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ESTUDIO ESTRUCTURAL DEL TUMOR ODONTOGENICO

PRIMORDIAL

RESUMEN

Los tumores odontogénicos (TODs) son lesiones exclusivas de los maxilares,
relativamente raras y poco frecuentes, pero relevantes debido a que pueden desarrollar
un comportamiento agresivo, destructivo y mutilante que en ocasiones puede llegar a
comprometer la vida del paciente. EI tumor odontogénico primordial (TOP) es un
descubrimiento reciente dentro de esta clasificacion, caracterizado por ser un tejido
fibroso celular variable con &reas similares a la papila dental, cubiertas por un epitelio
cuboide- columnar que se asemeja al epitelio interno del érgano del esmalte, rodeado al

menos parcialmente por una delgada capsula fibrosa.

El diagnostico definitivo de esta neoplasia es histopatoldgico, pero existen tumores
odontogénicos y tejidos embrionarios que pueden compartir algunas caracteristicas
histoldgicas con TOP. De aqui surge el interés de este trabajo en lograr una
caracterizacion histomorfoldgica a base de algoritmos aplicados a iméagenes digitales

como herramientas auxiliares en el diagndstico y estudio de este tumor.
MATERIALES Y METODOS

Se incluyeron un total de 7 casos de TOP, 10 casos fibroma ameloblastico (FA), 7 casos
de odontoma (OD), 10 casos de ameloblastoma convencional/uniquistico (AM/AU), 10
casos de queratoquiste odontogénico (QQO) y 7 casos de germen dental (GD) de la
region maxilofacial producto de biopsia excisional. Se realizaron cortes para la tincion
con Hematoxilina y Eosina (HE), Azul Alcian, y para la técnica de inmunohistoquimica

contra colageno 1V, laminina, conexina 43 (Cx43) y CD34.



Las laminas fueron analizadas mediante algoritmos utilizando diferentes softwares

dependiendo de cada caso.
RESULTADOS

En los casos de TOP tefiidos con Azul Alcian se observo la presencia de
mucopolisacaridos acidos a nivel subepitelial, sector en el cual también se constatd una
mayor densidad celular, diferente a lo observado en GD. En la interfase epitelio-
mesenquimatica la expresion de colageno IV fue positiva en todos los casos, mientras
que laminina fue negativa tanto para OD como GD, evidenciando una expresion menor
al 50% en el resto de los casos. Por su parte, Cx43 se observo positiva para todos los
casos exceptuando TOP. La expresion de CD34 fue positiva en todos los casos a nivel
del endotelio vascular, mientras que en TOP también se evidencié a nivel de células

mesenquimaticas subepiteliales.

El anélisis morfoldgico nuclear de TOP mostré diferencias estadisticamente
significativas entre los estratos epitelial y mesenquimatico. El analisis morfoldgico
celular reveld que las células virtuales del estrato epitelial son de menor area respecto al
resto de los estratos, presentando heterogeneidad en el tamafio de las mesenquimaticas
en todos los casos. Al comparar el area de las células virtuales del estrato epitelial de
TOP vs el resto de las entidades se encontraron diferencias significativas con un p valor
<0,0001. A su vez, al comparar el area de las células virtuales entre los estratos de TOP

también se encontraron diferencias significativas con un p valor <0,0001.

Al estudiar las agrupaciones no supervisadas de celulares virtuales se encontraron
similitudes entre los casos de FA, OD y AM, mientras que TOP no se asemejo a
ninguna de las entidades investigadas. El indice Jaccard determino una coincidencia

mayor entre las agrupaciones no supervisadas y el estrato epitelial para los casos de



TOP CD43 negativo, AU, QQO, TG, siendo menor para aquellos casos con presencia

de islas epiteliales.

CONCLUSIONES

La integridad de las proteinas estructurales presentes en TOP sugiere el desarrollo en las
etapas primarias de la odontogénesis, sin progresar su evolucién mas alla de los estadios

de casquete tardio y campana temprana.

Los patrones de inmunoexpresion de Cx43 indicarian que esta proteina tiene un rol
importante en la diferenciacion celular, influenciando en la posterior secrecion de

proteinas del esmalte y dentina en los diferentes TODs y el GD.

El anélisis de imagenes de la expresion de CD34 y la arquitectura de TOP reveld
caracteristicas no observadas en otros TODs y GD, apoyando la informacion existente

de que esta neoplasia es diferente al OD en desarrollo o a las etapas primarias del FA.

PALABRAS CLAVE: tumor odontogenico primordial, CD34, Labkit, StarDist.



STRUCTURAL STUDY OF PRIMORDIAL ODONTOGENIC

TUMOR

ABSTRACT

Odontogenic tumors (OTSs) are lesions located exclusively in the maxillary bones,
relative rare although relevant because they could develop a destructive aggressive
behavior that occasionally compromises the life of the patient. Primordial odontogenic
tumor (POT) is a recent discovery among this classification, characterized by a loose
fibrous tissue, with areas that resemble the dental papilla, surrounded by a cuboidal to
columnar epithelium that resembles the inner enamel epithelium of the enamel organ,

surrounded at least partially by a thin fibrous capsule.

The diagnosis of this neoplasm is histopathological, although there are some
odontogenic tumors and embryonic tissues that share similar histological characteristics
with POT. This study aims to clarify to what degree it is possible to achieve
histomorphological characterization of this tumor, based on algorithms applied to digital

images as an auxiliary tool for diagnosis.
MATERIALS AND METHODS

7 cases of POT, 10 cases of ameloblastic fibroma (AF), 7 cases of odontoma (OD), 10
cases of conventional/unicystic ameloblastoma (MA/UA), 10 cases of odontogenic
queratocyst (OKQ) and 7 cases of tooth germ (TG) were obtained by excisional biopsy.
Cuts were performed for Haematoxylin & Eosin stain, Alcian Blue stain and
immunohistochemistry technique against collagen 1V, laminin, connexin 43 (Cx43) and
CD34. Slides were analyzed with different softwares and algorithms depending on each

case.



RESULTS

Alcian Blue cases showed the presence of acid mucopolysaccharides in the subepithelial
area of POT, which also presented a higher cellular density, different to TG

subepithelial area.

In the epithelial-mesenchymal interface, collagen IV expression was positive for all the
cases, whereas laminin was negative for OD and TG, showing less than 50% of
expression in the rest of the cases. Cx43 was positive for all the entities except POT.
CD34 expression was positive for all the cases in the vascular endothelium, and in POT

was also observed in the mesenchymal subepithelial cells.

A comparison of the area of virtual epithelial cells of POT vs. the other entities
investigated showed significant differences at p value <0.0001. The comparison the
virtual cells area of epithelial and mesenchymal tissues in POT also revealed significant

differences at p value <0.0001.

Unsupervised virtual cell clustering determined similarities between AF, OD and MA,
whereas POT was different form all the entities studied. The Jaccard index showed a
higher coincidence between unsupervised clusters and epithelial tissue for POT negative

for CD34, UA, OKQ and TG.

CONCLUSIONS

Structural proteins present in POT suggest its development from early stages of

odontogenesis, without progressing its evolution towards late cap and early bell stages.

Cx43 immunohistochemical patterns suggest that this protein has a role in cell

differentiation, allowing enamel and dentin proteins secretion in TG and OTs.
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CD34 expression image analysis and POT architecture revealed characteristics not
observed in other OTs and TG, supporting the existing information that this neoplasm is

different from OD and early stages of AF.

