“ FO
UNIVERSIDAD

DE LA REPUBLICA Facultad de Odontologia ESCUELA DE GRADUADOS
URUGUAY UNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA

INMUNOEXPRESION DE EP-CAM (MOC-31) EN
AMELOBLASTOMAS Y CARCINOMAS AMELOBLASTICOS.

DRA. NATHALIE DERDERIAN

MAESTRIA EN CIENCIAS ODONTOLOGICAS

OPCION BIOLOGIA ORAL

ESCUELA DE GRADUADOS — FACULTAD DE ODONTOLOGIA

UNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA URUGUAY

ANO 2021



A Dios, por ser mi Padre amoroso y amigo incondicional, por dar su vida por mi y dar verdadero

sentido a mi vida. El que me protege, nunca me abandona y renueva mis fuerzas cada dia...

A mi esposo David, por ser la persona que mas amo por la eternidad, mi gran amor, amigo,

compariero, padre de mis hijos, la mejor persona que Dios puso para siempre en mi camino...

A mis hijos, mis mellis Jeremias y Emanuel, por ser los amores de toda mi vida, mis bendiciones

mas hermosas, las luces de mis ojos, mi principal motor por quienes vivir cada dia...

A mis padres, Carlos y Ester, porque los amo con el alma entera, por ser los mejores padres, mi
ejemplo a seguir en la vida, por haberme dado todo su amor y mas, por mostrarme el camino por el

que debo andar ...

A mis hermanos, Adriné y Misak, porque no imagino mi vida sin ellos, porgque nos une algo que
es enorme y para siempre y porque los amo con todo mi ser... A mi hermanita Sol, por ser mi pequefia

y dulce nueva hermanita...

A mis abuelos, Agassi, Yeran, Misak y Rosa, porque no tengo palabras que describan todo lo
que significan para mi, por haberme dado su vida sin reservas, por ser los pilares mas importantes de
mi familia, ejemplos de amor, dulzura, valentia, lucha y entrega, por haberme regalado la infancia

mas feliz...

A mis tios, Dikran y Krikor, por haber sido siempre mis segundos padres, por haber estado

siempre para mis hermanos y para mi, sin dudar, sin vacilaciones, mis amados tios...

A mis suegros y padres del corazén, Carlos y Zulma, por haberme adoptado como su hija, por
todo el amor que me brindan desde el dia que los conoci, porque estoy eternamente agradecida a Dios

por los padres y la familia que me regald...

A toda mi familia, porque a todos los amo...



A mis amigas, Mariela, Sonia, Claudia, Stella, Ana y Paola, por su hermosa amistad, por el amor
de hermanas gue nos une y sus incansables oraciones a mi favor... A mi iglesia y mis hermanos en la

fe, todos ellos...

A mis amigas queridas, por haberme alentado a continuar hacia adelante...



INMUNOEXPRESION DE EP-CAM (MOC-31) EN AMELOBLASTOMAS Y

CARCINOMAS AMELOBLASTICOS.

Tesis de maestria en el marco de Maestria Académica en Ciencias
Odontoldgicas- opcién Biologia Oral, Facultad de Odontologia, Universidad de la
Republica.

Requisito para la obtencion del titulo de

Magister en Ciencias Odontologicas — Opcion Biologia Oral.

Autora: Dra. Nathalie Derderian Santurian
Tutor: Dr. Ronell Bologna Molina

Co- tutora: Dra. Laura Cosetti

El trabajo fue realizado en el Area de Patologia Molecular Estomatoldgica, en la
Facultad de Odontologia, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay.

Se realiz6 con fondos de Grupo CSIC 1+D 881880 “Patologia y Morfologia Molecular”.

Contacto: Dra. Nathalie Derderian Santurian
Celular: 099 379 183

Correo electronico: natushka_ian@hotmail.com



AGRADECIMIENTOS

Agradezco a todas las personas que han contribuido de alguna u otra forma en la realizacion de este

trabajo.

Gracias a la Escuela de Graduados de la Facultad de Odontologia de la Universidad de la Republica,

por la oportunidad de formacion permanente.

Gracias al Grupo CSIC 881880 “Patologia y Morfologia Molecular”, por su gran aporte brindando

todas las muestras tumorales para la realizacion de la técnica de inmunohistoquimica. Este trabajo

se realizo con fondos de Grupo CSIC I+D 881880 “Patologia y Morfologia Molecular”.

Gracias a la catedra de Histologia de la Facultad de Odontologia de la Universidad de la Republica,

por brindarnos las muestras de gérmenes dentarios para el estudio.

Gracias al equipo de trabajo del laboratorio de Patologia Molecular de la Facultad de Odontologia de
la Universidad de la Republica, en especial a mis colegas Vanesa Pereira y Gabriela Vigil, por su

apoyo durante la realizacion de la técnica de inmunohistoquimica.

Gracias al equipo de estadistica de Facultad de Odontologia de la Universidad de la Republica, en

especial al Lic. Fernando Massa, por su colaboracién en el analisis estadistico.

Gracias a la catedra de Patologia y Semiologia, y Clinica de Estomatologia de la Universidad de la

Republica, de la cual formo parte, por permitirme formarme en el area.

Gracias a mi querida profesora, Dra. Susana Vazquez, por los afios compartidos, sus valiosas

ensefianzas y consejos, en lo profesional y personal, que siempre tendré muy presentes.

Gracias a mi querida y actual profesora, Dra. Laura Cosetti, por confiar en mi y brindarme su apoyo

constante durante mi desempefio en la catedra y en la realizacién de este trabajo.



Miles de gracias a mi tutor, Dr. Ronell Bologna, por esta oportunidad de trabajo, por ensefiarme con

excelencia y abrirme camino a la formacion en el area de la investigacion.

Gracias a mi familia, en especial a mi esposo, padres y hermanos, porque sin su constante

colaboracidn, este trabajo no hubiese sido posible.



Resumen

Los tumores odontogéenicos constituyen un grupo heterogéneo de lesiones de poco frecuentes,
exclusivas de los huesos maxilares y mucosa bucal que los recubre, que surgen de los tejidos
formadores de las piezas dentarias o sus remanentes. El ameloblastoma es una de las neoplasias
odontogenicas mas prevalentes, de caracteristicas benigna agresiva, que se origina del epitelio
odontogeénico dentro de un estroma fibroso maduro desprovisto de ectomesénquima odontogénico. El
carcinoma amelobléastico es la neoplasia odontogénica maligna mas comdn, contraparte maligna del

ameloblastoma.

Este trabajo busca determinar la inmunoexpresion de Ep-CAM (MOC-31) en ameloblastoma y
carcinoma ameloblastico, y compararla con su expresion en germen dentario, con el objetivo de generar
informacion que contribuya a comprender el rol de esta proteina en la biologia tumoral de estas

neoplasias.

La inmunoexpresion de MOC-31 fue evaluada en 60 muestras tumorales de ameloblastoma y
nueve de carcinoma ameloblastico, y en 16 gérmenes dentarios. En ameloblastoma la expresiéon de
MOC-31 resultd negativa en una amplia mayoria de los casos (83.3%). El carcinoma ameloblastico
comparte similares resultados que la variante benigna (55.6% de negatividad). En contraste a estos
hallazgos, los gérmenes dentarios mostraron moderada a intensa positividad al marcador en un elevado
porcentaje de las muestras (81.3%). En ambos tumores la expresion de la proteina se observo de manera
difusa a nivel de la membrana y el citoplasma epitelial tumoral, en tanto que en gérmenes dentarios se

mostré de igual forma en el epitelio interno del érgano del esmalte y el reticulo estrellado adyacente.

De acuerdo a los resultados, podemos concluir que la elevada expresion de Ep-CAM en germen
dentario, sugiere un papel importante de esta proteina durante la odontogénesis. Su regulacion a la baja
en ameloblastoma podria estar relacionada con la pérdida de adhesion celular y organizacion epitelial
que marcan el inicio de la transformacidn neoplésica, y podria conferir agresividad local a esta entidad.
En cuanto a la relativa mayor expresion de Ep-CAM en el carcinoma ameloblastico respecto a su
variante benigna, surge la interrogante acerca de un posible rol de esta molécula en la transformacion
maligna del epitelio, lo que podria ser objeto de estudio para proximas investigaciones basadas en una

mayor casuistica.

PALABRAS CLAVE: ameloblastoma, carcinoma ameloblastico, germen dental, Ep-CAM,

inmunohistoquimica.



Abstract

Odontogenic tumors constitute a heterogeneous group of infrequent lesions, exclusive to the
maxillary bones and the buccal mucosa that covers them, which arise from the tissues that form the
teeth or their remnants. Ameloblastoma is one of the most prevalent odontogenic neoplasms, with
aggressive benign characteristics, originating from the odontogenic epithelium within a mature fibrous
stroma devoid of odontogenic ectomesenchyme. Ameloblastic carcinoma is the most common

malignant odontogenic neoplasm, a malignant counterpart of ameloblastoma.

The present study aims to determine the immunoexpression of Ep-CAM (MOC-31) in
ameloblastoma and ameloblastic carcinoma, and compare it with its expression in dental germ, with
the aim of generating information that contributes to understanding the role of this protein in the tumor
biology of these neoplasms.

The immunoexpression of MOC-31 was evaluated in 60 tumor samples of ameloblastoma and
nine of ameloblastic carcinoma, and in 16 dental germs. In ameloblastoma, MOC-31 expression was
negative in a vast majority of cases (83.3%). Ameloblastic carcinoma shares similar results as the
benign variant (55.6% negativity). In contrast to these findings, the dental germs showed moderate to
intense positivity to the marker in a high percentage of the samples (81.3%). In both tumors the
expression of the protein was observed diffusely at the level of the tumor membrane and epithelial
cytoplasm, while in dental germs it was shown in the same way in the internal epithelium of the enamel

organ and the adjacent stellate reticulum.

According to the results, we can conclude that the high expression of Ep-CAM in dental germ suggests
an important role for this protein during odontogenesis. Its down-regulation in ameloblastoma could
be related to the loss of cell adhesion and epithelial organization that mark the beginning of neoplastic
transformation, and could confer local aggressiveness to this entity. Regarding the relative greater
expression of Ep-CAM in ameloblastic carcinoma with respect to its benign variant, the question arises
about a possible role of this molecule in the malignant transformation of the epithelium, which could

be the object of study for future research based in a larger casuistry.

KEY WORDS: ameloblastoma, ameloblastic carcinoma, dental germ, Ep-CAM,

immunohistochemistry.
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LISTA DE SIGLAS Y ABREVIATURAS

AMEL Ameloblastoma

BRAF Gen humano que codifica una proteina llamada B-Raf.
CA Carcinoma ameloblastico

CAM Molécula de adhesion celular

Ep-CAM Molécula de adhesion de células epiteliales

EpEX Dominio extracelular de Ep-CAM

EpICD Dominio intracelular de Ep-CAM

GD Germen dentario

IHC Inmunohistoquimica

MAPK Proteina quinasa activada por mitdgenos

MEK- ERK Cascada de sefializacion: proteina quinasa activada por mitégenos/ quinasa regulada por

sefiales extracelulares

MMP Metaloproteinasas de la matriz extracelular

MOC-31 Anticuerpo primario monoclonal anti Ep-CAM

OPG Osteoprotegerina

RANK Receptor activador del factor nuclear

RANKL Ligando de receptor activador para el factor nuclear k B

SHH Sonic hedgehog, proteina de la familia Hedgehog

SMO Smoothened gen, regulador de la via de sefializacién Hedgehog (HH)

TOD Tumor odontogénico
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la mandibula. (b) OPT que muestra imagen multilocular en el cuerpo y rama izquierda de la mandibula.

Figura 2. Ameloblastoma uniquistico. (a) Ameloblastoma del cuerpo izquierdo de la mandibula que
causa deformidad facial. (b) Deformacién vestibular izquierda a nivel de cuerpo y rama mandibular,
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(d) Imagen oclusal que muestra expansion de tablas vestibular y lingual mandibular izquierda.

Figura 3. Carcinoma ameloblastico. (a) Tumoracion que se exterioriza en sector anteroinferior de
reborde mandibular, bordes indefinidos, sangrante, infiltrante hacia vestibular y lingual, que provoca

desplazamiento dentario. (b) Imagen vestibular de la misma lesion.

Figura 4. Esquema de la escala de tincién citoplasmatica- membrana, en base al conteo descrito por
HercepTest® (DAKO, Carpinteria, CA, USA) para cancer de mama.

Figura 5. Inmunoexpresion de MOC-31 en ameloblastoma. A- Intensa positividad en islotes epiteliales.

