1 se aplic el algoritmo Positive pixel count v9
que permite obtener un puntaje de expresion mediante la suma del porcentaje de cada categoria

de intensidad multiplicado por la intensidad utilizando una formula previamente determinada
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([puntuacién tumoral = (porcentaje débil x 1) + (porcentaje moderado x 2) + (porcentaje fuerte x
3)] (Soares y cols., 2017). Para el analisis de Ki67 se aplico el algoritmo IHC nuclear v1 que
calcula la tincion nuclear total de las células tumorales, con el cual se obtuvo el porcentaje de
expresion positiva para determinar el indice proliferativo (Soares y cols., 2017), mientras que
para el andlisis de CD105 se utilizé el algoritmo IHC membrane v1 obteniendo un puntaje de
expresion membranal en células endoteliales de los vasos sanguineos para determinar la

microdensidad vascular.

Variables de estudio
Las variables fueron clasificadas en dependientes e independientes y se describen en el Cuadro 4,

incluyendo el tipo de variable, la escala de medicion y como fue evaluada (operacionalizacion).

CUADRO 4. Clasificacion, escala de medicion y operacionalizacion en las variables

dependientes e independientes

Variable Tipo de variable Escala de medicion  Operacionalizacion
Dependientes

FGF2 Cuantitativa Discreta Puntaje de expresion
FGFR1 Cuantitativa Discreta Puntaje de expresién
Ki67 Cuantitativa Continua Porcentaje de expresion
CD105 Cuantitativa Discreta Puntaje de expresion
Independientes

Edad Cuantitativa Discreta Afos

Sexo Cualitativa Nominal Femenino, Masculino
Localizacion de lesion Cualitativa Nominal Mandibula, Maxilar
Tipo de lesion Cualitativa Nominal AC!, CA?

LAC: ameloblastoma convencional:; 2CA: carcinoma ameloblastico
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Andlisis estadistico

La informacién de las variables del estudio se presenta como la mediana y la distancia
intercuartilar (Q1-Qs) para las variables continuas que no presentaron una distribucion normal.
Para estudiar las asociaciones entre los inmunomarcadores Y el tipo de lesién se realiz6 la prueba
de X2 para pruebas de independencia para las variables categéricas y para variables continuas sin
distribucion gaussiana se emple6 la prueba de Wilcoxon Rank Sum Test. El valor critico para las
pruebas de hipotesis fue p < 0.05. Se utilizé el paquete estadistico JMP, version 15 en el analisis

de datos.

Consideraciones bioéticas

De acuerdo con el articulo 17 del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud, esta investigacion se considera sin riesgo (categoria I) ya que emplea
técnicas y métodos de investigacion documental retrospectivos y no se realiza ninguna
intervencion o modificacion intencionada en las variables fisiologicas, psicolégicas y sociales de
los individuos que participan en el estudio (Diario Oficial de la Federacién [DOF], 05/10/2023,
art.17). La presente investigacion respeta la confidencialidad de los datos clinicos de las muestras
de los individuos de estudio involucrados, los cuales se utilizan con fines estadisticos y no podran
relacionarse con éstos de alguna manera. Los resultados de esta investigacion son compartidos
con la sociedad y la comunidad cientifica internacional, ya que los hallazgos pueden ayudar a
definir de forma mas precisa el diagnoéstico de AC y CA, y dan pie a proponer nuevas preguntas
de investigacion y realizar trabajos principalmente en el campo de la inmunohistoquimica, para

dar respuesta a las mismas.
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6. Resultados
El presente estudio incluy6 42 muestras tisulares de AC y CA, de las cuales 35 correspondieron a
AC (83.3%) y 7 a CA (16.7%). La mediana de edad fue 48 (Q1-Qs: 37.5-59) afios para AC y 28
afios (Q1-Qs: 22-65) para CA (Cuadro 5). En ambas lesiones la localizacion mas frecuente fue la
mandibula. En mujeres no se observaron tumores en maxilar, mientras en hombres representaron

el 38.1% (p=0.02) de AC y el 33.3% de CA (Cuadro 6).