KEY WORDS: primordial odontogenic tumor, CD34, Labkit, StarDist.
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1. INTRODUCCION

Los tumores odontogénicos (TODs) son neoplasias que derivan de los restos
odontogénicos o sus remanentes, los cuales se encuentran confinados a los huesos
maxilares y/o los tejidos blandos adyacentes. Bioldgicamente algunas de estas lesiones
son consideradas hamartomas, es decir neoplasias benignas compuestas por tejidos
normales y/o una proporcion anormal de componentes simples que muestran diversos
grados de diferenciacion, mientras que otras comprenden tanto neoplasias benignas

como malignas, exhibiendo variable agresividad y potencial metastasico (1).

En el afio 2014 se describe por primera vez una nueva entidad tumoral perteneciente a
este grupo de tumores y se propone el nombre de “Tumor odontogénico
primordial“(TOP), considerando su posible desarrollo en las primeras etapas de la

odontogenesis (2).

Hasta la fecha, sélo 22 casos de TOP han sido reportados en la literatura, siendo
identificados como lesiones radiollcidas bien definidas, adyacentes a la corona de un
diente no erupcionado, produciendo diferentes grados de expansion Osea, resorcion

radicular y desplazamiento de piezas vecinas (2).

El objetivo del presente trabajo se centra en caracterizar a TOP mediante multiples
métodos de analisis computarizado de imagenes histopatoldgicas para elucidar la
estructura y distribucion espacial de los compartimentos epitelial y mesenquimatico,
relacionar la expresion de marcadores inmunohistoquimicos en dichos compartimentos,

y realizar comparaciones con otras entidades con origenes similares.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Odontogénesis

La odontogénesis es el proceso de formacion de las piezas dentarias. Estas son
estructuras derivadas de células totipotenciales del ectodermo del primer arco faringeo y
del ectomesénquima de la cresta neural, conformando el denominado germen dental
(GD) (3). El GD se encuentra organizado en tres componentes principales: el rgano del

esmalte, la papila dental y el saco o foliculo dental.

El 6rgano del esmalte esta compuesto por cuatro grupos epiteliales: los epitelios externo
e interno, el reticulo estrellado y el estrato intermedio. Las células del epitelio interno
dan lugar a los ameloblastos que produciran el esmalte y finalmente formaran parte del
epitelio reducido del esmalte, luego de la maduracion del 6rgano dentario. La
localizacion donde confluyen el epitelio externo e interno del 6rgano del esmalte se
denomina cresta cervical (3). El crecimiento de la cresta cervical hacia la profundidad
de los tejidos forma la vaina epitelial radicular de Hertwig, que determinara y guiara la

forma radicular de cada pieza dentaria.

La papila dental contiene las células que se diferenciaran en odontoblastos, formadores
de dentina, y las células mesenquimaticas, responsables de la formacion de la pulpa (3).
La union entre la papila dental y el epitelio interno del 6rgano del esmalte determinard

la forma coronaria del diente (4).

El saco o foliculo dental da lugar a tres lineas celulares importantes: los cementoblastos,
osteoblastos y fibroblastos. Los cementoblastos son formadores del cemento dental que
cubre la superficie radicular, los osteoblastos forman el hueso alveolar que rodea a las

raices dentarias, mientras que los fibroblastos se encuentran involucrados en el
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desarrollo del ligamento periodontal que conecta al diente con el hueso alveolar y el

cemento (5).

El proceso de odontogénesis se sistematiza para su estudio en una serie de fases
consecutivas que se denominan: brote, casquete, y campana (6) en un intento de
categorizar los cambios que tienen lugar en el desarrollo del diente (Fig. 1). Las
interacciones epitelio-mesenquimaticas son esenciales para pasar por las diferentes
etapas de la odontogénesis, y consisten en una serie programada, secuencial y reciproca
de vias de sefializacion entre ambos tejidos, resultando en la diferenciacién de las
poblaciones celulares (7). Diversos experimentos han demostrado que el epitelio y
mesénquima de un diente en desarrollo (al estudiarse por separado como unidades
aisladas, en las etapas de brote, casquete y campana) proliferan sin formar estructuras
dentales reconocibles

(8-10).

Nudo del esmalte

/
)} /
Organo del esmalte \
N\
/ \

\ ) \[j
genesis
/

Amel

/\

Papila dental

\

Foliculo dental -
Dentinogénesis

Fig. 1. Etapas de la odontogénesis, desde el brote a la formacidn de un diente maduro.

El inicio del desarrollo dental estd impulsado desde la sexta semana en el embrion
humano por la proliferacion del epitelio bucal para formar una banda de tejido celular
con una configuracion en herradura, llamada lamina dental, en el mesénquima donde
apareceran los maxilares y la mandibula. En el sitio de cada futuro diente hay una
proliferacion adicional de células originadas en la lamina dental que producen un brote

celular redondeado, uno para cada diente, que se proyecta en el tejido mesenquimatico
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subyacente. Esta proliferacion celular corresponde a la etapa de brote (3). El epitelio
dental induce la condensacion del mesénquima que lo rodea a través de la expresion de
moléculas sefializadoras relacionadas con los genes Shh (Sonic hedgehog), FGF
(Fibroblast Growth Factor), BMP (Bone Morphogenetic Protein) y Whnt, los cuales a su
vez promueven la formacidn de éste brote epitelial que actuara como centro coordinador

del desarrollo del GD (11).

Gradualmente esta masa celular aumenta de tamafio y adquiere una concavidad en el
lado opuesto al de su origen en la ldamina dental. En la décima semana, el érgano del
esmalte se considera en la etapa de casquete, y el mesénquima adquiere la capacidad
instructiva para dirigir el desarrollo en base a las interacciones epitelio-mesenquimaticas

(12, 13).

El crecimiento y desarrollo ulteriores resultan en la etapa de campana, entre la semana
14-18 de la gestacion embrionaria, en donde el érgano del esmalte posee cuatro estratos
celulares identificables: epitelio interno, epitelio externo, estrato intermedio y reticulo
estrellado (Fig. 2). La formacidn de la papila dental a partir del componente
mesenquimatico comienza con la produccion de sustancias extracelulares, y la aparicion
de una nueva condensacion celular mesenquimatica que rodea al 6rgano del esmalte y

limita la papila dental, formando el foliculo dental (3).
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Fig. 2. Estructura histolégica del germen dental en etapa de campana temprana.

La etapa de campana se caracteriza por los procesos de histodiferenciacion y
morfodiferenciacion, dividiéndose en dos etapas: temprana y avanzada (3). Las células
mesenquimaticas alineadas préximas a las células del epitelio interno del esmalte
adoptan una configuracion cilindrica y un aspecto epitelial, diferencidndose en
preodontoblastos. Estas células luego pasan a ser los odontoblastos que formaran la
matriz dentinaria. Las celulas del epitelio interno del esmalte maduran formando los
ameloblastos y tienen a cargo, junto con las células del estrato intermedio, la produccion
de la matriz del esmalte. Los componentes extracelulares de la membrana basal que
separa el tejido epitelial del mesenquimal regulan entonces la polarizacion de ambos

tipos de células (14).
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La lamina dental se degenera en las etapas iniciales, justo antes de la dentinogénesis y

amelogénesis, lo cual separa el primordio del diente en desarrollo de su sitio de origen

3).

Existe una induccion reciproca entre la formacion de la dentina y el esmalte; la

formacion de la dentina sucede antes que la del esmalte (3).