B- Positividad moderada a nivel epitelial. 20x.
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Figura 6. Inmunoexpresion de MOC-31 en carcinoma ameloblastico. A, B- Positividad intensa para
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Figura 7. Inmunoexpresion de MOC-31 en germen dentario en etapa de casquete. A- En el asa cervical
se observa una disminucion de la inmunoexpresion. B- Intensa inmunoexpresion en epitelio y papila

dental. C- Asa cervical con menor inmunoexpresion marcando etapa de desarrollo. 20x.

Figura 8. Gérmenes dentarios. Positividad intensa para MOC-31 en epitelio interno del 6rgano del

esmalte y reticulo estrellado. A- 10x. B- 40x.

Gréfico 1. Frecuencias relativas de la expresion de MOC-31 en variantes tumorales y
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1)  INTRODUCCION

Los tumores odontogénicos (TODs) son lesiones exclusivas de la cavidad oral, cuya

denominacidn hace referencia a su origen en el aparato odontogeénico, es decir, formador de dientes (1)

).

En la actualidad existe controversia acerca de la patogenia y categorizacion de los TODs, debido

al variado comportamiento bioldgico de estas entidades (1) (2).

El ameloblastoma (AMEL), corresponde a una de las neoplasias odontogénicas mas frecuentes,
cuyo comportamiento localmente agresivo y su posible potencial de transformacién maligna, lo
convierten en motivo constante de investigacion (3). El carcinoma ameloblastico (CA), contraparte
maligna del AMEL, a pesar de constituir una neoplasia de rara aparicion, desafortunadamente presenta
un comportamiento invasivo, con alta tasa de recurrencia posterior a la cirugia, lo que causa destruccion

Osea extensa, representando un desafio su diagndstico y tratamiento (4).

La molécula de adhesion de células epiteliales (Ep-CAM), es una glicoproteina presente en la
superficie de las células epiteliales, que se ha descrito para mediar en la adhesion célula-célula por
interaccion homofilica (5) (6). Estudios previos han revelado que la misma contribuye a varios
procesos bioldgicos, incluida la adhesion, sefializacion, migracion, proliferacion y diferenciacion
celular, y la formacién y mantenimiento de la morfologia de érganos (7) (8). También se describe
implicada en diversos mecanismos patoldgicos asociados a formacion tumoral, lo que justifica su

estudio en estas neoplasias (9).

Por su parte, MOC-31, es un anticuerpo primario monoclonal de ratén que se utiliza para
reconocer a la mencionada proteina mediante estudios de inmunohistoguimica (10), razén por la cual

su empleo resulta de utilidad en esta investigacion.

El presente estudio pretende analizar la inmunoexpresion de Ep-CAM (MOC-31) en AMEL y
CA, y compararlos con su expresion en gérmenes dentarios (GD), los que representan la contraparte

normal de las neoplasias.
2) MARCO TEORICO
2.1.  Odontogénesis y gérmenes dentarios

La odontogénesis se define como el proceso embrionario que da origen a la formacion de los
GDs. En este proceso intervienen fundamentalmente los tejidos embrionarios del mesodermo y

ectodermo. Comienza en la sexta semana en el embrién humano (cuando se forma la lamina
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dentaria). Como consecuencia de una actividad proliferativa continuada y localizada del ectodermo

en el ectomesénquima subyacente, tendra lugar la formacion dentaria (11).

Durante el desarrollo dentario, los GDs transcurren por diferentes estadios morfologicos,

denominados brote o yema, casquete, campana y foliculo dentario (12).

Desde el punto de vista estructural, los GDs presentan tres sectores, dos de ellos de origen
ectomesenquimatico (la papila y el foliculo o saco dental), y uno epitelial (el érgano del esmalte)
(12).

2.2.  Tumores odontogénicos (TODs)

Los TODs constituyen un grupo heterogéneo de lesiones de poco frecuentes, exclusivas de los
huesos maxilares y mucosa bucal que los recubre, que surgen de los tejidos formadores de las piezas
dentarias o sus remanentes. Pueden derivar de los elementos epiteliales, mesenquimales y/o

ectomesenquimales involucrados en el proceso de odontogénesis (13) (2).

Poseen diversas caracteristicas clinicas e histopatoldgicas, su comportamiento biologico es
heterogéneo, incluyendo entidades que varian desde lesiones posiblemente hamartomatosas (o tumores
con bajo potencial de crecimiento), neoplasias benignas no agresivas y agresivas, y neoplasias malignas
con capacidad metastasica (13) (2).

Pueden hallarse dentro de los huesos maxilares (tipos centrales) o asociados a la mucosa oral
(tipos periféricos) (13) (2).

Los TODs representan menos del 1% de todos los tumores de cabeza y cuello (2). La incidencia
y prevalencia de estas neoplasias difiere segun area geogréafica estudiada. Representan entre 2% y 5%
de todas las lesiones maxilofaciales, segin hallazgos de investigaciones realizadas en América del Sur,
América del Norte y Europa (14) (15) (16) . Sin embargo, estudios realizados en Africa y Asia
mostraron una mayor frecuencia de estas lesiones, afectando hasta al 8.9% de todos los tumores
diagnosticados (17) (18) (19).

A pesar de su escasa frecuencia, son lesiones que adquieren particular relevancia para el paciente;
en especial las de comportamiento localmente agresivo, produciendo gran destruccion Osea y
complicaciones asociadas; dado que requieren tratamientos mutilantes y pueden comprometer la vida
(13) (2). Algunas entidades presentan alta propension a la recurrencia local (13) (2), otras pueden

desarrollar metéstasis a pesar de expresar un aspecto microscopicamente benigno (20), mientras que
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otras comprenden neoplasias malignas que muestran una agresividad variable y un potencial de

metastasis (1).

El profesional odontologo, cirujano maxilofacial y patdlogo, debe conocer tales patologias y su

comportamiento variable, para poder establecer un diagndstico y tratamiento adecuado.
2.3. Ameloblastoma (AMEL) y carcinoma amelobléastico (CA)

El AMEL fue reconocido por primera vez por Cusack en 1827 (21). Fue designado como
adamantinoma en 1885 por Malassez (22), y posteriormente denominado ameloblastoma en 1930 por
Ivey y Churchil (23). El término ameloblastoma fue acufado a partir de los vocablos “amel” y
“blastos”, el primero proviene del inglés, esmalte, y el segundo del griego, germen. Etimolégicamente
hace referencia a la histogénesis dental, pues se forma a partir del epitelio que origina los dientes, como
los restos de Serres y de Malassez, el epitelio reducido del érgano del esmalte o inclusive de la pared

epitelial de quistes odontogenicos, como el quiste dentigero (24).

El AMEL es una neoplasia odontogénica benigna agresiva que se origina del epitelio

odontogeénico dentro de un estroma fibroso maduro desprovisto de ectomesénquima odontogénico (13)
().

Es uno de los tumores odontogénicos mas prevalentes, representa el 9-14% de todos los tumores
odontogénicos y constituye aproximadamente el 1% de todas las neoplasias orales (24). Su incidencia
global, incluyendo estudios desde 1995 hasta 2018 y comparados con la revision previa de Reichart et

al. (1995), es estimada en 0,92 casos por millon de habitantes por afio (25).

Es la neoplasia odontogénica epitelial mas frecuente en los paises en desarrollo (26) (27), su
prevalencia es muy elevada en Africa y China (18) (28). En el hemisferio occidental, es el segundo en
frecuencia, luego del odontoma. La poblacién afroamericana tiene cinco veces mas probabilidades de
desarrollar este tumor en comparacion con la poblacion caucésica (29). Recientes investigaciones
realizadas en América del Sur, sefialan al AMEL como el tumor odontogénico mas frecuente en este
continente, seguido del odontoma (30), en tanto que otras lo ubican en segundo lugar luego del

queratoquiste odontogénico (31).

El pico de mayor incidencia de diagnéstico se encuentra entre la cuarta y quinta década de vida
(29). La mayoria de los pacientes con esta entidad se encuentran entre las edades de 30 y 60 afios, pero
el promedio de edad de diagnostico varia de un continente a otro (32) (33). Estudios recientes detallan
la edad media de los pacientes en el momento del diagnéstico en 34,3 afios. Por otra parte, sefialan la

incidencia maxima en Africay América del Sur en la tercera década, mientras que en Europay América
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del Norte en la quinta y sexta déecadas (25). Sélo el 10-15% de los casos de AMEL se producen en la

poblacion pediétrica, pero este porcentaje puede ser tan alto como el 25% en Africa y Asia (34).

La distribucion global por sexo destaca mayor frecuencia en sexo masculino, segin estudios

recientes, consistentes con la revision de Reichart et al. (1995) (25).

El término carcinoma ameloblastico fue introducido por Shafer et al. (1974) para describir un

tumor que surge de la transformacion maligna de las células epiteliales de un AMEL (35).

El CA es una neoplasia odontogénica maligna de origen epitelial. Contraparte maligna del AMEL
().

A pesar de la rareza del CA en comparacion con el AMEL, es la neoplasia odontogénica maligna
méas comun (36) (37). Su frecuencia relativa es inferior al 1% de todas las neoplasias malignas en la

region de la cabeza y el cuello (38).

Hallazgos de la literatura demuestran que ocurre en un rango de edad promedio de 30-50 afios
(29), con una edad media de 36.8 afios (£ 15.5) (39). Algunos autores sugieren una variacion en la edad
media de los pacientes diagnosticados con CA, observando una mayor edad media para lesiones

maxilares, en comparacion con las mandibulares (40).

Respecto a su distribucidn por sexo, el consenso general de la mayoria de los estudios relata
mayor frecuencia de ocurrencia en varones (41) (36). Esta mayor predileccion masculina sigue el

patron de distribucion de su contraparte benigna (29).
2.3.1. Cambios en la clasificacion 2005- 2017

El principio de desarrollar un estdndar internacional para la clasificacion de los TODs fue
acordado por la OMS en 1952, pero las primeras ediciones de la serie de Clasificacion Histoldgica
Internacional no se publicaron hasta después de 1967. ElI nimero cinco de las series, publicado en
1971, fue el primer intento de una clasificacion estdndar internacionalmente aceptada de tumores
odontogénicos. Esta 1ra edicion de 1972 se tituldo “Tipos histoldgicos de tumores odontogénicos,
quistes de los maxilares y lesiones afines”, y fue deliberadamente inclusiva, para asegurar que todas
las neoplasias y quistes del aparato odontogénico se clasificaran en este contexto, de modo que los
patologos apreciaran y comprendieran las caracteristicas comunes de estas lesiones, para poder
alcanzar un diagnostico. También incluia una cantidad de lesiones 0seas que tienen caracteristicas
distintivas cuando surgen en los huesos maxilares, y que deben distinguirse de las neoplasias

odontogénicas (42).
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La 22 edicion fue publicada en 1992 y mantuvo esta amplia inclusion de lesiones (43).

La 3? edicion fue publicada en 2005, excluyd a los quistes odontogénicos, pero incluyé a las
lesiones relacionadas con los huesos maxilares. Aunque los autores parecian reconocer que las lesiones
6seas son importantes en el diagndstico diferencial de las lesiones de los huesos maxilares,
consideraron que no era necesaria la diferencia entre los quistes odontogénicos. También ignoraron el
hecho de que todavia existia un descuido sobre la verdadera naturaleza de un nimero de lesiones, que
se encuentran en la interface quiste- tumor. No incluir estas lesiones en la clasificacion causo

incertidumbre con respecto a la terminologia (13).

La Gltima y 4ta edicién publicada en 2017, ha incluido nuevamente los quistes odontogénicos,
siguiendo el criterio de las primeras ediciones. El enfoque aproximado de los editores y del grupo de
consenso internacional, fue simplificar la clasificacion y aclarar la terminologia para que los nombres

de las lesiones reflejaran adecuadamente su naturaleza y comportamiento bioldgico (2).

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en 2005, el AMEL fue clasificado en
entidades benignas y malignas basados en su comportamiento biol6gico (13).

Este tumor ha sufrido modificaciones en la terminologia y la clasificacion con la introduccion de
estudios genéticos actuales. El debate de AMEL benigno vs maligno fue discutido. Reconociendo su
agresividad local y su propension a recurrir, se mantuvo dentro de los tumores benignos, a pesar de la

variante increiblemente rara conocida como AMEL metastésico (44).