En el Cuadro 7 se muestran los resultados del andlisis de las reacciones inmunohistoquimicas
realizadas, en el cual se observan diferencias estadisticamente significativas al comparar la
expresion para FGFR1 (p=0.0002), Ki67 (p=<0.0001) y CD105 (p=0.007) entre AC y CA. El
puntaje de expresién mas frecuente para el FGF2 fue 1 en ambos tipos de lesiones (Figura 2),
mientras que para el receptor FGFR1 fue de 1 (74.3%) en AC y de 3 (42.86%) en CA (Figura 3).
En la Figura 4 se observa que el puntaje de expresion mas frecuente de CD105 para la evaluacion
de la densidad microvascular en AC fue 0 (68.6%) y 2 en los casos de CA (57.1%). La mediana
en los porcentajes de expresion de Ki67 en los casos de AC fue de 0.7% (Q1-Q3: 0.2 - 1.9) y de
22.1% (Q1-Q3: 8.7 — 52.7) en CA (Figura 5), lo cual revela marcadas diferencias en el indice de

proliferacion celular entre estas lesiones.

El andlisis de la relacion entre FGF2 y FGFR1 con Ki67 en AC y CA arroj6 una asociacion
estadisticamente significativa entre FGF2 y Ki67 Gnicamente para los casos de AC (p=0.016), en
el que a mayor puntaje de expresion de FGF2 se observa mayor indice de proliferacion celular,
tal como se muestra en el Cuadro 8. En AC se destaca que al incrementar el puntaje de expresion

de FGFR1 se observa incremento en el indice de proliferacion celular.
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En el Cuadro 9 se muestra el analisis de la relacién entre FGF2 y FGFR1 con CD105 en AC y
CA, en el que observamos una asociacion estadisticamente significativa entre estos marcadores
en los casos de AC (p=0.015 y p=0.029, respectivamente). Cuando el puntaje de CD105 es 0 la
mayoria de los casos presentan FGF2 y FGFR1 con puntaje de 1, al igual que el 100% de los
casos con CD105 con puntaje de 1, mientras que la mayoria de los casos con CD105 con puntaje
de 2 presentaron un puntaje de expresion de 2 para FGF2 y FGFR1, mostrando una evidente

relacion entre este factor y su receptor con la densidad microvascular en AC.
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Cuadro 5. Caracteristicas clinicas de los 42 individuos con diagndstico ameloblastoma
convencional y carcinoma ameloblastico incluidos en este trabajo

AC CA P
n=35 n=7
n (%) n (%)
Sexo

Femenino 14 (40) 4 (57.1)

Masculino 21 (60) 3 (42.9) 0.405%
Mediana en edad (Q1-Q3) 48 (38 —59) 28 (22 — 65) 0.244°
Localizacién

Mandibula 27 (77.1) 6 (85.7)

Maxilar 8 (22.9) 1 (14.3) 0.6002

2 Prueba Chi-cuadrada Likekihood Ratio: ® Wilcoxon Rank Sum Test; Q:-Qs: intervalo
intercuartilar; AC: ameloblastoma convencional; CA: carcinoma ameloblastico
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Cuadro 6. Relacion entre localizacion y sexo en ACy CA

Femenino Masculino P
n=18 n=24
n (%) n (%)

AC

Mandibula 14 (100) 13 (61.9)

Maxilar 0 (0) 8 (38.1) 0.0122
CA

Mandibula 4 (100) 2 (66.7)

Maxilar 0 (0) 1 (33.3) 0.429?2

aPrueba exacta de Fisher; AC: ameloblastoma convencional; CA: carcinoma ameloblastico
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Cuadro 7. Puntajes y porcentaje de expresion de FGF2, FGFR1, Ki67 y CD105 en ACy CA

AC CA
n=35 n=7 P
n (%) n (%)
FGF2
0 0 (0) 0 (0) 0.1362
1 32 (91.4) 5 (71.4)
2 3 (8.6) 2 (28.6)
3 0 (0) 0 (0)
FGFR1
0 0 (0) 0 (0) 0.00022
1 26 (74.3) 2 (28.6)
2 9 (25.7) 2 (28.6)
3 0 (0) 3 (42.9)
Ki67
Mediana (Q1-Qs) 0.7 (0.2-1.9) 22.1 (8.7-52.7) <0.0001°
CD105
0 24 (68.6) 2 (28.6) 0.0072
1 8 (22.9) 1 (14.3)
2 3 (8.6) 4 (57.1)
3 0 (0) 0 (0)

2 Prueba Chi-cuadrada Likekihood Ratio; ® Wilcoxon Rank Sum Test; Q:-Qs: intervalo
intercuartilar; AC: ameloblastoma convencional; CA: carcinoma ameloblastico
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Cuadro 8. Asociacion de FGF2 y FGFR1 con Ki67 en ACy CA

Media de Ki67 P
(n)

AC

FGF2 puntaje de expresion
1 1.1 (32 0.016%
2 3.2 (3)