La formacion de la dentina, conocida como dentinogénesis, es la primera caracteristica
identificable del estado de corona en el desarrollo dentario, la misma se clasifica en:
predentina, dentina primaria, dentina secundaria y dentina terciaria (3). Los
odontoblastos comienzan a segregar matriz organica a su alrededor y en contacto con el
epitelio interno del esmalte, cercano al area de la/s futura/s cuspide/s del diente, y
migran hacia el centro de la pulpa dentaria, formando una invaginacién denominada
proceso odontoblastico (3). El proceso odontoblastico origina una secrecion de cristales
de hidroxiapatita, que mineralizan la matriz, en un area laminar denominada predentina
(6). Los odontoblastos se hipertrofian y colaboran en la elaboracién de una matriz

extracelular rica en colageno, que resulta crucial en la nucleacion heterogénea durante el

proceso de mineralizacion, si bien también intervienen lipidos, fosfoproteinas y
fosfolipidos secretados (6). La dentina secundaria se produce después de la formacion
de la raiz dentaria cuando la pieza entra en oclusion, y a una velocidad mucho menor y
de forma heterogénea a lo largo del diente (3). La dentina terciaria, también conocida
como dentina reparadora, se produce como respuesta a estimulos externos, como las

caries o la atriccion (3).
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Por su parte, el esmalte se produce en dos etapas: secretora y de maduracion (4).
Durante la fase secretora, los ameloblastos producen una matriz de proteinas del
esmalte, que es mineralizada parcialmente por la enzima fosfatasa alcalina (6). Durante
la fase de maduracion, los ameloblastos transportan algunas de las sustancias empleadas
en la fase secretora fuera del esmalte. Dicho transporte suele consistir en proteinas
requeridas para la completa mineralizacion del diente, como es el caso de la

amelogenina, ameloblastina, esmaltina y tuftelina (6).

La formacion del cemento se conoce como cementogénesis, y ocurre tardiamente en el
desarrollo dentario. Existen dos tipos de cemento: el acelular y el celular (3). El
cemento acelular aparece primero en la odontogénesis. Los cementoblastos se
diferencian a partir de células foliculares, que so6lo afloran en la superficie de la raiz
dentaria cuando la cubierta epitelial de la vaina de Hertwig ha comenzado a
desorganizarse. Los cementoblastos segregan fibrillas de coladgeno a lo largo de la
superficie radicular antes de migrar fuera del diente. En cuanto lo hacen, més colageno
es depositado para incrementar la robustez y longitud de las fibras. No obstante,
intervienen también otro tipo de proteinas como la sialoproteina del hueso o la
osteocalcina (4). La mineralizacién de esta matriz rica en proteinas fibrilares indica el
momento en el cual los cementoblastos migran, abandonando el cemento, y se

establecen en la estructura ligamentaria del periodonto. El cemento celular se desarrolla

después de que la mayoria de los procesos de la odontogénesis han finalizado y el diente
se pone en contacto oclusal con los antagonistas (3). Este tipo de cemento se forma
alrededor del ligamento periodontal y por ello los cementoblastos que secretan la matriz

cementoide se quedan incluidos en ella, dotandola del componente celular (3).
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Una vez finalizada la formacion del primordio dental el mismo presenta las
subsecuentes capas de esmalte, dentina, predentina y pulpa dentaria. Esta Gltima es un
tejido mesenquimatico con diferentes capas estructurales y topogréaficas: odontoblastos,
zona basal de Weil o acelular, estrato de células polimorfas, zona central de tejido
pulpar (15). El estrato de células polimorfas consiste en fibroblastos con caracteres
embrionarios con forma estrellada y cominmente condensadas en este sector (15).
Luego de formadas todas las estructuras que conforman a la futura pieza dentaria en
funcion se produce el proceso de erupcion dental, el cual corresponde al momento en

que el diente sobresale de la encia y es visible (3).

Se han detectado variaciones moleculares a lo largo del desarrollo de las etapas de la
odontogénesis. En particular se destaca la composicion de la membrana basal, la cual
expresa diferentes proteinas y filamentos intermedios con interdependencia con el grado
de diferenciacion y maduracion de los tejidos circundantes, es decir el 6rgano del
esmalte y la papila dental, acompafiando las interacciones epitelio-mesenquimaticas que
se producen en todo el proceso. Las variaciones en la expresion de las cadenas de

laminina, de los tipos de colageno y de fibronectina se sintetizan en la Tabla 1.
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Tabla 1. Expresion de colageno, laminina y fibronectina en las etapas de la
odontogénesis.

Colageno

Laminina

Fibronectina

Etapa de Brote

Etapa de Casquete

Etapa de Campana

Distribucién asimétrica de colageno
IV 4-5-6 en la MB (16).

El pro-colageno 11 se distribuye
similar a la fibronectina, pero el
mesénquima que subyace
inmediatamente al brote epitelial es
mas tenue (16).

Se detectd menos pro colageno |11
en el mesénquima. MB debajo del
epitelio oral se presenta mas intensa
que entre el epitelio dental y el
mesénquima. No se presenta pro
colageno Il en el tejido epitelial
@an.

MB del epitelio interno expresa
cadenas 1, 2,4 de colageno IV
cadenas, mientras que el externo
solo las cadenas 1,2. Con el inicio
de la formacion de predentina el
colageno IV de la MB desaparece
(16). No se expresa pro colageno Il
en MB del epitelio interno, pero si
en mesénguima de la papila dental.
Solo colageno | comienza a
presentarse en predentina y dentina
(17). No se presenta ninguna fibra
colagena en esmalte ni epitelio.

Expresién continua rodeando
el brote epitelial (18, 19).

Expresidn continua rodeando
el epitelio dental (18).

Presente de manera similar en
todas las MB, incluido el
revestimiento endotelial de los
vasos sanguineos (18). Ante la
presencia de predentina, se
localizan fibras subepiteliales
de la papila dental pero no en
predentina ni ameloblastos
(20). Se pierde ante la
presencia de odontoblastos
secretores y la pérdida de la
MB (19).

Expresion en mesénguima
y MB, pero no en el epitelio
7).

Expresidon de fibronectina
similar en el mesénquima.
No se presenta en el
epitelio interno o externo
del esmalte, ni en el epitelio
oral, pero si
moderadamente en el
reticulo estrellado (17).

La distribucién de
fibronectina es similar a la
etapa anterior, con mayor
presencia en MB al haber
predentina, asi como en el
reticulo estrellado y
capilares del mesénquima
de la papila dental (17). No
se observa en relacién a
odontoblastos ni en
epitelio. No se observa en
dentina ni esmalte (17).

MB: membrana basal.
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2.2.  Tumores Odontogénicos

Los tumores son un conjunto de enfermedades originadas de cualquier 6rgano o tejido
del organismo cuyas celulas crecen de manera anormal y descontrolada, sobrepasando

los limites habituales y pudiendo invadir tejidos adyacentes (21).

Los TODs son lesiones que se originan exclusivamente en relacion con los huesos
maxilares y mucosa bucal que los reviste, derivando de células epiteliales,

mesenquimales y/o ectomesenquimales que son o fueron parte de la odontogénesis (21).

Los TODs constituyen un grupo de lesiones de particular interés, cuyo comportamiento
bioldgico va desde el tipo hamartomatoso o proliferaciones de tejido no neoplasico,
hasta neoplasias benignas y malignas con potencial metastasico. Su etiologia es

desconocida y la mayoria suele aparecer de forma esporadica y sin causa aparente (22).