En la OMS de 2005, los AMELSs se clasificaron como sélidos / multiquisticos, extradseos /
periféricos, desmoplasicos y uniquisticos (13). Esta subclasificacidn se consideré demasiado compleja
y carente de significado bioldgico. La nueva clasificacion del 2017 ha dejado de utilizar la terminologia
solido / multiquistico, ya que este patron es bien conocido como tipico del AMEL convencional, y el
uso de “quistico” puede causar confusion con el tipo uniquistico. EIl AMEL desmoplasico también ha
sido eliminado como un tipo especifico y se describe como una variante histolégica del AMEL
convencional. Del mismo modo otras variantes, incluidas las foliculares, plexiformes y acantomatosas,
son histol6gicamente distintivas y pueden describirse; pero como entidad diagndstica, no hay ninguna
evidencia de diferencia en el comportamiento. EI AMEL periférico se comporta de manera diferente y
se conserva como un subtipo especifico. De manera similar, hay buena evidencia de que el AMEL
uniquistico tiene caracteristicas morfoldgicas distintas, y se conserva como un subtipo (45). EI AMEL
uniquistico se describe con tres variantes histoldgicas (2). Dos tipos no son controvertidos: el tipo
luminal es un quiste simple revestido por un epitelio ameloblastico, y el tipo intraluminal es similar,

pero con proliferaciones intra luminales del epitelio ameloblastico. Se considera que estos dos tipos
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tienen un buen pronostico y rara vez recurren luego de la enucleacion simple. Mas controversialmente,
el grupo de consenso retuvo el AMEL uniquistico mural como uno de los tres subtipos. Este tipo
muestra proliferacion de epitelio amelobléstico en la pared del quiste, con crecimiento centrifugo y en
ocasiones desprendimiento celular, lo que evidencia un comportamiento similar al AMEL
convencional, con tasas de recurrencia similares (46). Las recomendaciones sugieren que la invasion
mural debe ser vista como AMEL convencional debido a su tasa relativamente mas alta de recurrencia
respecto al tipo luminal (2). Sin embargo, a pesar de algunas pruebas de un comportamiento mas
agresivo, el grupo considerd que se necesitaban mas investigaciones para definir claramente el

comportamiento de esta lesion, antes de que se justificara una reclasificacion (45).

Respecto a las lesiones malignas, el AMEL metastatizante (maligno) y el CA son dos variantes
malignas distintas del AMEL. Mientras que CA surge de novo, de ex AMEL o de quiste odontogénico
(47); el AMEL metastatizante es indistinguible del AMEL convencional, pero con capacidad de

metastatizar a distancia (48).

ElI CA como neoplasia maligna odontogénica, combina las caracteristicas histoldgicas del AMEL
con atipia citoldgica, incluso en ausencia de metéastasis (49) (50). Hallazgos en la literatura, sefialan
una mayor incidencia de CA en comparacion con la de AMEL metastatizante en una proporcion de 2:1
(18). La clasificacion de 2005, divide a esta neoplasia en los subtipos primario y secundario. El subtipo
primario, también conocido como de novo, presenta caracteristicas de malignidad al inicio; mientras
que el subtipo secundario demuestra una transformacién maligna en un AMEL previamente existente,
independiente de la presencia o ausencia de metastasis (51). Existe una division adicional del tipo
secundario en dos subtipos, a saber, el tipo intradseo que surge dentro de un AMEL intradseo benigno

preexistente, y el tipo periférico, que surge dentro de uno periférico benigno (13).

En la actual clasificacion, se considerd que esta subdivision era innecesariamente compleja e
injustificada para dividir un tumor de tan rara aparicion. Actualmente continda simplemente como una

entidad Unica; CA, aungue se reconocen las caracteristicas histoldgicas variadas (44).

El AMEL metastatizante (maligno) se conoce como un tumor que conserva las caracteristicas
histoldgicas benignas del AMEL, independientemente del sitio de la metastasis (13) (41). Finalmente,
en esta nueva edicidn, se ha eliminado de la seccion de CA 'y se ha incluido como un tipo de AMEL
benigno convencional. Se define como un AMEL histolégicamente benigno que metastatiza en sitios
distantes. Tanto la lesion primaria como la metastasis deben tener caracteristicas histologicas del
AMEL benigno (44) (52).
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Cuadro 1. Cuadro comparativo de las clasificaciones de ameloblastoma y carcinoma
ameloblastico de 2005 y 2017 (44)

Entidades benignas

. o Ameloblastoma convencional (variantes
Ameloblastoma solido / multiquistico .
histoldgicas)

. Ameloblastoma uniquistico (variantes
Ameloblastoma uniquistico o
histologicas)

o Variante histologica de Ameloblastoma
Ameloblastoma desmopléasico )
convencional

Ameloblastoma extradseo / periférico | Ameloblastoma extradseo / periférico

Ameloblastoma metastatizante

Entidades malignas

Carcinoma ameloblastico: tumores
intradseos primarios y secundarios y Carcinoma ameloblastico

tumores periféricos secundarios

Ameloblastoma metastatizante

2.3.2. Caracteristicas clinicas, imagenolodgicas e histopatoldgicas
Ameloblastoma convencional

El AMEL convencional es un tumor odontogénico epitelial benigno intradseo, de crecimiento
progresivo, localmente agresivo, caracterizado por causar deformacion 6sea y presentar tendencia a la

recurrencia local ante una exéresis incompleta (2).
Representa aproximadamente el 91% de todas las variantes de AMEL (53).

Entre el 80 y 85% ocurren en el sector posterior mandibular, en el area molar y de la rama
ascendente, en tanto que los restantes 15 a 20% se presentan en el maxilar, usualmente en la regién
posterior (53). En su fase inicial, exhibe una expansion lenta, y posteriormente su crecimiento se
acelera, en ocasiones adquiriendo grandes proporciones (54). El incremento en su tamafio suele
acompafiarse de complicaciones que incluyen movilidad y/o pérdida dentaria, maloclusion, dolor,
parestesia, reabsorcion de tablas Gseas e invasion de tejidos blandos, deformacién facial, limitacion en

la apertura bucal, dificultad en la masticacion y obstruccion de la via aérea (55) (56) (Figura 1.a).
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Debido a sus caracteristicas de crecimiento localmente agresivo e infiltrante, el AMEL puede
convertirse rapidamente en un tumor masivo y expansivo que causa movilidad y desplazamiento de
piezas dentarias, y una apariencia facial con gran asimetria si el paciente no recibe tratamiento (53).
Aunque clasificado como benigno, el AMEL convencional, es el tumor odontogénico de origen
epitelial mas comudn con graves implicaciones clinicas (57). Debido al retraso en el acceso a la atencién
médica en algunos paises en desarrollo de Africa y Asia, los pacientes a menudo presentan lesiones de
gran tamafo, que pueden llevar a la muerte (53) (55) (56).

Radiograficamente, se presenta como una radiolucencia uni o multilocular, con apariencia similar
a burbujas de jabdn o panal de abejas. La apariencia unilocular es menos comdn. A menudo se observa
expansion de corticales vestibular y lingual. Puede observarse también reabsorcion radicular de las
piezas involucradas y asociacidn con piezas no erupcionadas. En la variante de AMEL desmoplasico,
puede observarse una apariencia radiografica que combina radiolucencias con radiopacidades, que

simulan lesiones fibroo6seas (55) (56) (Figura 1.b).

Los AMELs convencionales presentan diferentes tipos histopatoldgicos, incluidos foliculares,
plexiformes, acantomatosos, de células granulares, basaloide y desmoplasico. El patron folicular es el
mas comun, caracterizado por islas neoplasicas, formadas por &reas centrales de células dispersas que
se asemejan al reticulo estrellado del germen dental en desarrollo, recubiertas de células periféricas
columnares (empalizadas) que muestran polaridad nuclear inversa. El patrén plexiforme se caracteriza
por laminas delgadas como hebras, dispuestas en dos patrones celulares distintos: uno de células
basaloides a menudo organizadas en doble fila, sin empalizada o polaridad nuclear inversa; y otro de
hebras méas gruesas, formados por células centrales mas escamosas, pero sin empalizada periférica o
polaridad nuclear inversa. El patron acantomatoso presenta una disposicién celular similar al folicular,
pero con una diferenciacion escamosa en el centro; el diagnostico diferencial siempre incluye el
carcinoma de células escamosas 0 el tumor odontogénico escamoso. Los tipos de células granulares y
basaloides muestran cambio de células granulares o0 morfologia basaloide, respectivamente. Con la
variedad de células granulares, algunas o todas las células pueden mostrar cambios, lo que a menudo
dificulta el diagndstico. El apifiamiento nuclear y la hipercelularidad de la variante de células basales
siempre despiertan preocupacion por presentar caracteristicas similares a malignidad, pero esto en si
mismo no constituye diagnostico de malignidad. En el tipo desmoplasico, las células tumorales pueden
inducir desmoplasia estromal que a menudo comprime las células neoplasicas, dando como resultado
la pérdida de empalizada periférica y la polaridad nuclear inversa (58). A pesar de que los AMELSs

convencionales pueden mostrar un subtipo histolégico predominante, la mayoria muestra
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combinaciones de subtipos, pero todos estos tipos histopatologicos no presentan variacion en la

significacion clinica (59).

Figura 1. Ameloblastoma convencional. (A) Deformacién vestibular en el cuerpo y rama izquierda de la
mandibula. (B) Radiografia panoramica (OPT) que muestra imagen multilocular en el cuerpo y rama izquierda
de la mandibula. (Gentileza de la Prof?. Dra. Laura Cosetti).

Ameloblastoma uniquistico

El AMEL uniquistico, es descrito por primera vez por Robinson y Martinez en 1977, como una
lesion cuyos signos clinicos, radiograficos y la descripcién macroscdpica son compatibles con un
quiste; no obstante, el analisis histopatologico muestra el perfil tisular caracteristico de un AMEL en
la membrana quistica (24) (60). Es una variante de AMEL intradseo que se presenta como una cavidad

quistica, con o sin proliferaciéon luminal (2).

Es el segundo tipo de AMEL mas comin y representa alrededor del 5-15% del total de estas

lesiones (61).

Se ve con mayor frecuencia en pacientes mas jovenes con una edad promedio de 26,1 afios, y su
principal ubicacion es en sector posterior mandibular, donde a menudo se presenta como una
deformacion asintomatica (34). Aproximadamente el 90% de estos tumores se presentan en el area del
tercer molar mandibular y la rama ascendente (13), seguido por el cuerpo y la sinfisis mandibular (62)
(Figura 2.a.b).

Radiograficamente se presenta como una radiolucencia unilocular bien definida, a menudo
asociada con un diente no erupcionado, con mayor frecuencia el tercer molar mandibular (63) (64), lo
que le confiere caracteristicas radiograficas similares a los quistes dentigeros (53). Los casos no
relacionados con piezas dentarias retenidas pueden presentar un contorno festoneado (63) (64). A pesar

de que tiende a presentarse como una lesién unilocular bien definida, también se reporta un aspecto
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multilocular de esta variante tumoral (65). La reabsorcion radicular puede observarse, y la perforacion

cortical esta presente en casos avanzados (64).

El AMEL uniquistico es descripto con tres variantes histologicas (2). Ackerman y col. (1988)
sugieren el reconocimiento de los siguientes grupos histolégicos: I luminal, 1l intraluminal, y 11l mural.
El tipo | corresponde a un quiste simple revestido por un epitelio ameloblastico, en el que solo se afecta
el revestimiento del quiste, el tipo 11 es similar, pero con proliferaciones sélidas luminales del epitelio
ameloblastico (a menudo plexiforme) (66) (46). El tipo 111, como se menciond anteriormente, se retuvo
por el grupo de consenso como uno de los tres subtipos, a pesar de las controversias acerca de su
comportamiento. Este subtipo se presenta con proliferacion de epitelio amelobléastico en la pared del
quiste, lo que podria explicar las caracteristicas clinicas similares al AMEL convencional (46) (67).

En el AMEL uniquistico, solo el revestimiento epitelial del quiste muestra un cambio
ameloblastico (68). Vickers y Gorlin (1970), establecen algunas caracteristicas histologicas presentes
en el revestimiento epitelial para sugerir la interpretacion de AMEL temprano, que mantienen vigencia
en el diagnostico histopatologico de estas lesiones: hipercromatismo nuclear, polarizacion invertida y
disposicion en empalizada de los nucleos basales, vacuolizacion del citoplasma celular basal, células
suprabasales con pérdida de la cohesion (asemeja a reticulo estrellado) e hialinizacion del conectivo

adyacente a la membrana basal (69).
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Figura 2. Ameloblastoma uniquistico. (A) Ameloblastoma del cuerpo izquierdo de la mandibula que causa
deformidad facial. (B) Deformacion vestibular izquierda a nivel de cuerpo y rama mandibular, exteriorizacion
y solucién de continuidad en mucosa de reborde alveolar. (C) Radiografia panoramica (OPT) que muestra
imagen unilocular asociada a corona de molar retenido desplazado, en cuerpo y rama mandibular izquierda.
(D) Imagen tomografica que muestra expansion de tablas vestibular y lingual mandibular izquierda. (Gentileza

de la Prof®. Dra. Laura Cosetti).
Ameloblastoma extradseo / periférico

El AMEL extradseo / periférico es un AMEL que se presenta en los tejidos blandos de la encia
0 areas alveolares edéntulas y exhibe caracteristicas microscépicas de AMEL (2). Es una variante rara

e inusual de AMEL de localizacion extradsea, originado en la mucosa bucal (70).
Es la variedad menos frecuente, representa el 1% de estas lesiones (71) (72).