FGFR1 puntaje de expresion
1 1.2 (26) 0.650%
2 15 (9)

CA

FGF2 puntaje de expresion
1 32.1 (5) 0.4912
2 198 (2)

FGFR1 puntaje de expresion
1 319 (2 0.693%
2 372 (2)
3 205 (3)

2Oneway Anova; AC: ameloblastoma convencional; CA: carcinoma ameloblastico
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Cuadro 9. Asociacion de FGF2 y FGFR1 con CD105en ACy CA

Puntaje de expresion CD105 P
n (%o)
AC
FGF2 0 1 2
1 23 (95.8) 8 (100) 1 (33.3) 0.015%
2 1 (4.2 0 (0) 2 (66.7)
FGFR1
1 17 (70.8) 8 (100) 1 (33.3) 0.029?
2 7 (29.2) 0 (0) 2 (66.7)
CA
FGF2 0 1 2
1 2 (100) 0 (0) 3 (75 0.1432
2 0 (0) 1 (100) 1 (25)
FGFR1
1 1 (50) 0 (0) 1 (25) 0.403?
2 1 (50) 0 (0) 1 (25)
3 0 (0 1 (100) 2 (50)

2 Prueba Chi-cuadrada Likekihood Ratio; AC: ameloblastoma convencional; CA: carcinoma

ameloblastico
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7. Discusion
La comparacidon de la expresion inmunohistoquimica entre AC y CA de los marcadores FGFR1,
Ki67 y CD105 arrojo diferencias estadisticamente significativas, observando mayor expresién de
estos marcadores en los casos de CA con respecto a los de AC. Esto confirma la existencia de
diferencias en cuanto a proliferacion celular, angiogénesis y actividad tumoral que pueden
presentar estas lesiones y nos brinda nuevas herramientas que podrian orientar el diagnostico

diferencial de las mismas.

El estudio realizado por Nakao y cols. (2013) es el primer antecedente sobre la inmunoexpresién
y el posible papel de FGFR1 en AC, en el cual definieron que FGF7 y FGF10 a través de la
activacion de FGFR1 y FGFR2 estimulan la activacion de la via MAPK permitiendo la
fosforilacion de ERK 1 y 2, promoviendo asi la proliferacion celular para el desarrollo y
crecimiento del AC (Nakao y cols., 2013). Posteriormente, Fonseca y cols., en 2018 estudiaron la
expresion de FGF2 y FGFR1 en AC y observaron aumento en la expresion de FGFR1 en
pacientes mayores de 35 afios y que su expresion simultdnea con FGF2 esta asociada a los casos
de recurrencia, y sugirieron que esto se debe posiblemente a su participacion en la transduccién
de sefiales intracelulares como las que participan en la activacion de la via MAPK que regula
procesos bioldgicos como la proliferacion, diferenciacion y migracion celular y en la
angiogénesis (Fonseca y cols., 2018). En el presente estudio se observo que los casos de CA
presentaron mayor puntaje de expresion de FGFR1 con respecto a AC, lo cual sugiere que este
receptor podria estar involucrado en la patogénesis de estas lesiones mediante la interaccion con
otras moléculas de la via MAPK, y no necesariamente con FGF2, ya que como observamos en
nuestros resultados, FGF2 presento un puntaje de expresion similar en ambas lesiones, con ligera

variacion en la tincion, pero sin diferencias significativas, lo que sugiere que este factor podria no
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estar relacionado con la patogenia de estas lesiones, sino que su expresion estaria Unicamente
relacionada con el proceso de diferenciacion odontogénica, principalmente en la diferenciacion
de ameloblastos, gracias a la induccion de los mediadores necesarios para esta diferenciacion al
interactuar con FGFRL1 en el reticulo estrellado, 1o que en el caso de la odontogénesis ocurre
durante el estadio de campana tardia (Cobourne, 1999; So y cols., 2001; Du y cols., 2018). Estos
hallazgos en conjunto con la identificacion de mutaciones en BRAF y RAS confirman la
importancia de la via MAPK en AC y CA (So y cols., 2001; Sweeney y cols., 2014; Brown y
cols., 2014; Pathak y cols., 2017; Fregnani y cols., 2017; Gongalves y cols., 2017; Fonseca y
cols., 2018; Mariz y cols., 2018; Trisolini y cols., 2019; Ellison y cols., 2019; Duarte y cols.,

2019).