La mayoria de los TODs se presentan de forma intradsea en el esqueleto maxilofacial,
mientras que los tumores extradseos aparecen en la mucosa gingival o alveolar. Las
caracteristicas clinicas de los TODs suelen ser inespecificas: los benignos muestran un
crecimiento expansivo lento y casi siempre asintomatico; en contraste, el dolor es el
sintoma mas comun en los malignos, seguido por un rapido aumento de volumen (23),

aunque hay tumores benignos con un comportamiento similar.

Otras caracteristicas como localizacion, género y edad (sobre todo en pacientes jovenes,
ya que los TODs contienen tejidos similares a los presentes en el GD), contribuyen al
diagnostico diferencial. Sin embargo, es importante destacar que, debido a la similitud
entre algunos de estos tumores, el diagnostico definitivo se determina mediante el

estudio histopatologico de la lesién (23).

Los TODs representan hasta el 1 % del total de las lesiones orales y su incidencia es

menor al 0.5 de casos por cada 100,000 habitantes (1). Existen datos de paises como
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Brasil, Canada, Chile, China, Estados Unidos, Japon, México y Nigeria que muestran
diferencias marcadas en la frecuencia de los TODs benignos, sin embargo, los mas

comunes son: odontoma (OD), ameloblastoma (AM) y mixoma odontogénico (24).

2.2.1. Clasificacién

En el 2017 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) actualizé la clasificacion de los
TODs, la cual esta basada principalmente en su comportamiento, dividiéndolos asi en
malignos (carcinomas y sarcomas), benignos y no neoplasicos, agregando a su vez las
subdivisiones de tumores 0seos Yy cartilaginosos, quistes, lesiones fibro 6seas y 6seo
condromatosas, y desordenes hematolinfoideos (1, 25). Ademas, los tumores benignos
se subdividen dependiendo del tipo de tejido odontogénico involucrado en: tumores
compuestos por epitelio odontogénico con estroma fibroso y maduro sin
ectomesenquima odontogeénico, tumores mixtos epiteliales y mesenquimaticos y
tumores derivados del mesénquima o ectomesénquima (Tabla 2). La clasificacion

histoldgica incluye 16 tumores benignos y 7 malignos (1, 25).
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Tabla 2. Clasificacion de los Tumores Odontogénicos segun la Organizacion Mundial de

la Salud (1).

Tumores malignos Carcinoma Ameloblastico

Tumores benignos

Primario intradseo
Odontogénico esclerosante
Odontogeénico de células claras
Odontogeénico de células fantasma
Sarcoma odontogénico
Carcinosarcoma odontogénico

Derivado del epitelio Ameloblastoma convencional
odontogénico con estroma Ameloblastoma uniquistico

fibroso maduro sin Ameloblastoma extradseo periférico
ectomesénquima Ameloblastoma metastasico
odontogénico Tumor odontogénico escamoso

Tumor odontogénico epitelial calcificante
Tumor odontogénico adenomatoide

Mixtos epiteliales Fibroma ameloblastico
mesenquimaticos Tumor odontogénico primordial
Odontoma
Tumor dentinogénico de células fantasma
Mesenquimaticos Fibroma odontogénico

Mixoma odontogénico
Cementoblastoma
Fibroma cemento osificante
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2.2.2. Tumor Odontogénico Primordial

El TOP es una neoplasia benigna mixta, la evidencia de su origen odontogénico es

avalada por su exclusiva localizacion en la zona de erupcion dentaria y su asociacion

con la ausencia clinica o falta de erupcion de algln diente, asi como la presencia de

tejido odontogénico (1).

Mosqueda Taylor y cols. fueron los primeros en describir este tumor en 2014 (2), a la

fecha existen 22 casos reportados en todo el mundo (Tabla 3) (2, 26-36). La edad de

estos pacientes va de un rango entre 2-19 afios, con una media de 11.4, siendo mas

prevalente en el sexo masculino, con una relacion masculino-femenino 12:10.

Tabla 3. Distribucion de las caracteristicas clinicas, radiograficas, tratamiento y
seguimiento de los casos de tumor odontogénico primordial (2, 26-36).

. Edad/ o . Pieza no . .
N°  Referencia Pais Género Ubicacion Clinica RX erupcionada  Tratamiento Seguimiento
relacionada
Mosqueda I2q. Post. Tumoracién  RL, UL, Enucleaciony
1 Tayloretal, Meéxico 18/M mandibular asintomatica BD, DD, 3er molar extraccion 20afos, SEE
2014 45x40mm RR dental
Mosqueda I2q. Post Expansion RL, UL, Enucleaciony
2 Tayloretal., Espafia 16/M manaibula;r cortical BD, DD, 3er molar extraccion 13afios, SEE
2014 55x50mm RR dental
Mosqueda I2q. Post Tumoracién  RL, UL, Enucleaciony
3 Tayloretal.,, Brasil 16/M manaibula;r asintomatica  BD, DD, 3er molar extraccion 10afios, SEE
2014 65x50mm RR dental
1zq. Post. ., . L
Mosqueda Guate- mandibular Expansion RL,BL, 2dodeciduoy Enucleaciony
4  Tayloretal., mala 3/IF y rama Osea BD, DD, ler molar extraccion 9afios, SEE
2014 90x70mm RR permanente dental
ascendente
Mosqueda nléi.dliabouslta.lr Tumoracién  RL, BL, Enucleaciény
5 Tayloretal.,, Brasil 13/F y rama asintomatica  BD, DD, 3er molar extraccion 3afios, SEE
2014 80x50mm RR dental
ascendente
Mosqueda 12q. Post Expansion RL,UL, 2dodeciduoy Enucleaciony
6 Tayloretal., México 3/F ma.lxilar. 6sea BD, DD, ler molar extraccion 6 meses, SEE
2014 35%30mm RR permanente dental
Hallazgo rx Escision
7 Slateretal., EEUU 19/M Der. .POSt' asintorr?ética RL, UL, 3er molar extracciéz 7 meses, SEE
2016 mandibular BD, RR
25x19mm dental
Tumoracién
8 Andoetal., Japoén 8/F 12q. P_OSt' asintomatica RL, BD, Ler mOIar Enucleaciéon 16 meses, SEE
2017 maxilar 16x15mm DD deciduo