Los més afectados son los pacientes de mediana edad con una edad promedio de 52 afios. Estas
lesiones son mas comunes en la mandibula que en el maxilar; se encuentran en los tejidos blandos de
la encia posterior, sector retromolar y areas alveolares edéntulas, seguidos en frecuencia por la
tuberosidad maxilar (53). Clinicamente, se presenta como una masa sOlida, exofitica, sésil o
pediculada, indolora, con una superficie lisa o papilar/granular; la mucosa que lo recubre puede ser de
color similar a la mucosa normal o rojo. Su diametro promedio es de aproximadamente 1.3 cm. Los
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dientes adyacentes pueden estar inclinados. La duracién de la lesion puede ser de hasta 20 afios. La

impresion clinica es a menudo la de una lesion reactiva (73).
Radiograficamente, se puede observar una erosion superficial o depresion 6sea (29).

Histopatologicamente muestra patrones similares a los observados en el tipo convencional (74),
con tendencia al subtipo acantomatoso (75). Se caracteriza por un crecimiento ameloblastico dentro de
una capa epitelial escamosa, compuesto por nidos de celulas débilmente conectadas (76). Esta variante,
comparte con el AMEL convencional, las caracteristicas microscopicas definidas por la Organizacion
Mundial de la Salud: disposicién en islas conformadas por células columnares periféricas y células
centrales que se asemejan al reticulo estrellado; células periféricas hipercromaticas, alineadas en forma
de empalizada, cuyos nucleos presentan polaridad invertida y citoplasma vacuolado; y células centrales

dispersas que a menudo dan lugar a formaciones quisticas (13).
Carcinoma amelobléstico
El CA es una neoplasia odontogénica epitelial maligna, contraparte maligna del AMEL (2).

Extremadamente rara. Presenta una clara predilecciéon por la mandibula, dos tercios de estos

tumores ocurren en dicha localizacion y un tercio se originan en el maxilar (77).

Clinicamente se presenta como una gran tumoracién, que a menudo es asintomatica y de rapido
crecimiento, provoca una rapida expansion y deformacion cortical, perforacion e infiltracion en
estructuras adyacentes, y puede asociarse con movilidad dentaria y sangrado por ulceracion de la
mucosa. En el maxilar, los signos predominantes son la deformacion, con hemorragia gingival, trismus,
disfonia, parestesias, epistaxis y fistulas oroantrales (53) (Figura 3.a.b). Las caracteristicas clinicas y
el comportamiento bioldgico del CA pueden resultar similares al AMEL convencional en términos de
afectacion dsea asociada, movilidad dentaria y presentacion radiografica multilocular, sin embargo
puede distinguirse de la variante benigna en base a un examen clinico completo y caracteristicas
asociadas, como dolor acompafiante, ulceracién, rapida tasa de crecimiento y perforacion cortical del
hueso con o sin invasion de tejidos blandos, que a menudo sugieren malignidad (41) (78). Es un tumor
agresivo con tendencia a la metastasis, principalmente al pulmon, con una tasa de supervivencia media

que varia entre 5y 17,6 afios segun la vigilancia global, y los del maxilar son mas agresivos (2).

Radiograficamente, las lesiones de gran tamafio y de larga duracién muestran radiolucencias mal

definidas, de limites irregulares, carentes de corticalizacion que concuerdan con malignidad (2).
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La evidencia microscopica meticulosa de atipia citologica confirma el diagndstico de CA. Esta
neoplasia exhibe diversas caracteristicas histopatoldgicas que representan un dilema diagndstico, por
lo que se recomienda una evaluacion adecuada de los pacientes y un analisis exhaustivo de las
secciones quirdrgicas de la muestra (38). EI CA combina los patrones histologicos globales del AMEL,
con atipia citolégica que consiste fundamentalmente en actividades mit6ticas anormales,
hipercromatismo celular y nuclear y necrosis focal. Se compone de islas y cordones de epitelio
odontogénico amelobléstico en un patron infiltrativo. El epitelio puede revelar una capa externa Gnica
de células ameloblasticas de forma columnar o cuboidal que puede o no exhibir una tendencia a la
empalizada y la polaridad nuclear inversa. El reticulo estrellado dentro de las islas a menudo esta
condensado e hipercelular. Los rasgos caracteristicos de estas lesiones incluyen el agrandamiento
nuclear con nucleo punteado granular, hipercromatismo nuclear, pleomorfismo leve, una mayor
actividad mitética con formas anormales de mitosis. En algunos casos se puede observar disqueratosis,
formacion de perlas de queratina, necrosis y calcificaciones distroficas. Se pueden observar diferentes
patrones histopatoldgicos como células escamosas altamente diferenciadas o una variedad mas
basaloide y poco diferenciada en la contraparte maligna. En raras ocasiones, puede revelar una

diferenciacion celular clara (13).

Figura 3. Carcinoma ameloblastico. (A) Tumoracién que se exterioriza en sector anteroinferior de reborde
mandibular, bordes indefinidos, sangrante, infiltrante hacia vestibular y lingual, que provoca desplazamiento

dentario. (B) Imagen vestibular de la misma lesion. (Gentileza de la Prof?. Adj. Dra. Cecilia Vercesi).
2.3.3.  Avances en histopatogénesis

Uno de los tumores mas estudiados genéticamente con el objetivo de comprender su

etiopatogenia, comportamiento y pronostico es el AMEL (79).

En la actualidad se ha observado mutaciones en los genes de la via MAPK en casi el 90% de los
AMELSs convencionales, siendo BRAF V600E la mutacién mas frecuente (79) (80) (81). BRAF es una
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proteina quinasa de serina / treonina involucrada en la cascada de sefializacion, conocida como la ruta
de la proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK) (82). BRAF pertenece a una via de sefializacion
importante en las MAPK, altamente oncogeénica, denominada RAS / RAF / MEK / ERK (83) (84).
Diversos estimulos pueden activar receptores de las superficies celulares, iniciando la via de
transduccion de sefiales, entre ellas la reaccion en cascada RAS / RAF / MEK / ERK, que finalmente
activa diversos factores de transcripcion y regula la expresion génica (85). BRAF es una proteina que
conduce a diferentes mecanismos celulares, como el metabolismo, proliferacion, diferenciacion,
migracion, supervivencia y angiogénesis celular (86). BRAF juega un papel crucial en el cancer
humano, aproximadamente el 7% de todos los casos de cancer portan una mutacion BRAF, entre ellos
leucemia de células pilosas, melanomas, carcinomas papilares de tiroides, canceres colorrectales y
canceres de pulmon (83) (82). En varios tipos de cancer, la mayoria de las mutaciones de BRAF ocurren
en el residuo de aminoacido V600 (87), en la cual 600 residuos del gen BRAF, reemplazan la valina
por glutamina (V600E), dando como resultado la activacion constitutiva de la sefializacién de MEK /
ERK en tumores (88). Se ha observado ampliamente que BRAF V600E se asocia con la agresividad

del cadncer humano, tal como se ha demostrado en diversos tipos de canceres (89) (90) (91).

La activacion constitutiva de BRAF V600E asociada con el desarrollo del AMEL, se ha atribuido
a su progresion (92). Esta mutacion se correlaciona con varias caracteristicas clinico patoldgicas del
AMEL convencional, como la ubicacién dentro de la mandibula, la edad del paciente en el momento
del diagndstico, la histologia y posiblemente el pronostico. Se ha demostrado que las mutaciones de
BRAF ocurren mas en la mandibula y en pacientes mas jovenes (79), mientras que los AMELS de tipo
BRAF salvaje ocurren mas en el maxilar y muestran un tiempo libre de recurrencia mas corto (80). Se
demostré que el estado de la mutacion BRAF es un marcador independiente para la recurrencia
tumoral, se observd que los tumores de tipo BRAF salvaje recurren antes que los tumores de BRAF
mutantes (80). Estudios recientes confirman a BRAF V600E como la mutacion mas frecuente en
AMEL, asociada con frecuencia a otras mutaciones que confieren mas agresividad en el
comportamiento, con recurrencia y metastasis. Se ha descrito diferentes variantes mutacionales
asociadas con BRAF V600E (G606E y L597R) en el subtipo folicular y plexiforme (86). Estos estudios
genéticos sugieren que un nuevo tratamiento del AMEL agresivo y / o recurrente puede ser una terapia
dirigida al BRAF (58).

Otra mutacion cominmente observada en el AMEL es SMO, en la viano MAPK (79) (81). SMO
es una proteina cuya regulacion positiva esta relacionada con la sefializacion de la via Sonic Hedgehog

(SHH) que participa en la patogenesis de varias neoplasias malignas (93).
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Las mutaciones SMO exhiben una marcada preponderancia en los AMELSs maxilares (81) y, a
diferencia de BRAF, con frecuencia no estan asociadas con otras mutaciones (86). Se sugiere que la
sobreexpresion de SMO puede conducir a una activacion constitutiva de la via de sefializacion de SHH
y finalmente contribuir a la supervivencia y proliferacion celular. Una revision sistematica reciente
detecta mutaciones concomitantes de BRAF V600E con SMO en AMEL maxilar; considerando que
esta neoplasia podria tener un comportamiento mas agresivo en esta localizacion, debido a la
participacion de ambas mutaciones. Los autores resaltan la importancia de este hallazgo, dado que el
tratamiento de AMELs maxilares podria centrarse principalmente en terapias dirigidas contra SMO
(86). También describen cierta correlacion entre la mutacion y el tipo histoldgico, destacando la
mayoria de las variantes plexiformes con mutacion SMO, mientras que las variantes foliculares y
desmoplésicas con mutacion SMO o BRAF. Los tumores con mutaciones de SMO presentaron una

tendencia a la recurrencia mas temprana (81).

Estos resultados acerca de BRAF y SMO, podrian definir dos vias genéticas diferentes para el
desarrollo de los AMELSs (58), basadas en una especificidad anatbmica de las mutaciones (denticién

superior e inferior), y en sefiales espaciales, temporales y/o especificas de tipo celular (81).

El AMEL invade agresivamente el hueso circundante. Por tanto, se considera que el papel de los
osteoclastos en la resorcion dsea de esta neoplasia es importante (94). La remodelacién 6sea normal
estd regulada por las interacciones del activador del receptor del factor nuclear kappa B (RANK) en
los precursores de los osteoclastos, con su ligando unido a la membrana de los osteoblastos (RANKL).
Los osteoblastos también secretan osteoprotegerina (OPG), un receptor soluble que interactia con
RANKL para controlar las interacciones RANK-RANKL (95). El equilibrio de estos tres factores
(RANKL, RANK y OPG) es importante para controlar la remodelacion 6sea (96). Se ha demostrado
que los sistemas RANKL, RANK y OPG estan regulados de forma aberrante en varias lesiones
osteoliticas, incluidas las neoplésicas (97) . La sefializacion desorganizada de RANK-RANKL vy los
niveles alterados de OPG se han asociado con la pérdida 6sea lesional en el AMEL (98).

Recientemente se ha informado que las células del estroma juegan un papel esencial en diversas
enfermedades, mediante la secrecion de citocinas y factores de crecimiento, que estimulan el
crecimiento y la invasion tumoral (99). Estudios han demostrado que la interaccion entre las células
neoplasicas del AMEL vy los fibroblastos del estroma induce la produccién de citocinas como IL-6 e
IL-8 por parte de los fibroblastos estromales. Se ha informado que la expresion de estos factores
promueve la motilidad celular y la proliferacion de células neoplasicas (100), e induce la diferenciacion
de osteoclastos en el AMEL (100). Estos hallazgos sugieren que la interaccion entre las células
tumorales y las estromales circundantes puede influir en la invasion ésea y progresion del AMEL (94).
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Las metaloproteinasas de la matriz (MMP) son una familia de proteinasas capaces de degradar
la matriz extracelular y la membrana basal (101). Los AMELSs expresan altos niveles de MMP-1, MMP-
2y MMP-9 (102). La agresividad local de esta neoplasia se correlaciona con la actividad de MMP-2
que degrada el colageno tipo IV abundante en la membrana basal. Como el nivel de MMP-2 esta
regulado por las acciones activadoras e inhibidoras de MMP-14 y el inhibidor tisular de las
metaloproteinasas-2 de la matriz (TIMP-2) respectivamente, los niveles alterados del complejo MMP-
14 [ MMP-2 /| TIMP-2, especialmente en el AMEL convencional y recurrente, se han atribuido a las
propiedades de crecimiento invasivo del AMEL (103) (104). Varios estudios han propuesto que la
expresion de MMP-9 en los componentes epiteliales y estromales del AMEL esta asociada con su
invasividad local (105). También se ha informado la expresion de otros tipos de MMP en AMEL, como
MMP-13 (106). En la misma linea, se ha demostrado que la podoplanina, una glucoproteina
transmembrana de tipo mucina, se expresa mucho mas fuertemente en el AMEL recurrente en las
células columnares localizadas periféricamente que en las células centrales similares a un reticulo
estrellado. Por lo tanto, un patrén de expresion diferencial de podoplanina posiblemente contribuya a
la migracion, agregacion y recurrencia de las células ameloblasticas (107).