El marcador de proliferacion celular Ki67 ha sido ampliamente estudiado, principalmente para
sustentar el diagndstico, asi como para fines de clasificacion y estadificacion de algunas
neoplasias malignas (de Andrade y cols., 2013; Basilio y Pannain, 2015; Jurikova y cols., 2016).
Nuestro estudio mostro una diferencia estadisticamente significativa al comparar las medianas en
el porcentaje de expresion de AC y CA; lo que coincide con otros reportes (Yoon y cols., 2011;
Bologna y cols., 2013; Sanchez y cols., 2017; Martinez y cols., 2017). En AC se ha reportado que
mas del 80% de los casos presentan bajos indices de proliferacion celular (menores a 5%), y se ha
sefialado que los casos que presentan mayor indice de proliferacion se han asociado a pacientes
del sexo femenino y a tumores mandibulares mayores a 5 cm, multiloculares y recurrentes
(Bologna y cols., 2008; Carredn y cols., 2015). Por otro lado, los indices de proliferacion en CA
son comunmente superiores al 10%, con medianas de expresion entre 23 y 53% (Bologna y cols.,
2008; Hye-Jung y cols., 2011; Carreon y cols., 2015; Fregnani y cols., 2017; Martinez y cols.,

2017; Melian y cols., 2022). El estudio de Ki67 para la evaluacion del indice de proliferacion

38



celular en lesiones de la region bucal se ha realizado en displasias epiteliales, carcinoma de
células escamosas, nevos, melanomas, AC y CA, y ha demostrado ser méas sensible para el
registro de la actividad proliferativa celular que otros marcadores; sin embargo, al analizar la
expresion conjunta con algunos otros marcadores como MCM2, MCM3 y PCNA, se ha
observado que en conjunto con MCMZ2 se podria obtener la tasa de proliferacion celular y no solo
el numero de células que entraron al ciclo celular, lo cual daria mayor certeza a la evaluacién del
crecimiento tumoral (Torres y cols., 2009; Bologna y cols., 2013; De Andrade y cols., 2013;
Carreon y cols., 2015). En el presente estudio observamos que los casos de AC con mayor
porcentaje de Ki67 mostraron un mayor puntaje de expresion de FGF2, lo cual podria sugerir una
relacion entre estos marcadores como indicadores de mayor actividad tumoral. En CA no se
observo esta misma asociacion, lo cual podria estar relacionado al escaso nimero de casos de CA
incluidos en nuestro estudio, por lo que para confirmar la validez de dicha asociacién se tendria
que analizar el papel de FGF2 con Ki67 especificamente en esta lesion. A pesar de los resultados
significativos en este y otros estudios en lo que se refiere al uso de Ki67 para el diagnoéstico, es
importante mencionar que no ha sido posible establecer los indices de proliferacion exactos que
nos permitan diferenciar entre benignidad y malignidad, y especificamente en casos de AC y CA
no se ha podido determinar un punto de corte que permita diferenciarlos claramente, lo cual nos
confirma que, aunque para el diagnostico de estas lesiones la evaluacion del indice de
proliferacion celular es de gran valor, este debe ir acompafiado de la evaluacién de marcadores
asociados con el desarrollo, crecimiento y agresividad de la neoplasia, entre otras caracteristicas,
los cuales en conjunto podrian establecer con mayor precision el diagndéstico diferencial de estas

lesiones.
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El marcador de angiogénesis CD105 para la evaluacion de la densidad microvascular ha sido
poco estudiado en AC y CA (Sanchez y cols., 2017). En el presente estudio observamos mayor
densidad microvascular en CA con respecto a AC con diferencias significativas, lo cual coincide
con lo reportado por Sanchez y cols., en 2017, en donde compararon la densidad microvascular
mediante el andlisis de la expresion inmunohistoquimica de CD105 en casos de AU, ACy CA,y
encontraron que la densidad microvascular en los casos de AC era mayor en comparacion con los
casos de AU, mientras que la diferencia entre AC y CA era notablemente mayor (118 vasos/mm?
y 213 vasos/mm?, respectivamente), lo que permite suponer que el aumento en la densidad
microvascular en CA se asocia a una mayor angiogénesis y posiblemente también a un mayor
potencial de metastasis (Sanchez y cols., en 2017). En este trabajo encontramos una asociacion
significativa entre la expresién de CD105 con FGF2 y FGFR1 en AC, en donde a menor puntaje
de expresion de estos Ultimos se presenta menor expresion de CD105, mientras que al aumentar
su puntaje se observé una tendencia al aumento de CD105, el cual se sabe que actia como
receptor del TGF-B, mismo que incrementa la sensibilidad celular para el reconocimiento de
FGF2 por parte de FGFR1, y actia como un factor proangiogénico potente, e interactlia con
VEGF para promover la proliferacion y migracion de células endoteliales, y asi incrementar la
angiogenesis y lifangiogénesis tumoral (Jing y cols., 2016; Nassiri y cols., 2011). La ausencia de
resultados similares en CA a los observados en AC, podrian estar relacionados con el escaso
nimero de casos analizados, ya que estudios previos en CA han mostrado sobreexpresion de
VEGF vy otros marcadores relacionados con angiogénesis y lifangiogénesis (Akl y cols., 2016;
Jing y cols., 2016; Sanchez y cols., en 2016; Sanchez y cols., en 2017), sin embargo, se requiere
la realizacion de estudios donde se efectué la evaluacion de marcadores que intervengan en
distintas fases de la angiogénesis lo cual podria esclarecer su relacion con el desarrollo y