33



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

Mikami et X Der. Post. ErupCJon RL, UL, 2do molar Ex0|3|o.r1 4
Japdn 5/M . tardia BD, DD, . extraccion 7 meses, SEE
al., 2017 mandibular deciduo
8x8x9mm RR dental
Ameretal., ) Post. TL.Jmorale'on RL, ML, Piezaen Esmsm-n,y -
Egipto 2IM . asintomatica extraccion 2anos, SEE
2018 mandibular BD, DD desarrollo
30x40mm dental
1zg. Post -
Pardhe et al mezlgdib(:slar Tumoracién RL, ML, Enucleaciony
B India 17/M . . BD, DD, 3er molar extraccion 6 meses, SEE
2018 y rama asintomatica
RR dental
ascendente
Tumoracion  RL, ML, Excisiony .
ALTazz)éi%Et EEUU 15/F r‘rl?aer:('jii)cl)j;r vestibular BD, DD, 3er molar extraccion Rec; (;rzelnma
B 35x20mm RR dental
Hallazgo rx Curetajey
Almazyad et Meéxico 18/M Der. _POSt' asintomatica RL, UL, 3er molar extraccion 20 meses, SEE
al., 2018 mandibular BD
17x12mm dental
. i0 RL, UL, isi
Bomfim et . 1zq. Post. Tl_Jmora,u_on v 2do molar Ex(:|5|o_n’ y
al. 2018 Brasil 4/M mandibular asintomatica  BD, DD, deciduo extraccion SIR
B 30x20mm RR dental
Novaes et al 1zq. Post. RL, UL,
' Brasil 13/F Mandibula ~ Tumoracion  BD, DD, 3er molar Excision SIR
2019
r RR
Poomsawat I Izq. Post. ~ Tumoraciéon  RL, UL, Mandibulec-
Filipina 17/F . . . 3er molar . . 18 meses, SEE
etal., 2019 P! mandibular  asintomética  BD, DD tomia parcial
Tumoracién
zengetal, China 12/F Der. F.JOSt' asintomatica BD,RL, SIR Excision 13 afios, SEE
2020 maxilar UL, RR
35x25mm
Zengetal Der Tumoracion ler molar
g a China 2IM . asintomatica  BD, RL . Enucleacion 11meses, SEE
2020 Maxilar deciduo
25x22mm
Kayamori et , Der.Post. ~ Tumoracion  BD, UL, 2do molar Enucleac_l?n y
Japon 10/M . . - . extraccion 30meses, SEE
al., 2020 maxilar asintomatica RL, temporario
dental
Delaado et Der. post Tumoracién  BD, UL, Escisiony
g Per( 12/F ._p asintomatica RL,DD,  2do premolar extraccion 15meses, SEE
al., 2021 mandibular
30x25mm RR dental
Delgado et . I1zq. post BD, UL, . o
al., 2021 Brasil 13/F mandibular SIR RL, 3er molar Enucleacion 5afios, SEE
. Tumoracién Incisivo Enucleaciony
N I . Der. Ant. . " ., ~
ainaetal, India 14/M e _nt sintomatica BD, RL central y extraccion 3afios, SEE
2021 Maxilar .
20x15mm canino dental

M: masculino, F: femenino, 1zq.: izquierdo, Der.: derecho, Post: posterior, Ant: anterior,
RX: radiografia, RL: radioltcido, UL: unilocular, BL: bilocular, ML: multilocular, BD:
bien definido, DD: diente desplazado, RR: reabsorcion radicular, SEE: sin evidencia de
enfermedad, S/R: sin resultados.

Clinicamente, las lesiones hasta el momento descritas se han presentado de forma

intradsea con un leve cambio de coloracion y abultamiento a nivel mucoso, con una
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marcada preferencia del sector posterior mandibular y una proporcion de incidencia

mandibular-maxilar de 16:6 (36).

Radiograficamente, se presentan como lesiones radioltcidas bien definidas adyacentes a
la corona de un diente no erupcionado (mas comunmente el tercer molar inferior, en 11
casos reportados), produciendo una aparente relacion pericoronal con la pieza. En
general son lesiones asintomaticas, pero pueden causar diferentes grados de expansion
0sea, reabsorcion radicular de piezas adyacentes y migracion dental. A su vez, se ha
relacionado con molestias al tragar cuando se localiza en el sector posterior mandibular,

invadiendo la oro-faringe (37).

Macroscopicamente, se presenta como un tumor sélido blancuzco, més frecuentemente
multilobulado y sin espacios quisticos, que tiende a ser encapsulado o al menos bien
definido respecto a las estructuras que lo rodean (37). Se ha encontrado que en la mitad
de los casos reportados la corona del diente en relacion estaba incluida en el tumor,
siendo facilmente desprendida en el resto de los casos, sin formar una estructura quistica
(37). Los TOPs son tratados mediante enucleacion total y extraccion de la/s pieza/s
dentaria/s en relacién al tumor. Con respecto al pronostico post-operatorio, no se han

reportado recurrencias luego de seguimientos de 3 meses a 20 afios (37).

Histopatol6gicamente, se encuentra formado por un tejido fibroso variablemente
celular, con fibroblastos fusiformes y estelares con poca produccion de colageno. Se
observan areas similares a la papila dental del germen dentario, cubiertas por un epitelio
cuboide- columnar que se asemeja al epitelio interno del 6rgano del esmalte, rodeado al
menos parcialmente por una capsula fibrosa delgada (Fig. 3A). A su vez, cominmente
se observa una condensacion de células mesenquimaticas subepiteliales e
invaginaciones focales del epitelio periférico, resultando en cortes tangenciales como

islas del fiboroma ameloblastico (FA). El hecho de que el epitelio se encuentre localizado
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periféricamente recuerda a la relacion entre el epitelio interno del 6rgano del esmalte y
la papila dental primitiva del GD, sin observar efectos inductivos ectomesenquimaticos,
similar a las primeras etapas del desarrollo dental, mostrando falta de habilidad de
seguir una evolucion inductiva normal para producir la histo y morfo diferenciacion de
los tejidos dentales (2). Hasta el momento no hay evidencia de diferenciacion
odontoblastica ni de produccién de dentina o esmalte (2). A pesar de esto, cuatro casos
mostraron calcificaciones pequefias y focales (28, 31), sugiriendo que la fosfatasa
alcalina puede jugar un rol en su formacion, como ocurre en tumores odontogénicos

epiteliales calcificantes (38, 39).

Varios autores han sugerido que las filas epiteliales cuboidales y escamosas de TOP
corresponden al epitelio externo del 6rgano del esmalte y el estrato intermedio de GD,
sugiriendo una heterogeneidad en el grado de diferenciacion de las capas epiteliales (26-

28).

Como se ha mencionado anteriormente, los TODs comparten algunas caracteristicas
clinicas y radiograficas, por lo que el diagndstico definitivo se establece mediante su
estudio histopatolégico; TOP no es la excepcion. Sin embargo, la histopatologia muchas
veces no es totalmente certera; el diagndstico diferencial que se propone para esta
entidad considera principalmente al FA y OD. Es mandatorio identificar las
caracteristicas distintivas de TOP para evitar un incorrecto diagnéstico, particularmente
en biopsias incisionales que puedan confundirlo con FA o mixoma odontogénico, como
se ha reportado previamente (40). En una biopsia representativa o completa de TOP es
posible excluir al mixoma odontogenico dado que no presenta epitelio que lo rodee, asi
como diferenciarlo del FA por no presentar islas y bandas de epitelio odontogénico en

estroma mixoide. Algunos autores también han establecido que el epitelio de TOP es
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similar al del ameloblastoma uniquistico (AU) (27); sin embargo, TOP se presenta

como una masa tumoral sélida y no como una lesion quistica.

Desde el punto de vista inmunohistoquimico, de acuerdo con la expresion de 23
proteinas estudiadas por Bologna y cols. (41), se determind que TOP posee un indice de
proliferacion celular disminuido, definiéndolo como una lesion de crecimiento lento con
produccion variable de tejido fibroso, en donde la proliferacion celular no pareciera ser
el inico mecanismo implicado en el crecimiento y expansion tumoral. TOP es un tumor
moderadamente vascularizado en donde hay una mayor densidad y neo-formacion
vascular en el mesénquima localizado proximo al epitelio circundante, a pesar de
encontrar un area libre de vasos a nivel subepitelial. Esta area a su vez muestra una
actividad proliferativa mayor y se sugiere que corresponde al area de desarrollo tumoral
(42). A su vez, hay evidencia sobre un incremento de la actividad anti apoptética, la
cual pueda favorecer el crecimiento (41). La expresion de CK19, vimentina,
amelogenina, Syndecan-1, Caveolina-1, DSPP, Glut-1, MOC31, en el epitelio
circundante puede ser interpretada como grupos de células en diferentes estados de
desarrollo, con una estructura epitelial Unica aparente desde el punto de vista
histoldgico. Esta situacion conlleva a especular que el compartimento epitelial de TOP
no es uniforme o estatico, pero que expresa la transicion entre las etapas tempranas del
desarrollo dental y aquellas en donde la maduracion pre-amelobléstica se encuentra
presente pero previamente a tener el potencial de induccién de diferenciacion

odontobléstica o produccion de tejido mineralizado (41).