Otras vias moleculares se han asociado con la patogénesis, la invasividad y la recurrencia del
AMEL. Entre ellos marcadores moleculares implicados en la adhesion y migracion celular como
Syndecan-1 (CD138) (108), E-cadherina (109), integrinas al, o2, a3, a5, av, B1, B3 y p4 (110), y
claudinas 1, 4 y 7 (111); en la proliferacion celular tales como p16 (112), Ki-67 (113) y ciclina D1
(114); y en el crecimiento tumoral y la angiogénesis como FGF1 y FGF2 (115), VEGF (116) y PDGF
(117). Diversas investigaciones en AMEL incluyen también a marcadores apoptoticos como FAS,
ligando FAS y caspasa 3 (118), Bcl-2, bax y Survivin (119); y genes supresores tumorales como p53-
MDM2 (120), p16 (121) y PTEN (122). Algunos de estos se han considerado como marcadores
diagnosticos o pronosticos de AMEL (88).

Respecto al AMEL uniquistico, se ha observado también en algunos estudios, mutaciones de
BRAF V600E (80) (92) (123). Otros articulos sugieren que se necesita mas evidencia (58).

En el AMEL periférico aun no se ha demostrado alteraciones genéticas, aunque un articulo sefiala

un caso (no publicado) de AMEL uniquistico extradseo con inmunorreactividad BRAF por IHC (58).
El CA comparte la misma mutacion BRAF que el AMEL (124) (2).

El CA también expresa marcadores de células madre SOX2 y OCT-4. Un estudio reciente
confirma a estos marcadores como Utiles para distinguir el CA'y el AMEL convencional agresivo (125).

El factor de transcripcion SOX2 es ampliamente reconocido por sus funciones criticas durante la
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embriogénesis de mamiferos (126). Es necesario para mantener la capacidad pluripotente, se ha
demostrado que su eliminacion en células madre embrionarias de ratdn interrumpe su autorrenovacion
y conduce a la letalidad del embrion (127). Se ha encontrado que se expresa en la ld&mina dental y
participa en la renovacion de las células epiteliales durante el desarrollo dentario (128). SOX2 es
también un marcador de células madre cancerigenas que promueve el desarrollo ectodérmico, entre
ellos del epitelio odontogeénico (129). Su expresion estd implicada en el crecimiento, tumorogenicidad,
resistencia a los medicamentos y metéstasis en al menos 25 canceres diferentes, incluidos los canceres
de ovario, pulmén, piel, cerebro, mama, prostata y pancreas (130). OCT-4 es un factor de transcripcion,
regulador clave de la autorrenovacion en las células madre embrionarias. Se utiliza con frecuencia
como marcador de células indiferenciadas (131). Se ha relacionado con la tumorogénesis de células
germinales adultas (132).

Yoon y col. (133) y Bologna-Molina y col. (113) demostraron que la expresion del marcador de
proliferacion celular Ki-67 es mayor en CA que en AMEL. Esta alta expresion se correlacioné con la

agresividad del tumor CA.

Las mutaciones y la pérdida de heterocigosidad del gen supresor tumoral p53 se han asociado
con una mayor proliferacion celular y potencial maligno. Kumamoto y col. (2004) sugirieren que la
alteracion de la cascada de p53 conduce a la oncogénesis o transformacién maligna del epitelio
odontogénico del AMEL (120). Otro estudio concluye que la hipermetilacion del gen supresor de

tumores p16 podria jugar un papel en la progresion maligna del CA (121).
2.3.4. Tratamiento

Los principales objetivos del tratamiento del AMEL son la exéresis quirirgica completa del

tumor y la restauracion de la funcién masticatoria y la estética facial (134).

Se describen tratamientos con enfoque radical: reseccion marginal, segmentaria
hemimandibulectomia o maxilectomia, con reconstruccion inmediata o diferida, o con método

conservador: enucleacion y legrado extendido (135).

El tratamiento de eleccion es la reseccion quirdrgica radical con un amplio margen de tejido
normal circundante (136). Las Ultimas revisiones sistémicas han demostrado que, para formas agresivas
como el AMEL convencional, el tratamiento quirtrgico radical es mas apropiado, mientras que los
AMELSs uniquisticos y periféricos pueden tratarse de forma conservadora (137) (138) (139). Sin

embargo, estudios previos respaldan un enfoque quirudrgico radical, no solo en AMEL convencional,
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sino también en uniquistico, principalmente en la variante mural, dada la tasa de recurrencia

significativamente més alta que las variantes luminales (140) (141).

Las tasas de recurrencia del AMEL son elevadas, 15% al 25% después del tratamiento radical y
55% al 90% después del tratamiento conservador (136). Hallazgos sefialan que el 90% de los casos de
AMEL recurrente se asocian a una escision quirurgica inadecuada (142), mientras que las recurrencias

son excepcionales con la reseccion segmentaria de la mandibula (135).

Los AMELSs recurren con mayor frecuencia en cinco afios, Almeida y col. sugieren que los
pacientes deben someterse a control imagenoldgico cada seis meses durante cinco afos, y luego
anualmente durante otros cinco afios (135). La recurrencia después de un periodo de tiempo
significativo es rara, pero existen informes de casos que recurren luego de casi 50 afios desde la

reseccion inicial (143).

La recurrencia puede ocurrir en el sector 6seo libre de lesion, asi como en el fragmento de
reconstruccion. Se han notificado casos de recurrencia en injertos 6seos no vascularizados y colgajos
libres de peroné; sin embargo, los autores reconocen que no se pudo determinar la idoneidad de los
margenes quirdrgicos iniciales en el analisis histoldgico (144) (145) (146). En la actualidad, también
se describe algin caso de AMEL recidivante con neomandibula de peroné en presencia de margenes

quirurgicos iniciales adecuados (147).

Una consideracion especial constituye el tratamiento del AMEL metastasico y el CA. Kunze et
al demostraron que el pulmon es el 6rgano con la tasa metastasica mas alta de AMEL seguido de pleura,
ganglios linfaticos, hueso, cerebro, rifion e higado (148). La tasa de metastasis en pulmén es de

aproximadamente 75-88% de las metastasis (149).

En el AMEL recurrente, ya sea AMEL metastasico o CA, se implementan terapias adyuvantes,
que consisten en radioterapia y quimioterapia, las cuales son controvertidas en su uso debido a una alta
tasa de recurrencia y resultados impredecibles cuando se utilizan como terapia de primera linea y Gnica

sin tratamiento quirargico (150) (151).

Debido a estos hechos, se ha implementado nuevas estrategias terapeuticas dirigidas a derribar
las vias de sefializacion que participan en el desarrollo de esta neoplasia, destacando la via de

sefializacion MAPK con su mutacién BRAF V600E y la presencia de mutaciones adicionales (152).

Vemurafenib, un inhibidor de BRAF, mostrd una respuesta prometedora en células de AMEL in
vitro (92) (79). Estudios han demostrado la disminucion de la proliferacion celular neoplésica con

Vemurafenib, sefialandolo como una alternativa potencial en AMELS cuyo tratamiento quirdrgico esta
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relacionado con deformidades faciales significativas y recurrencias frecuentes (80). Ademas, se
recomienda su utilizacion en AMELs metastasicos, tumores locales agresivos y pacientes no
candidatos al tratamiento quirurgico (86). Por lo tanto, los pacientes que presentan la mutacion BRAF
V600E son candidatos para las terapias dirigidas, utilizando tratamientos combinados basados en la
eliminacion de las vias de sefializacion relacionadas con BRAF. Un ejemplo es la terapia combinada
de Vemurafenib (inhibidor de BRAF) y Trametinib (inhibidor de MEK), con la cual algunos casos
notificados de AMEL han mostrado excelentes resultados (80).

2.4.  Los biomarcadores moleculares como bioreporteros de los TODs

Las denominadas biomoléculas son moléculas de naturaleza organica con diferentes grados de
complejidad, estructura y distribucion. En una célula existe gran heterogeneidad de biomoléculas,
como los carbohidratos, lipidos, &cidos nucleicos, cofactores y proteinas. Estas juegan papeles
importantes en los procesos celulares que involucran almacenamiento, movimiento, energia,
transporte, catalisis, defensa, entre otros. Sin embargo, no todas son utilizadas como biomarcadores
moleculares, probablemente debido a que aun no se ha alcanzado el nivel de conocimiento y tecnologia
que permita su manipulacion en la investigacién y diagnostico. Por tanto, se comprende como
biomarcador molecular a aquella biomolécula que ha sido estudiada y caracterizada con el potencial
de permitir la identificacion de un fendmeno particular a nivel de espacio y tiempo en un organismo
vivo. Un biomarcador predice un punto final clinicamente relevante o un resultado intermedio de un
proceso. Se pueden utilizar en la deteccion, diagndstico, caracterizacion y monitoreo de enfermedades;
como indicadores pronoésticos; para desarrollar intervenciones terapéuticas individualizadas; para
predecir y tratar reacciones adversas a medicamentos; para identificar tipos de células; y para estudios
farmacodinamicos y de dosis-respuesta. Los buenos biomarcadores deben ser medibles con poca o
ninguna variabilidad, deben tener una relacion sefial / ruido considerable y deben cambiar de manera

rapida y confiable en respuesta a los cambios en la condicién o su terapia (153).
24.1. Ep-CAM (MOC-31)

La adhesion celular es un proceso fundamental para el correcto funcionamiento de los
organismos multicelulares. Muchas moléculas de adhesion celular (CAM) han sido caracterizadas en
las ultimas décadas. Las CAM estan implicadas en una amplia gama de procesos, incluidas las
interacciones célula-célula y célula-matriz, la migracion celular, el ciclo celular y la sefializacion, asi
como la morfogénesis y la regeneracion de tejidos. El papel fundamental de las CAM es destacado por
el hecho de que estan involucradas en una variedad de patologias, tales como cancer, inflamacion,

infecciones y enfermedades autoinmunes (154).
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Existen cuatro familias de CAM: caderinas, selectinas, integrinas e inmunoglobulinas CAM,;
aunque algunas de ellas no comparten ninguno de los patrones estructurales de estas cuatro familias.

El ejemplo més destacado es la molécula de adhesidn de células epiteliales (Ep-CAM) (155).

Ep-CAM es una glicoproteina transmembrana de 40 kDa, que consiste en un dominio extracelular
de 289 aminoécidos de largo EpEX y un dominio intracelular corto EpICD de 26 aminoécidos (156).

Se expresa en la membrana basolateral de la mayoria tejidos epiteliales normales y se
sobreexpresa en tumores originarios de los tejidos epiteliales (157) (6). Fue descrita inicialmente como
un antigeno asociado a tumores por Koprowski y col en 1979 (158), siendo de particular interés debido

a su alto nivel de expresion en una variedad de carcinomas (9).

Permite la formacion de uniones homofilicas estrechas entre las células del epitelio (156). Su
papel en la adhesion de las células epiteliales es dindmico y esté interconectado con la E-cadherina (6).
Mediante la regulacion por incremento de Ep-CAM, la adhesion celular mediada por E-cadherina

disminuye y la adhesién mediada por Ep-CAM se vuelve predominante (159).

Aunque su estructura no se parece a ninguna de las CAM clasicas, se ha propuesto que Ep-CAM
sea una molécula de CAM porque puede mediar en la adhesion célula-célula. Esta posicion se ha
reforzado por la observacion de que ademas de la adhesion, participa en otros procesos especificos de
las moléculas CAM, relacionadas a la morfogénesis y metastasis, como la proliferacién, diferenciacion,
regulacion del ciclo celular, migracion y sefializacion intracelular. Por tanto, desempefia un papel
importante en el inicio, desarrollo, mantenimiento, reparacion y funcion de los epitelios en el

organismo (9).