comportamiento de AC y CA.
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Estudios previos han demostrado que la sobreexpresion de FGFR1, Ki67 y CD105 se ha asociado
al comportamiento tumoral agresivo, mayor riesgo de recurrencia, disminucion de la
diferenciacion celular, mayor riesgo de metéstasis y peor prondstico en distintos tipos de
tumores, tales como carcinoma escamocelular bucal, carcinomas de cabeza y cuello, nevos y
melanomas orales, cancer pulmonar, tumores gastrointestinales, astrocitomas, gliomas, y diversos
tumores odontogénicos (Nassiri y cols., 2011; Gadbail y cols., 2011; Bologna y cols., 2013;
Basilio-de-Oliveira y Pannain., 2015; Carreron y cols., 2015; Gonzélez y cols., 2016; Pathak y
cols., 2016; Jing y cols., 2016; Sanchez y cols., 2017; Fonseca y cols., 2018; Mariz y cols., 2019;
Trisolini y cols., 2019). En el presente estudio esta relacién se confirma al observar mayor
expresion de estos marcadores en CA en comparacion con su expresion en AC, por lo que la
evaluacion de estos marcadores en conjunto podria ayudar a orientar el diagnostico diferencial
entre ambas lesiones y las asociaciones entre estos marcadores podrian servir como indicadores

del comportamiento tumoral.

Dentro de las limitaciones de este trabajo se encuentran el escaso nimero de casos de CA que
conformaron nuestra muestra, lo que puede resultar en una baja potencia del estudio y haga
posible que existan diferencias que no fueron identificadas con la muestra analizada; sin
embargo, esta limitacion es una constante en la mayoria de los estudios de CA debido a la baja
frecuencia de esta lesion a nivel internacional. Otra limitante fue la falta de datos clinicos
completos y de seguimiento en la mayoria de los casos, lo que suele estar asociado a las
caracteristicas propias de un estudio retrolectivo, en el que no hay control sobre el registro
completo de la informacién en cada caso, y al hecho de que existen variaciones debidas a que
dichos casos provienen de instituciones de distintos paises. A pesar de lo anterior, los hallazgos

de la presente investigacion destacan la importancia de la evaluacion conjunta de marcadores de
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precursores y activadores de la via MAPK, indices de proliferacion celular y densidad
microvascular, como herramientas Utiles que ayudan a una mejor definicion del diagndstico

diferencial entre AC y CA.
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8. Conclusiones
Los casos de CA presentaron mayor expresion de FGFR1, CD105 y Ki67 en comparacion con los
casos de AC, lo cual brinda elementos para realizar de mejor manera el diagndstico diferencial
entre ambas y nos permite evidenciar la relacién entre la expresion de estos marcadores y la

mayor capacidad de angiogénesis y proliferacion celular que puede presentar el CA.

Los resultados significativos encontrados al evaluar la asociacién entre la inmunoexpresion de
FGF2 y Ki67, asi como las asociaciones entre la inmunoexpresion de FGF2 y FGFR1 con CD105
en los casos de AC podrian servir como indicadores del comportamiento tumoral, pero destaca la
conveniencia de evaluar otros marcadores relacionados con la activacion y regulacion de la via

MAPK especificamente en procesos de angiogénesis y proliferacion celular.