Por otra parte, la ausencia de una proteina mutante identificable para BRAF V600E
sugiere que la mutacion del gen BRAF no estd implicada en la patogénesis de TOP y se
puede confirmar que este tumor no pertenece a la categoria de tumores ameloblasticos

con BRAF mutante (41).
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Hasta la fecha 151 genes asociados al cancer y 42 genes asociados a la odontogénesis
han sido analizados en TOP mediante secuenciacion de proxima generacion sin detectar
mutaciones somaticas (43). A pesar de esto, la expresion de genes asociados a la
dentinogénesis como ser Bglap, Ibsp y Nfic fue negativa o muy débil, mientras que el
ARNM detectado para colageno 1 y sialofosfoproteina dentinaria (DSP) fue alto. La
matriz dentinaria extracelular se encuentra compuesta en un 90% de colageno tipo 1y
un 10% de proteinas no colageno, como ser DPP y DGP. Por tanto, se sugiere la
presencia de preodontoblastos en TOP, a pesar de no constatar células con morfologia
compatible a la de odontoblastos diferenciados y asi a su vez se explica la inhibicién de

la formacion dentinaria y la subsecuente ausencia de esmalte (43).

2.2.3. Fibroma Ameloblastico

El FA es una neoplasia benigna mixta compuesta por un mesénguima odontogénico que
se asemeja a la papila dental e islas epiteliales similares al epitelio del 6rgano del
esmalte del GD, sin presencia de tejido duro. Epidemioldgicamente, representa el 1,5-
6,5% de todos los TODs (44, 45), con una edad media de presentacion de 14,9 afios,
ocurriendo generalmente en pacientes menores a 20 afios (anterior a la finalizacién de la
odontogénesis). EI 82% de los casos se presentan en el sector posterior mandibular,

siendo menos frecuente en el sector anterior, tanto maxilar como mandibular (44, 45).

Clinicamente, se presenta como una lesion indolora de crecimiento lento, pudiendo
provocar expansion 0sea y raramente deformidad facial en casos donde adquiere gran
tamafo. Se considera un hallazgo radiografico en el 12% de los casos, presentandose
comunmente como una lesion bien definida, unilocular y radioltcida (44). En el 80% de
los casos se encuentra asociada con una pieza impactada, mas frecuentemente el primer

0 segundo molar permanente.
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Macroscopicamente, se observa como una masa solida, generalmente encapsulada.
Histopatologicamente, el componente mesenquimatico es mixoide y rico en células,
similar a la papila dental del GD. El componente epitelial puede presentarse como
bandas angostas y alargadas de dos filas celulares cuboides-columnares, asi como islas
epiteliales con un patron similar al reticulo estrellado en su centro (Fig. 3B). Las
caracteristicas histopatologicas del FA pueden confundirse con las etapas primarias del

OD (44), a pesar de que el FA no presenta tejidos duros.

Genéticamente, solamente dos casos reportados de FA detectaron mutaciones en

BRAFV600E (46), incluyendo a estas lesiones dentro de la categoria BRAF mutante.

El tratamiento de esta neoplasia consiste en su remocion conservadora en caso de
tumores pequefios y asintomaticos de pacientes jovenes; sin embargo, el tratamiento
ultraconservador puede llevar a la recurrencia de estas lesiones en un 16% de los casos.
En caso de lesiones extensas y destructivas, la conducta debe ser radical con margenes

de seguridad (47).

2.2.4. Odontoma

El OD es una malformacion mixta, epitelial y mesenquimatica, compuesta por tejido
dental mineralizado, considerado el TOD mas frecuente, diagnosticado en las primeras
dos décadas de vida (48). Los pacientes con OD multifocales suelen asociarse al
sindrome de Gardner. Se pueden encontrar dos tipos los cuales se diferencian en OD
compuesto, localizado en el sector antero superior, y complejo, el cual muestra

predileccion por el sector postero inferior (48).

Suelen detectarse en primera instancia radiograficamente, estando asociados a piezas no

erupcionadas y caracterizados por ser clinicamente asintomaticos, poder provocar
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impactaciones, diastemas, mal posiciones, desvitalizacion de piezas vecinas, entre otras.

En casos de gran tamafio pueden provocar expansion 0sea (49).

Radiograficamente, se localiza entre las raices o sobre la corona de una pieza
impactada, presentando una radiopacidad bien marcada, rodeado por una capsula
delgada, y con corticalizacion 6sea adyacente. Los ODs compuestos presentan un
producto radiopaco gque consiste en numerosas estructuras similares a piezas dentarias,
mientras que los complejos consisten en una masa desorganizada de tejido calcificado.
En etapas tempranas del desarrollo del OD se puede observar una radiolucidez con

zonas focales de calcificaciones (49).

Macroscopicamente, el OD compuesto se observa como un conglomerado de
estructuras blancuzcas similares a las piezas dentales, también llamadas denticulos, con
diferente forma y tamafio. EI OD complejo por su parte se observa como una masa
amorfa, blancuzca y dura. Ambos casos pueden presentar una capsula fibrosa que los

rodea (48).

Histopatologicamente, en el OD compuesto se observa tejido desorganizado de esmalte,
dentina, cemento y pulpa, y un tejido conjuntivo fibroso adyacente similar al foliculo
dental. En etapas tempranas del OD en desarrollo se observan tejidos similares al GD en
desarrollo. EI OD complejo presenta dentina tubular que encierra zonas de matriz del
esmalte, asi como epitelio reducido del esmalte con células fantasma, y una delgada
capa de cemento puede presentarse en la periferia de esta masa. En casos donde se
observa una capsula fibrosa se pueden apreciar islas o bandas epiteliales, semejantes a

las presentes en FA (Fig. 3C) (48).

El tratamiento de estas lesiones es mediante cirugia conservadora, siendo inusual su

recurrencia (48).
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2.2.5. Ameloblastoma

El AM es una neoplasia odontogénica benigna epitelial intradsea la cual presenta un
crecimiento expansivo, agresivo y con tendencia a la recurrencia (1). Es considerado el
segundo TOD mas frecuente a nivel mundial, con un pico de incidencia en la cuarta y
quinta década de vida, sin predileccién por sexo (50, 51). Un 80% de los casos se
localizan a nivel posterior mandibular, seguidos por una predileccién por el sector
anterior mandibular, siendo en ultima instancia de ubicacion posterior maxilar y anterior

maxilar (50, 51).

Clinicamente, se manifiesta como un tumor expansivo, de crecimiento lento e indoloro,
el cual puede progresar a un crecimiento agresivo, destructivo y acelerado. Esto genera
complicaciones como ser: pérdida dentaria, mal oclusiones, parestesia, dolor, trismo,

deformidad facial, obstruccion aérea, pudiendo llegar a ser letal para el paciente (52).

Radiograficamente, a pesar de no ser patognomonico para esta neoplasia, se suele
observar un patron radiolucido multilocular llamado en “panal de abeja”, siendo menos
comun el patrén unilocular. A su vez, se observa expansion vestibular y lingual,

reabsorcion radicular y asociacion con piezas no erupcionadas.

Macroscopicamente, su apariencia puede variar desde un tumor sélido a uniquistico

(AU).