Dadas sus caracteristicas de una molécula morfo-reguladora, esté4 involucrada, por ejemplo, en

el desarrollo de islotes pancreaticos humanos (159), en la regeneracion hepatica (160) y de la piel (161).

No esta presente en el epitelio escamoso, los hepatocitos, las células tubulares proximales
renales, las células parietales gastricas y células mioepiteliales (162). Si bien no se observa expresion
en el epitelio escamoso, se detecta en el epitelio del colon, el estdmago, la préstata y el pulmon (157),

y en la mayoria de los epitelios glandulares (162).

La pérdida de Ep-CAM en algunos epitelios adultos, se correlaciona con una disminucion en la
actividad progenitora, lo que sugiere que el nivel de diferenciacion y especializacion celular depende,

al menos en parte, de la expresion de Ep-CAM (163).

Ep-CAM se sobreexpresa con frecuencia en la mayoria de los canceres (164). El uso de este

anticuerpo esta indicado, después de un diagnéstico diferencial clinico de patologias, como ayuda en
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la identificacion de ceélulas epiteliales. Se ha demostrado su utilidad en la diferenciacion de
adenocarcinoma, mesotelioma y células mesoteliales del liquido pleural, mostrando mayor
expresividad en el primero y escasa o nula en los dos ultimos. Dicho biomarcador es altamente sensible
y especifico para la deteccion de adenocarcinoma (165). También esta ausente en los sarcomas,

linfomas, melanomas y tumores neurogénicos (164) (166).

Ep-CAM participa en la regulacion de la adhesion, la proliferacién, la migracion, la invasion y
la transicion epitelial-mesenquimatosa de las células cancerosas durante la progresion del cancer (167)
(168). Se ha comprobado la correlacion positiva de la expresion de Ep-CAM con el marcador de
proliferacion Ki67, con ciclina D1y la fosforilacion de Rb, promoviendo la progresion del ciclo celular
a través de la via clasica regulada por ciclina (169).

Diversos estudios clinicos informan sobre la sobreexpresion de Ep-CAM como un marcador de
pronostico negativo en el cancer de pancreas, vejiga, vesicula biliar, gastrico y nasofaringeo (170)
(171). En contraposicion, algunos estudios destacan un impacto positivo significativo de la
sobreexpresion de Ep-CAM en la supervivencia global de los pacientes con carcinoma de células
renales, de tiroides y de células escamosas de cabeza y cuello (172) (173). Investigaciones acerca de
cancer gastrico, incluso, no alcanzan un consenso. Mientras ciertos estudios sugieren que la
sobreexpresion de Ep-CAM esta asociada con una mejor supervivencia, otros identifican a la expresion
alta de Ep-CAM intratumoral como un factor de pronostico precario (170) (174) (175). También para
los carcinomas colorrectales, de ovario, de pulmén y de mama se han informado ambas funciones (176)
(173).

Recientemente Ep-CAM ha sido identificado como un marcador de células madre iniciadoras del
cancer, por lo que es un objetivo interesante para la terapia contra el cancer (171). Esta implicado en
la proliferacion de células madre embrionarias humanas, su eliminacion en las células reduce
significativamente la tasa de proliferacion independientemente de otros marcadores de células madre
(177), por lo que debe comprenderse como marcador proliferativo, y no solo como un marcador
epitelial (7). Algunos autores sugieren que las células madre cancerosas pueden convertirse en células
iniciadoras de metastasis, y conformar una poblacion de células tumorales circulantes (178). Estudios
clinicos muestran que los canceres que sobreexpresan Ep-CAM en las células tumorales circulantes,
presentan peor prondstico (179), detectando expresién de esta proteina en todas las lineas de células

tumorales circulantes (180).

Debido a la expresion frecuente de Ep-CAM, es seleccionada como antigeno diana para una

multitud de enfoques inmunoterapéuticos (157), como ser anticuerpos monoclonales,

34



quimioterapeuticos y vacunas. Varias inmunoterapias especificas de Ep-CAM se encuentran en

ensayos clinicos de fase | 'y 11 (181) (182).

Cuadro 2. Funciones de Ep-CAM.

Adhesioén celular

Adhesion homofilica, integridad epitelial (183).

Actividad inhibidora de la adhesion mediada por cadherina (6).

Morfogénesis

Primeras etapas de desarrollo.

Expresion de Ep-CAM en ceélulas madre embrionarias (184).
Desarrollo de islotes pancreaticos humanos (159).
Regeneracién hepatica (160).

Regeneracion de la piel (161).

Diferenciacién

Cambios en el nivel de expresion de Ep-CAM y el patrén
durante la diferenciacion de los epitelios (163).

Pérdida de Ep-CAM en algunos epitelios adultos (163).

Proliferacion
Migracion celular

Senalizacion intracelular

Eliminacion de Ep- CAM disminuye el potencial de

proliferacion, migracion e invasion celular (185).

Carcinogénesis

Expresion de Ep-CAM en células madre iniciadoras de cancer
(171).

Progresion del cancer

Regulacion de la adhesion, la proliferacién, la migracion, la
invasion y la transicion epitelial-mesenquimatosa de las células
cancerosas (167) (168).

Metastasis

Sobre expresion de Ep- CAM en tumores metastasicos (185).
Expresion de Ep-CAM en células tumorales circulantes (178)
(180).

3) PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El interés por el estudio de la biologia tumoral de los AMEL radica en que, a pesar de ser

neoplasias raras dentro de la anatomia patologica general, pueden llegar a ser lesiones relativamente

frecuentes en los maxilares, y que, a pesar de su naturaleza benigna, presentan comportamiento local

agresivo e invasivo, por lo que su tratamiento es radical, en ocasiones mutilante y con altos indices de
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recurrencia. Estas neoplasias pueden llegar a presentar metastasis (AMEL metastasico) o bien ser
malignos como el CA y comprometer seriamente la vida del paciente, de alli también la importancia
del estudio de los CA. Debido a la localizacién exclusiva en la region maxilofacial el odont6élogo puede

ser el primero en entrar en contacto con esta lesion.
4) JUSTIFICACION

El conocimiento de la expresion de Ep-CAM, molécula nunca antes estudiada en las diferentes
variantes de AMEL/CA, aporta a la comprension del comportamiento bioldgico de estos tumores. Asi
mismo, el conocimiento del patrén de expresion del biomarcador estudiado podria ser de utilidad en
un futuro préximo en la determinacion de los parametros y nuevas estrategias terapéuticas en el manejo

de cada variante tumoral.
5) OBJETIVOS

5.1.  Obijetivo general

Determinar la inmunoexpresion de la proteina MOC-31 en AMEL y CA, y compararla con su

expresion en GD.
5.2. Obijetivos especificos

1. Clasificar todos los casos disponibles de AMEL/CA de acuerdo a los criterios de la OMS 2017,

y los casos de GD de acuerdo a su estadio embrionario.

2. Relacionar todos los casos disponibles de AMEL/CA con los criterios morfoldgicos:
distribucion por género, grupo etario, variante clinica y tipo histolégico. El ultimo parametro

corresponde a los casos de AMEL vy se realiza en base a criterios clasificatorios de la OMS 2017.
3. Describir y cuantificar la inmunoexpresion de la proteina MOC-31 en AMEL/CA y GD.

4. Analizar la asociacion entre la inmunoexpresion de la proteina MOC-31 y las caracteristicas

morfoldgicas de los tumores.

5. Correlacionar la inmunoexpresion de la proteina MOC-31 con el estadio embrionario de los

GDs incluidos.

6. Comparar la expresion de MOC-31 entre AMEL/CA y GD.
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6) METODOLOGIA
6.1. Disefio de estudio

Se trata de un estudio analitico, observacional, transversal y retrospectivo.
6.2.  Fases del estudio

Se realizé la investigacion en dos fases. En la fase inicial del trabajo se reunié e incorporo
casos provenientes de centros de referencia de diferentes paises latinoamericanos, con la finalidad de
recabar mayor informacion acerca de estas entidades, en la medida que se amplié la casuistica.
Posteriormente, se clasifico el conjunto de los tumores incluidos en el estudio, de acuerdo a los

criterios histopatoldgicos de la ultima clasificacion de la OMS 2017.

En la segunda fase se realiz el estudio molecular (inmunohistoquimica) de estas neoplasias,

utilizando el biomarcador MOC-31.

Por otra parte, se incluyé en el estudio GDs en diferentes etapas o estadios embriolégicos, lo
que permitio su utilidad como control o tejido sano, y recabar informacion importante sobre las
implicaciones de este biomarcador dentro de la morfogénesis dental. Esto es de gran importancia
dado que los AMEL/CA son tumores gque se originan a partir de este proceso embrionario

(odontogénesis).
6.3. Obtencién de muestras

El tipo de muestreo fue no probabilistico, por conveniencia. En el estudio se seleccionaron 16
muestras incluidas en parafina de GD (etapas de brote, casquete y campana) obtenidos de la catedra de
Histologia de la Facultad de Odontologia de la Universidad de la RepUblica (Uruguay), y 60 muestras
tumorales incluidas en parafina de AMEL y nueve de CA, diagnosticadas desde el afio 2002 hasta el
afio 2014 (diagnostico producto de biopsia incisional y/o escicional), provenientes de servicios
latinoamericanos de Patologia Bucal de los paises México (Universidad Juarez del Estado de Durango),

Chile (Universidad de Chile) y Venezuela (Universidad Central de Venezuela).
6.4.  Criterios de inclusion y exclusion
Criterios de inclusién

-Los especimenes con diagnostico histopatologico previo de AMEL/CA de acuerdo a los criterios
de la OMS 2017.

-Los GDs representativos de las etapas de la odontogénesis: brote, casquete y campana.
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Criterios de exclusion

-Aquellos especimenes que, al ser reclasificados segun la clasificacion de los tumores
odontogenicos de la OMS del 2017, no fueron diagnosticados como AMEL en cualquiera de sus

variantes o como CA.
-Aguellos especimenes que se encontraron en mal estado y no resultaron Gtiles o representativos.
6.5.  Definicion y operacionalizacion de las variables

Cuadro 3. Operacionalizacion de las variables dependientes e independientes.

AMEL: Ameloblastoma en sus variantes
NUmero de células positivas para convencional, uniquistica, periférica 'y
MOC-31 en la membrana celular y/o metastatizante
citoplasma CA: Carcinoma ameloblastico
de las células ameloblasticas tumorales Germen Dentario
(AMEL/CA) y normales (germen Sexo: Masculino/Femenino
dentario) Edad: Afios cumplidos del paciente
Variante histoldgica de AMEL

6.6. Procedimientos
6.6.1. Obtencion de las muestras. Cortes.

Todas las muestras se obtuvieron de blogues de parafina, tanto las de GDs, como las de tejido
tumoral. Estas Gltimas correspondieron a biopsias incisionales y/o piezas quirlrgicas resecadas de
AMEL y CA. Los bloques recibieron cortes de 2 pm de espesor Y se montaron en laminillas tratadas

con poly-L-lisina.
6.6.2. Técnica de inmunohistoquimica.

Para el proceso de desparafinacion, las laminillas se colocaron en rejillas metalicas y dentro de
la estufa a 45° C por 30 min. Posteriormente se cambiaron a rejillas de plastico y se sumergieron en un

depésito con xilol durante 5 minutos.

A continuacion, se hidrataron en un tren de concentraciones decrecientes de alcoholes (absoluto,

90, 80, 70 y 50%) y se lavaron con agua destilada.
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Para el desenmascaramiento de los epitopes se realizo recuperacion antigénica con solucion de

citrato de sodio 10 mM (pH 6.2) con el método de olla a presién-horno de microondas.

La olla a presion se precalentd con 500 ml de agua destilada durante 5 minutos en el horno de
microondas a méxima potencia (750W). Las laminillas se colocaron cuidadosamente dentro de los
vasos coplin y la solucién desenmascaradora se incorpor6 a los vasos. Los vasos se introdujeron dentro
de la olla a presion cuidadosamente, la cual se colocé nuevamente dentro del horno de microondas
durante 7 minutos a maxima potencia. Se aguardo hasta que el sonido de la valvula de escape de la olla
a presion fuera constante durante 15 segundos, y se esperd un minuto adicional, para luego detener el
temporizador del horno de microondas. Posteriormente, se quit6 la olla del microondas y se aguardo
hasta que la valvula descendiera para proceder a su apertura (8 minutos). Se quit6 los vasos y se dejo
enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente los vasos se vaciaron y enjuagaron 3 veces con agua

destilada.

Las peroxidasas endogenas se bloquearon con peroxido de hidrogeno al 0.9%, y se lavaron 3

veces con agua destilada.