La importancia del diagnostico de estas lesiones tiene una implicacion directa en el pronostico, la
eleccion del tratamiento y la calidad de vida para el paciente, principalmente al momento de
establecer el diagnostico definitivo, por lo que éste debe realizarse cuidadosamente, considerando
inicialmente las caracteristicas clinico-patoldgicas y posteriormente la utilizacion de estos y otros
marcadores que han mostrado resultados significativos orientados a determinar si una lesion

presenta un comportamiento bioldgico mas agresivo.
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9. Perspectivas
Los resultados obtenidos en este trabajo serviran de base para el desarrollo de estudios en los que
se evalien a mayor profundidad, por ejemplo, las asociaciones observadas entre la
inmunoexpresion de los marcadores FGF2, FGFR1, Ki67 y CD105 con la presencia de mutacion
BRAFV600E en AC y CA con el fin determinar si podrian ser utilizados como indicadores de
comportamiento agresivo o incluso como predictores de transformacion maligna, ya que la
presencia de esta mutacién se asocia con comportamiento menos agresivo y los resultados
podrian justificar la utilizacién de terapias dirigidas, como el caso de los inhibidores de FGFR1 o

inhibidores de BRAFV600E.
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Anexos

Anexo 1.

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

ESTUDIO COMPARATIVO DE LA INMUNOEXPRESION DE FGF2, FGFR1, Ki67 Y

CD105 EN AMELOBLASTOMAS CONVENCIONALES Y CARCINOMAS

AMELOBLASTICOS

FICHA DE IDENTIFICACION Y CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS

| Sexo (Femenino®, Masculino?): | Edad:

| Folio:

CARACTERISTICAS CLINICAS E HISTOMORFOLOGICAS

| Diagnéstico (ACY, CAY): |

| Localizacién (Mandibula®, Maxilar?): |

INMUNOHISTOQUIMICA

Porcentaje de expresién nuclear

Marcador FGF2 FGFR1
Score de expresidn citoplasmatico y membranal

Marcador CD105

Score de expresion membranal

Marcador Ki67
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Figura 1. Andlisis inmunohistoquimico utilizando el software de visualizacién Aperio ImageScope, el cual al aplicar
algoritmos especificos para los distintos tipos de marcadores nos proporciona la distribucién e intensidad de la expresion;
esto nos permite identificar la negatividad en color azul, la positividad débil en amarillo, la positividad moderada en naranja
y la fuerte positividad en rojo. Estas imagenes nos permiten observar ejemplos aplicando el algoritmo Positive pixel count v9
para el FGFR1 con expresion membranal y citoplasmatica en las células tumorales (A), el algoritmo IHC membrane v1 para
CD105 con expresion membranal en células endoteliales de vasos sanguineos (B) y el algoritmo IHC nuclear v1 para Ki67
que presenta expresién nuclear de células tumorales en proliferacion (C)
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de AC (A) y CA (B) en los que se observa similitud en la distribucion e intensidad de la expresion
de FGF2 en la membrana y el citoplasma de las células tumorales con un puntaje total de expresion de 1 para ambas
lesiones. En C y D se destaca la mayor expresion en células similares al reticulo estrellado y escasa expresion en
células con diferenciacion escamosa
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Figura 3. Casos de AC (A) y CA (B) en los cuales se observa la expresion membranal y citoplasmética de FGFR1 en
células tumorales. AC (C) presenta un puntaje de expresion de 1 donde la expresion es practicamente imperceptible, a
diferencia de CA (D) que presenta un puntaje de 3 con intensa expresion a lo largo de toda la lesion, mostrando las
evidentes diferencias en los puntajes de expresion que permiten diferenciar claramente ambas lesiones (p=0.0002)
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Figura 4. Casos de AC (A) y CA (B) con expresion membranal de CD105 en células endoteliales que conforman los

la un

, presentando en su mayor

ineos
a diferencia de los casos de CA que presentan gran cantidad de vasos sangu

Los casos de AC presentan escaso nimero de vasos sangui

puntaje de expresion total de 0 (C),

vasos sanguineos.

Ineos

conformados por células con mayor intensidad de expresion, presentando un puntaje de expresion total de 2 (D),

mostrando la evidente diferencia en la microdensidad vascular que pueden presentar estas lesiones (p

0.007)
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Figura 5. Casos en los que se observa la expresion nuclear de Ki67 en células tumorales de AC (A) y CA (B), la cual
nos permite determinar el indice de proliferacion celular de cada tumor. Estos casos representan a las medianas de
expresion para cada tumor, siendo de 0.7% (Q1-Q3: 0.2 - 1.9) para AC (C) y de 22.1% (Q1-Q3: 8.7 — 52.7) para CA
(D), observando diferencias significativas que nos permite diferenciar ambos tumores (p=<0.0001)
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