Histopatoldgicamente, se observan seis tipos diferentes de ameloblastoma, siendo en
orden de frecuencia: folicular, plexiforme, acantomatoso, granular, desmoplasico y
basal (51). El patrén folicular se asemeja a islas de epitelio del 6rgano del esmalte con
células similares a los ameloblastos, cuboides-columnares con polarizacion inversa,
encontrando en el centro un tejido similar al reticulo estrellado (Fig. 3D) (53). El patron

plexiforme se observa como bandas de epitelio ameloblastico con un reticulo estrellado
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en su centro, pudiendo presentar degeneracion estromal. El patron desmoplésico
consiste en células periféricas cuboides a planas con células ahusadas centrales y con
colageno denso en su estroma. A su vez, el tipo desmoplasico presenta predileccion por
el sector antero superior y radiograficamente se aprecia un patron mixto, radiopaco y

radioltcido (54).

Estudios moleculares han sugerido el origen de esta neoplasia a partir de células de la
lamina dental, que fallan en desarrollarse correctamente, dada la temprana expresion de
marcadores moleculares como ser PITX2, MSX2, DLX2, RUNX1 e ISL1 (55, 56). A su
vez, se han detectado mutaciones en los genes de la via de sefializacion MAPK, en un
90% de los casos analizados (46), siendo BRAFV600E la mutacion mas comun,
principalmente para aquellos casos de localizacién mandibular (46, 57). Otras
mutaciones referentes a esta via pueden encontrarse en los genes KRAS, NRAS, HRAS
y FGFR2 (46, 58), remarcando su importancia en la patogénesis de este tumor. Por otra
parte, se han encontrado mutaciones simultaneamente en referencia a SMO,

principalmente en casos ubicados a nivel del maxilar superior (46, 58).

El tratamiento del AM es la escision quirdrgica con margenes de seguridad, mas alla de
los limites radiograficos de la lesidn, dado que la cirugia conservadora tiene una tasa de
recurrencia del 60-90% (59). El seguimiento deberia realizarse hasta los 25 afios
considerando que mas del 50% de las recurrencias ocurren dentro de los primeros 5
afios luego del tratamiento (60). En casos de AM recurrente o con un perfil agresivo,
siempre gque pueda indicarse, se sugieren las nuevas terapéuticas dirigidas a BRAF, de

manera complementaria a la cirugia (46, 58).

Si bien los AU y ameloblastoma periférico comparten ciertas caracteristicas con el AM,

también presentan diferencias significativas.
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El AU se presenta como una cavidad quistica Gnica con/sin proliferacion luminal.
Representa el 5-22% de todos los casos de ameloblastoma (61), siendo diagnosticados
principalmente en la segunda década de vida, con una media etaria de 16 afios para
casos con impactacion dental, y de 35 afios para casos sin impactacion dental (62).
Radiogréaficamente, se presenta como una lesion unilocular, radiolucida, bien definida,
que puede provocar reabsorcion radicular y perforacion cortical (63).
Histopatologicamente, podemos encontrar el patron luminal e intraluminal. El patrén
luminal presenta una Unica linea de células epiteliales quisticas similares a los
ameloblastos, con un tejido similar al reticulo estrellado subyacente (Fig. 3E). El tipo
intraluminal presenta extensiones epiteliales en patron plexiforme. Ademas de estas
caracteristicas, se puede presentar invasion mural del epitelio, considerado un patrén
mas agresivo (61). EI AU es tratado mediante enucleacion, pudiendo presentar

recurrencias a los 10 afios 0 mas de realizado el tratamiento (61).

El ameloblastoma periférico, también conocido como extradseo, se presenta a nivel de
los tejidos blandos de la encia y en rebordes edéntulos, representando el 1-10% de todos
los casos de ameloblastoma (64). La edad media de aparicién es a los 50-54 afios,
siendo més prevalente de la quinta a séptima década de vida (64). Clinicamente, se
presenta como una lesion indolora, exofitica, sésil, de coloracion normal a rojiza.
Radiogréaficamente, se presenta como una erosion superficial o depresion dsea (64).
MacroscOpicamente, se observa como una masa firme, ocasionalmente con pequefios
espacios quisticos. El tratamiento consiste en cirugia conservadora, la cual tiende a ser

curativa, sin recurrencias descritas (64).
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2.2.6. Queratoguiste Odontogénico

El queratoquiste odontogénico (QQO) es un quiste odontogénico caracterizado por
poseer un recubrimiento delgado de epitelio escamoso estratificado paraqueratinizado,
con células basales hipercromaticas en empalizada. Representa el 10-20% de los quistes
odontogénicos, siendo el tercero mas comun en frecuencia a nivel mandibular (80% de
los casos) (65, 66). Presenta una incidencia mayor en la segunda a tercera década de
vida, con un segundo pico en pacientes de 50-70 afios (66). A su vez, tiene una leve
predileccién por el género masculino (67), y en el 5% de los casos ocurre como parte
del sindrome de Gorlin (con localizacion en sector postero superior) (68). QQO difiere
de otros quistes odontogénicos por su comportamiento biol6gico agresivo e infiltrante,

asociado a una tasa de recurrencia alta.

Clinicamente, se presentan como lesiones indoloras pero de gran tamafio que pueden
provocar desplazamiento dentario. Se consideran hallazgos radiogréaficos, observandose
como lesiones radioldcidas bien delimitadas, frecuentemente con un margen cortical,

uni o multiloculares (69).

Histopatologicamente, se observan con un recubrimiento delgado de epitelio escamoso
estratificado paraqueratinizado, con células basales hipercromaticas en empalizada, con
areas focales de polaridad inversa (Fig. 3F). Pueden presentar crestas epiteliales de la

lamina basal asi como islotes epiteliales en su pared (69).

Estudios moleculares han sugerido que el origen de esta lesion es a partir de remanentes
de la lamina dental o restos derivados de las células basales, asociados a una mutacion o
inactivacion del gen PTCHL, el cual activa la via de sefializacion Hedgehog, resultando

en una proliferacion aberrante del epitelio (67, 68). Sin embargo, esta mutacion se
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asocia principalmente a QQO sindromicos y no todos los casos reportados la presentan

(70-72).

Las modalidades de tratamiento son variadas, pudiendo ser conservadoras o quirdrgicas,
siendo la més popular la descompresion quirdrgica. Esta técnica busca reducir la presion
interna de la cavidad quistica permitiendo la aposicién 6sea y la reduccion en tamafio de
la lesién, generando cambios estructurales tanto en el epitelio como en el conjuntivo,
pero sin alterar el ciclo celular o apoptosis (73). La aplicacion de la solucion Carnoy al

realizar la enucleacion reduce a un 8% la probabilidad de recurrencia del QQO (74).

Fig. 3. Cortes histolégicos de entidades odontogénicas con tincion de HE. A) Tumor
odontogénico primordial. B) Fibroma ameloblastico. C) Odontoma. D) Ameloblastoma
convencional. E) Ameloblastoma uniquistico. F) Queratoquiste odontogénico.
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2.3. Biomarcadores Moleculares

Los biomarcadores moleculares son biomoléculas (i.e. moléculas de naturaleza
organica) con diferentes grados de complejidad, estructura y distribucion (75). No todas
las biomoléculas son utilizadas como biomarcadores; los biomarcadores moleculares
han sido estudiados y caracterizados con el potencial de permitir la identificacion de un
fendmeno particular a nivel del espacio y tiempo en un organismo (75). Estos
biomarcadores pueden clasificarse segun su aplicacion, de acuerdo al National Health
Institute USA 2001, en: biomarcadores de diagndstico, pronostico, predictivos, y de
investigacion. A su vez, segln su funcion a nivel tisular pueden diferenciarse en
proteinas que forman parte de los procesos de histogénesis y maduracion, adhesion,
proliferacion celular, angiogénesis, apoptosis, supresion tumoral, asi como también
integrar un grupo de marcadores ya conocidos por conformar la estructura de ciertos

tejidos (76).