Las laminillas se montaron cuidadosamente en los cover-plates (sistema por capilaridad) con
agua destilada y se colocaron en los racks. Luego se incorporé a estas estructuras, una solucion salina
de fosfatos pH 7.4 (PBS) durante 5 minutos.

Se incub6 el anticuerpo primario contra MOC-31 (Dako, Monoclonal Mouse Anti- Human
Epithelial Related Antigen MOC- 31), por un periodo de 45 min. El anticuerpo se agregd (80ul) con
una micropipeta y se coloco en el depdsito formado entre el cover-plate y la laminilla cuidando no

tocar las paredes, la tapa del rack permanecio colocada.

Posteriormente, los cortes se incubaron con el segundo anticuerpo biotinilado anti-ratén/anti-
conejo y con el complejo streptavidina/peroxidasa (LSA-B + Labeled streptavidin-biotin, Dako

Corporation, Carpinteria CA, USA) durante 30 min cada uno, con lavados intermedios con PBS al 1x.

Los productos de la reaccion se visualizaron con sustrato de 3,3’-diaminobenzidina-H202 (Dako
Corporation, Carpinteria, CA, USA). Se realizo el revelado al microscopio optico, secando las
laminillas con una gasa limpia previo agregado de la diaminobenzidina. Posteriormente las laminillas
se lavaron con agua destilada descartando los excedentes en un recipiente con cloro, y se colocaron en

una rejilla sumergida en agua corriente a temperatura ambiente.
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Las secciones se contratifieron con hematoxilina de Mayer durante 5 minutos, se lavaron con
agua corriente para eliminar los excesos de hematoxilina y luego se fijaron mediante 10 bafios de

hidroxido de amonio a temperatura ambiente, para ser lavadas nuevamente con agua corriente.

Las laminillas se colocaron en rejillas de pléstico y se realiz6 su inmersion en el tren de
deshidratacion, a la inversa del proceso de hidratacion sin sumergirlas en los contenedores con xilol.

Se aguarda su secado a temperatura ambiente.

Finalmente, se montaron con resina liquida (Entellan) y se cubrieron con el cubreobjetos,

aguardando su secado durante 24 horas.

6.6.3. Conteo celular.
Se realizd un conteo celular de forma semi-cuantitativa y cualitativa:
- Inmunomarcador: MOC-31
- Inmunopositividad: Membrana y/o citoplasma

Debido a la dificultad en su interpretacion, la evaluacion del conteo celular de membrana y
citoplasma, se realizd visualizando toda la laminilla en 40x en un microscopio optico (Eclipse CI-L,
Nikon, Japén), recorriendo todos los campos y asignando un porcentaje de positividad subjetivo en

cruces.

Se consideré la siguiente escala semi cuantitativa: Neg “esencialmente sin tincion” para
preparados negativos o positivos menos del <5% de las células; + “débil a moderado” para tinciones
del 5-50% de las células; ++ “positivo intenso” para >50% de las células (186). La gradacion utilizada
se emple6 tomando como base el conteo previamente descripto por HercepTest® (DAKO, Carpinteria,
CA, USA) para cancer de mama (Figura 4).
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Figura 4. Esquema de la escala de tincion citoplasmatica- membrana, en base al conteo descrito por

HercepTest® (DAKO, Carpinteria, CA, USA) para cancer de mama (187).

Se realizé la calibracion de los examinadores hasta obtener la Kappa =0.7.

6.6.4. Equipos y materiales

El trabajo se realiz en el Area de Patologia Molecular de la Facultad de Odontologia,

Universidad de la Republica.

El laboratorio cuenta con el equipamiento necesario para la realizacion de las técnicas

histoquimica e inmunohistoquimica.

Dentro del equipamiento existente, se destaca el horno de microondas, freezer -20 C, balanza
estandar, microcentrifuga, vortex, camaras de electroforesis (horizontal y vertical), pHmetro portatil,
fuente de poder, plancha con agitacion y calor, micropipetas, termo de crioconservacién LN2 (BioCane
20, ThermoScientific), controlador de estado, microscopios (3), tren de tinciones horizontal, olla a
presion para recuperacion antigénica, cover plates y racks para inmunohistoquimica por capilaridad,
vasos de coplin, micrétomo, incluidor de parafina, horno de incubacion y desparafinizacion, kit de

micropipetas.
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6.6.5. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se llevo a cabo en dos etapas. En la primera se plante6 una descripcion de
la muestra mediante estadisticos de resumen empleando media y desvio estandar para las variables
cuantitativas, y distribuciones de frecuencia para las variables cualitativas. En una segunda instancia
se planted la asociacion de la positividad del marcador MOC-31 con los factores sociodemograficos e
histologicos mediante la confeccion de tablas de doble entrada. La presencia/ausencia de asociacion
fue evaluada mediante la prueba 2 de Pearson (188) empleando un nivel de significacion del 5%. La
fuerza de la asociacion fue cuantificada mediante el coeficiente de contingencia (CC). Todos los

procedimientos estadisticos fueron realizados en el software R (189).

6.7. Consideraciones éticas

Este estudio se enmarca en un proyecto macro titulado “Estabilidad, expresion génica y proteica
de biomarcadores moleculares asociados al comportamiento bioldgico en Tumores Odontogénicos”
responsable Prof. Dr. Ronell Bologna. Ha recibido la aprobacion del Comité de Etica de la Universidad
de la Republica, Facultad de Odontologia, Uruguay, exp.091900-000120-16, aprobado el 31/05/2016.

7) RESULTADOS

En este estudio fue cuantificada la expresion de la proteina MOC-31, en un total de 60 casos de
AMEL, nueve de CAy 16 de GD.

La inmunoexpresion de MOC-31 en el citoplasma y membrana de las muestras de AMEL
analizadas, result6 con positividad de valor ++ en cuatro (6.7%) muestras, de valor + en seis (10%)
muestras, y negativa en 50 (83.3%) muestras.

Del total de nueve muestras de CA analizadas, una (11.1%) expresoé positividad de valor ++ para

MOC-31, tres (33,3%) de valor +, y cinco (55.6%) resultaron negativas.

En cuanto a los GD, del total de 16 muestras analizadas, nueve (56,3%) muestras expresaron

positividad a MOC-31 de valor ++, cuatro (25%) de valor +, y tres (18.8%) fueron negativas.

El cuadro 4 y gréfico 1 presentan la frecuencia de expresion de la proteina en cada uno de los

grupos de estudio mencionados.
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Cuadro 4. Positividad a MOC-31 en variantes tumorales y gérmenes dentarios.

Frecuencia %
++ 4 6,70%
AMEL + 6 10,00%
Neg. 50 83,30%
++ 1 11,10%
CA + 3 33,30%
Neg. 5 55,60%
++ 9 56,30%
GD + 4 25,00%
Neg. 3 18,80%

Neg: negativo o positivo <5% de las células, +: 5-50%, ++: >50%.

Grafico 1. Frecuencias relativas de la expresion de MOC-31 en variantes tumorales y gérmenes

dentarios.

100,0%
83,3%

56,3% 55,6%
33,3%
25%
18,8%
6.7% 10% . 11,1%
0.0% - N

AMEL GD CA
EXPRESION MOC-31

FRECUENCIA RELATIVA

B ++ W+ HNeg.

Neg: negativo o positivo <5% de las células, +: 5-50%, ++: >50%.
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La expresion de MOC-31 se observo de manera difusa a nivel de membrana y citoplasma epitelial
tumoral en AMEL (Figura 5) y en CA (Figura 6).

Figura 5. Inmunoexpresion de MOC-31 en ameloblastoma. A- Intensa positividad en islotes epiteliales. B-

Positividad moderada a nivel epitelial. 20x.

Figura 6. Inmunoexpresion de MOC-31 en carcinoma ameloblastico. A, B- Positividad intensa para MOC-31
en membrana y citoplasma de células epiteliales tumorales. 20x.
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En los GDs se observo de igual forma en el epitelio interno del érgano del esmalte, asi como en

el reticulo estrellado adyacente al mismo (Figura 7).
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Figura 7. Inmunoexpresion de MOC-31 en germen dentario en etapa de casquete. A- En el asa cervical se
observa una disminucion de la inmunoexpresién. B- Intensa inmunoexpresion en epitelio y papila dental. C-

Asa cervical con menor inmunoexpresién marcando etapa de desarrollo. 20x.

Figura 8. Gérmenes dentarios. Positividad intensa para MOC-31 en epitelio interno

del érgano del esmalte y reticulo estrellado. A-10x. B- 40x.
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Comparando los resultados obtenidos acerca de la expresién de MOC-31 entre los tipos AMEL,
CA y GD, se observa una asociacion significativa entre la expresion de la proteina y grupo de estudio,
constatandose que el marcador se expresa més fuertemente en el grupo GD (Cuadro 5).

Cuadro 5. Distribucion de la expresion de MOC-31 segun grupo de estudio.

Grupo de estudio

++ + Neg. Total p-valor CC
AMEL 4 (6,7%) 6 (10%) 50 (83,3%) 60 (100%)
CA 1(11,1%)  3(33,3%) 5(556%) 9(100%)  <0,001 0,633
GD 9 (56,3%) 4(25%) 3(18,8%) 16 (100%)

Total 14 13 58 85 ;

Neg: negativo o positivo <5% de las células, +: 5-50%, ++: >50%.

En lo referente a la distribucion por género, se observo que el 58,3% de las muestras en el grupo

AMEL era femenino, mientras que en el grupo CA dicho porcentaje fue de 44,5%.

En cuanto a la edad media de presentacion, para el grupo AMEL result6 en 39,1 +- 18,8 afios,

mientras que para el grupo CA ascendio a 56,0 +- 10,5 afios.

La distribucion de los casos en cuanto a las variantes clinicas del AMEL, considerando la
clasificacion de OMS 2017, fue la siguiente: convencional 71.2%, uniquistico 22%, periférico 6.8% y

metastatizante 0%.

Respecto a la distribucién histoldgica de los casos de AMEL, los datos arrojaron los siguientes
resultados. En cuanto a la variante convencional: plexiforme 36,7%, folicular 25%, acantomatoso
6,7%, desmoplasico 1,7%; uniquitico: luminal 11,7%, intraluminal 1,7% y mural 8,3%; y periférico
6,7%.

En cuanto a la relacion de la inmunoexpresién del marcador MOC-31 con las variables género,
edad, variante clinica y tipo histoldgico en el grupo AMEL, no se logré detectar ninguna asociacion

estadisticamente significativa (Cuadro 6y 7).
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Cuadro 6. Inmunoexpresion de MOC-31 en relacion a variables género, edad, variante clinicay
tipo histoldgico en grupo AMEL.

++ + Neg. p-valor cc
Femenino 2 3 30
0,842 0,106
Masculino 2 3 20
Edad (afios)
Hasta 20 1 2 10
20 a 40 1 3 17
0,873 0,243
40a60 1 1 15
Més de 60 1 0 9
Hasta 30 2 4 20
0,443 0,230
Més de 30 2 2 30
Convencional 4 4 34
Uniquistico 0 2 11 0,635 -
Periférico 0 0 4
Tipo histol6gico
Convencional
Plexiforme (22) 4 2 16
Folicular (15) 0 2 13
0,568 -
Acantomatoso (4) 0 0 4
Desmoplasico (1) 0 0 1
Uniquistico
Intraluminal 0 0 1
Luminal 0 1 6 0,8737 -
Mural 0 1 4

Neg: negativo o positivo <5% de las células, +: 5-50%, ++: >50%.

En el caso de las muestras correspondientes al grupo CA, los datos arrojaron resultados similares
respecto al grupo AMEL, en relacion al género y la edad, no observando asociacion significativa entre
las variables mencionadas (Cuadro 8).
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Cuadro 7. Inmunoexpresion de MOC-31 en relacion a variables género y edad en grupo CA.

* + Neg. p-valor cC
Femenino 0 1 3
Masculino 1 5 0,487 0,523
Hasta 40 0 0 1
40 a 60 1 0 3 0.281 0.762
Mas de 60 0 2 1

Neg: negativo o positivo <5% de las células, +: 5-50%, ++: >50%.

Entre los datos del grupo GD, la distribucion de la etapa gestacional fue la siguiente: brote 18,7%,

casquete 43,7% y campana 37,8%.

En referencia a la asociacion entre la inmunoexpresion del marcador MOC-31 y la etapa
formativa de los GDs, se puede observar que, a pesar de obtenerse un valor moderado del CC, no se
logra alcanzar un nivel suficiente de evidencia para confirmar como significativa la asociacion entre
ambos (Cuadro 9).

Cuadro 8. Inmunoexpresion de MOC-31 en relacion a la etapa gestacional en grupo GD.

Etapa gestacional

++ + Neg. p-valor CcC

Brote 0 2 1
Casquete 5 1 1 0,278 0,602
Campana 4 1 1

Neg: negativo o positivo <5% de las células, +: 5-50%, ++: >50%.

8)  DISCUSION

La morfogénesis de tejidos y drganos ocurre como resultado de interacciones entre diversas
poblaciones celulares. Un tipo importante de interaccién intercelular implicada en los procesos de
morfogénesis tisular, son las adherencias mediadas por moléculas de adhesion celular (190) (191). Se
cree que las moléculas de adhesién celular son responsables y cruciales en una variedad de procesos
dinamicos que incluyen la locomocién, proliferacion y diferenciacion celular. Por otra parte, existe

evidencia que los sistemas de adhesion dentro de una célula pueden actuar como reguladores de otras
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adhesiones celulares, ofreciendo asi un medio de sefializacion de relevancia en la organizacion de
celulas o tejidos (192) (191).

Aunque Ep-CAM se expresa normalmente en los tejidos epiteliales adultos, también esta presente
en células madre embrionarias durante el desarrollo embrionario. Esta expresion embrionaria temprana
de Ep- CAM en precursores no epiteliales es una caracteristica que esta molécula comparte con otras
CAM (184). La mayoria de las CAM se expresan durante la embriogénesis, desde las primeras etapas
de desarrollo, de una manera especifica en los tejidos (193). En algunos tipos celulares epiteliales,
aunque Ep-CAM se expresa durante el proceso de embriogénesis; tipicamente deja de expresarse en
las células epiteliales adultas diferenciadas terminalmente. Por ejemplo, las células progenitoras del
epitelio de la piel expresan Ep-CAM, mientras que los queratinocitos diferenciados no lo hacen (161).
Hallazgos similares se describen en cuanto al desarrollo de los islotes pancreaticos; mientras los niveles
de Ep-CAM son elevados en células de los islotes pancreéticos fetales, la diferenciacién endocrina de

estas células se asocia con una regulacion negativa de la expresion de esta proteina (159).

En este estudio la expresion de Ep-CAM en GDs resulto positiva en un 81.3% de los casos, lo
que concuerda con resultados obtenidos por varias investigaciones, acerca de la expresion de la proteina
en distintos epitelios en sus etapas de morfogénesis (160) (161) (159). La positividad de Ep-CAM en
los GDs puede asociarse a la importancia que presenta esta molécula morforreguladora en el

crecimiento, diferenciacidn y organizacion celular durante las etapas formativas de las piezas dentarias.

La expresion marcada de Ep-CAM en las células del epitelio interno del 6rgano del esmalte y el
reticulo estrellado, puede explicar la importancia que adquiere la cohesion celular a nivel de estos
estratos, durante las dos grandes fases que involucran a la formacién dentaria: la morfo diferenciacion,
que consiste en el desarrollo del patrén coronario y radicular; y la posterior cito diferenciacion, que
conduce a la formacion de los distintos tipos de tejidos dentarios: el esmalte, la dentina y la pulpa. La
integridad de la capa de epitelio interno del esmalte, garantizada en gran medida por las estrechas
uniones celulares, en las etapas de brote, casquete y campana, permite el cumplimiento de sus diversas
funciones, entre las que se destacan la interaccion con las celulas del tejido conectivo adyacentes,
diferenciandose en odontoblastos e induciendo la formacion de dentina; la diferenciacion en
ameloblastos y formacion de la matriz de esmalte; la maduracién del esmalte y la proteccién del
esmalte maduro (epitelio reducido del 6rgano del esmalte). Por su parte, el reticulo estrellado mantiene
su estructura a través de uniones celulares de tipo desmosomas, formando una red celular continua, lo

que asegura sus funciones metabolicas y morfogenéticas (11) (194) (195) .
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Por otra parte, las CAM pueden influir en el desarrollo de las enfermedades y sus caracteristicas
bioldgicas, sugiriendo una diferenciacion o maduracion alterada en los tejidos patologicos. Los
cambios observados en los patrones de expresion de estas moléculas, pueden contribuir a establecer un
diagnostico (196).

La pérdida de adhesion y cohesion célula-célula y matriz extracelular se encuentran entre los
primeros eventos que ocurren en el crecimiento e invasion de los tumores de origen epitelial (109). La
pérdida de adhesion celular favorece la motilidad de las células neoplésicas, especialmente en las
neoplasias malignas, favoreciendo la progresion, invasion, recurrencia y metastasis (154). Durante y
después de la transformacion maligna, se ha observado expresion aberrante, regulacion al alzay a la
baja, 0 expresion de novo de diversas CAM (166).

Ep-CAM se sobreexpresa en una variedad de carcinomas y metastasis (164), posiblemente
promoviendo una proliferacion y crecimiento tumoral / metastésico sostenido (168). Su expresion se
ha observado en células iniciadoras de tumores y en células tumorales diseminadas, por lo que es

considerada candidata para el diagnostico y la terapia de tumores (197) (167) (198).

Los mecanismos moleculares implicados en la carcinogénesis contindan sin esclarecerse (7). Hay
informes que sugieren que los mecanismos relacionados con Ep-CAM pueden promover el crecimiento
tumoral, induciendo, por ejemplo, la inmunosupresion y la proliferacion de células tumorales (185).
Maetzel et al. (2009), describen a la protedlisis intramembrana de Ep-CAM como un mecanismo de
activacion de la sefializacion oncogénica, debido a la liberacion del dominio citoplasmico EpICD, y su
posterior translocacion al nicleo (156). La acumulacién nuclear y citoplasmica de EpICD fue
observada en la mayoria de los canceres epiteliales, asociada a mayor recurrencia, metastasis y muerte
de los pacientes (199). Asi mismo, la pérdida de EpEx membranoso es descrita como un evento comdn
en los canceres epiteliales humanos (200). Los mismos autores pudieron demostrar que, en las células
tumorales malignas, el desprendimiento de EpICD del nucleo activa la transcripcion de genes asociados

con la proliferacion celular, como c-Myc y ciclinas A y E, promoviendo asi la oncogénesis (156).

Algunos autores aluden que, el hecho de que Ep-CAM se informe como un marcador de
prondstico negativo en ciertas entidades tumorales y positivo en otras, sugiere que el papel de esta
molécula en la carcinogénesis, esté estrechamente relacionado con la biologia tumoral de las diferentes
entidades (201).

El AMEL es la neoplasia odontogénica benigna de origen epitelial mas frecuente, cuyo
comportamiento localmente agresivo, infiltrante y con alta tasa de recurrencia, representan un desafio

su manejo terapéutico (202). La contraparte maligna CA, a pesar de su rareza, es la neoplasia
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odontogenica mas frecuente. Su rapido crecimiento e invasividad, implican un reto su diagndstico y
tratamiento (78) (41).

Diversas moléculas de adhesion han sido caracterizadas en AMEL. Se ha observado que la
pérdida de los genes que codifican E-cadherina, importante regulador de la adhesion celular, puede
estar asociada con la progresion tumoral en los AMELs, debido a que los tumores pobremente
diferenciados presentaban una expresion reducida de la proteina (109). Se ha confirmado que la
reduccion o defecto de E-Cadherina esté estrechamente relacionado también con la desdiferenciacion,
el crecimiento invasivo y la metéstasis de los tumores, y tiene el potencial como factor prondéstico de
tumor maligno (203). En relacion a Syndecan-1, proteoglicano transmembrana de heparén sulfato (CD
138), regulador de muchos procesos biol6gicos como la organizacion del citoesqueleto y la adhesion
celular, su expresion resulté disminuida en AMELSs, lo que puede atribuirse al comportamiento
agresivo de esta neoplasia. La pérdida de Syndecan-1 indica un prondstico desfavorable en los tumores
epiteliales (204).

En concordancia con lo descrito en el parrafo anterior, en este estudio se observo expresion
negativa de Ep-CAM en un 83.3% de los casos de AMEL. No se observé correlacion entre la expresion
de Ep-CAM vy las distintas variantes clinicas y tipos histoldgicos de las muestras analizadas, asi como

tampoco en relacion al género y edad de los pacientes.

La regulacion a la baja de Ep-CAM en AMEL, hipotetizamos que suprime significativamente las
capacidades adhesivas de las células tumorales, pudiendo facilitar su distribucién e infiltracion de en
los tejidos circundantes, confiriéndole caracteristicas de progresion, invasién y alta tasa de recurrencia
local a esta entidad. Esto sugiere que Ep-CAM estd asociado al comportamiento tumoral tal vez

cumpliendo una funcion en la pérdida de adhesion celular.

En referencia al CA, se destacan algunas investigaciones acerca de la expresion de las moléculas
de adhesion en esta entidad. Un estudio comparativo entre AMEL convencional y CA, describe que
CD138 fue la molécula de adhesion expresada con mas fuerza en ambas neoplasias, mientras que la
expresion de E-cadherina y P-catenina fue débil en la mayoria de los casos (205). Una actual
investigacién acerca de la expresién de claudinas en tumores odontogénicos, sefiala que la mayoria de
los CA analizados no mostraron expresion a claudina-1, proteina transmembrana localizada en las
uniones intercelulares estrechas (206). En ambas investigaciones, los autores sugieren la necesidad de
ampliar el estudio en los CA debido a la escasez de casos, para lograr una mejor comprension de sus

aspectos clinicos y bioldgicos (205) (206).
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En este estudio la expresion de Ep-CAM en CA mostro 55.6% de negatividad en los casos. Esta
regulacion a la baja creemos podria asociarse a la pérdida de cohesion celular y desdiferenciacion
celular que caracteriza a entidad maligna, lo que conduciria a una mayor agresividad e invasion hacia
las estructuras vecinas. Algunos autores sugieren que, cuando ocurre disminucion de la expresion de
Ep-CAM en tumores indiferenciados, puede presentarse sobreexpresion de otras proteinas promotoras

de crecimiento, que expliquen la proliferacion y desarrollo neoplésico (207) (208).

Considerando la relativa mayor expresion de Ep-CAM en el CA respecto a su variante benigna,
surge la interrogante acerca de un posible rol de esta molécula en el desarrollo de los cambios
morfoldgicos que sufre el epitelio odontogénico al asumir una transformacion maligna. Sin embargo,
debido a la escasa casuista de este tumor y los resultados obtenidos, no es posible confirmar esta

hipétesis, lo que constituye la principal limitante de nuestra investigacion.

9) CONCLUSIONES

En relacién a nuestros hallazgos, resulta interesante la mayor expresion de Ep-CAM en el tejido

embriolégico normal respecto al tejido tumoral.

La inmunoexpresion de Ep-CAM en las distintas etapas de los GD, explican la importancia que

adquiere esta proteina morforeguladora en la odontogénesis.

La pérdida de expresion de Ep-CAM en el AMEL, puede relacionarse a los primeros eventos que
ocurren en la transformacion neoplasica, como la pérdida de adhesion celular y organizacion

arquitectural del epitelio. También puede conferir caracteristicas de agresividad local a esta neoplasia.

Finalmente, en cuanto al CA, a partir de esta investigacion surge la interrogante de la funcion de
Ep-CAM en esta neoplasia maligna. Teniendo en cuenta los hallazgos descritos en la literatura acerca
del valor pronostico de la expresion de Ep-CAM, asi como sus mdltiples funciones celulares, en
dependencia al tipo, el origen o incluso la etapa de progresion del tumor, consideramos que se requiere
ampliar la investigacion de este biomarcador en esta neoplasia, y conjuntar mayor casuistica con

trabajos multicéntricos méas grandes.
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11)

CRONOGRAMA

Cuadro 9. Cronograma de actividades realizadas.

Actividades
Seleccion de las laminillas de AMEL
n=60, CA n=9 y GD n=16. Andlisis

histolégico de las laminillas.

Trimestre 1

Trimestre 2

Trimestre 3

Trimestre 4

Trimestre 5

Trimestre 6

Resultados esperados
Generar un banco de
muestras de tejido tumoral

y sano de los pacientes.

Realizacion de los ensayos
inmunohistoquimicos de MOC-31.

Determinar la presencia

“in situ” de la proteina en

AMEL/CAy GD

Interpretacion de los resultados
obtenidos de inmunohistoquimica en

los tumores.

Integrar la informacion
obtenida mediante
inmunohistoquimica con
los criterios morfoldgicos

tumorales.

Anadlisis global de los resultados.

Integrar la informacion
inmunohistoquimica
obtenida, elaborar
conclusiones que permitan
mejorar la comprension
acerca del comportamiento

biolégico de los tumores.

Escritura de articulo cientifico.

Generar un articulo

cientifico.

Escritura de la tesis.

Finalizar el proyecto

planteado.
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