2.3.1. Colégeno IV

El colageno es una proteina esencial de la matriz extracelular que brinda una estructura
de soporte y sefializacion para los tejidos. Esta familia de proteinas comprende 28 tipos
de colageno, de los cuales el tipo IV juega un papel importante en la conformacion de la
membrana basal (77) e interviene en procesos de adhesién celular, migracion,

diferenciacion y crecimiento, mientras que su degradacion promueve la angiogénesis, el

remodelado tisular y la progresion de procesos fisiologicos o patologicos (78).

Se han observado cambios en la distribucién del colageno en el proceso de
odontogenesis, principalmente del tipo IV a nivel de la membrana basal del epitelio del
esmalte, como se ha mencionado anteriormente (Tabla 1). Esta modificacion de la

composicion de la membrana basal se relaciona con las interacciones epitelio-
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mesenquimaticas, que impulsan la diferenciacion celular y las subsiguientes etapas de

morfogénesis dental (16, 17).

En primera instancia, el colageno es secretado por las células del brote, mientras que en
la etapa temprana de campana es secretado por el epitelio del érgano del esmalte, los
pre-ameloblastos, para luego ser eliminado al depositarse las primeras capas de la
predentina (16, 79). Las cadenas de colageno IV cambian en su conformacion a medida

que se van desarrollando las etapas de la odontogénesis, pasando de 3-4-5 a 1-2a (16).

Para los casos de FA y AM también se han observado modificaciones en las cadenas del
colageno 1V, apoyando la idea de que las células en estos tumores no alcanzan un estado
de diferenciacion total de ameloblasto secretor (16, 79, 80), observando zonas focales
negativas en las islas epiteliales, asi como zonas positivas de variable intensidad (81).
Ademas, se ha sugerido que la degradacion del colageno 1V mediante metaloproteinasas
de la matriz extracelular promueve la progresion de la lesion y la invasion local en el

caso del AM (82).

Para el QQO, en los casos esporadicos (no sindrémicos) se ha descrito la expresion de
colageno IV en la membrana basal de manera continua y discontinua (83),
relacionandolo con la capacidad de proliferacion de estas lesiones; mientras que en
casos sindromicos la ausencia de esta proteina sugiere una alteracién de la interaccion

epitelio-mesenquimatica y un comportamiento mas agresivo (84. 85).
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2.3.2. Laminina

La laminina es una glicoproteina no colagena producida por células epiteliales y
presente en la membrana basal, con un rol preponderante en el mantenimiento de la
integridad de la interfase epitelio-mesenquimatica, asi como en procesos de
morfogénesis, adhesion, angiogénesis, proliferacion y migracion celular (86-88). Se
conocen ocho cadenas de laminina distintas genéticamente (al, a2, a3, B1, B2, B3, v1,
v2) y siete formas de ensamblajes diferentes (laminina-1 a -7) (89). Mediante su
interaccion con integrinas, participa de vias de sefializacion, en especial de la via

MAPK, importante para la migracion y proliferacion celular (90).

Como ya se describid previamente en el capitulo de odontogénesis, laminina se
encuentra expresada a nivel de la membrana basal del GD en desarrollo (18, 19, 91).
Ante la presencia de predentina, se localiza a nivel de fibras subepiteliales de la papila
dental pero no en predentina ni en ameloblastos maduros. Su expresion se pierde ante la

presencia de odontoblastos secretores y la degradacién de la membrana basal (Tabla 1).

La expresion de esta proteina ha sido reportada con una localizacion similar a nivel de
las islas epiteliales de FA y AM (16). Para los casos de AM se ha sugerido que la
membrana basal, conectada con las células similares a pre-ameloblastos, no se degrada
como lo hace durante desarrollo normal de la odontogenesis, cuando los ameloblastos se
diferencian, motivo por el cual se encuentra integridad de la misma (18). Algunos
autores han reportado que subtipos especificos de laminina, como ser laminina 5 y2, se

expresa mas débil y fragmentado a nivel de membrana basal del epitelio de AM (92).

En el QQO no se reportaron diferencias significativas entre los casos sindromicos y
esporadicos; algunos autores determinaron la ausencia de la misma a nivel de la

membrana basal (84), mientras que otros encontraron su expresion continua en un 90%
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de los casos analizados (83). Algunos autores relacionan la recurrencia y recidiva de

estas lesiones con la ausencia de laminina (93).

2.3.3. Conexina 43

Las interacciones entre células adyacentes influyen en su comportamiento bioldgico,
siendo fundamental en diversos procesos, principalmente en los relacionados con la
regulacion de la proliferacion celular, la diferenciacion y la apoptosis. Uno de los
sistemas intercelulares mas importantes son las uniones Gap, que poseen una alta

capacidad de intercambio i6nico-molecular (94).

Estas uniones Gap se encuentran formadas por proteinas especializadas de la familia de
las conexinas, que constituyen la membrana celular y forman canales intercelulares,
permitiendo el pasaje de iones y moléculas, cumpliendo el rol de comunicacion
intercelular (95). Hasta el momento se han descrito mas de 20 tipos de conexinas,
siendo la conexina 43 (Cx43) de las mas importantes, considerando su funcion en la

supresion tumoral (96-98).

Se ha reportado la presencia de Cx43 durante la odontogénesis, en el 6rgano del esmalte
(pre-ameloblastos, estrato intermedio y odontoblastos en diferenciacion) y mesénquima
dental (99, 100), lo que sugiere que su expresion en estos tejidos se relaciona con las
capacidades de diferenciacion e interacciones epitelio-mesenquimaticas (95) y que
contribuye con la diferenciacién de los ameloblastos permitiendo el transporte de iones

desde células de la papila dental.

No se han encontrado reportes de la expresion de esta proteina en AM, FA, TOP u OD.
Sin embargo, se ha estudiado la expresion de Cx43 en QQO encontrando que la misma
es baja en comparacion con la mucosa normal, lo que favorece el desarrollo y

comportamiento de la lesion (101).
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2.3.4. CD34

La proteina CD34 integra una familia de sialomucinas compuesta por 3 miembros: el
antigeno CD34, podocalixina y endoglicano (CD105), los cuales comparten patrones de
expresion pero a su vez cada proteina se expresa de forma Gnica en cierto tipo de tejidos

(102).

CD34 es una glicoproteina transmembrana de células madre precursoras del sistema
hematopoyético, cuya deteccion a través de inmunohistoquimica puede ser Gtil para
identificar células leucémicas y tumores vasculares; igualmente se ha utilizado para
precisar el diagnoéstico de numerosos tumores de partes blandas con apariencia
fusocelular (103). Esta proteina es inicialmente detectada en las células del sistema
linfohematopoyético, precursoras de la serie mieloide y presentes en la médula dsea; se
observa también en endotelio vascular, en células dendriticas de la dermis superior, en
el endoneuro y en diversos tumores de partes blandas como el tumor fibroso solitario, el
dermatofibrosarcoma protuberans, el sarcoma epitelioide, los tumores del estroma
gastrointestinal, los lipomas atipicos y fusocelulares y el sarcoma de Kaposi (103). A su
vez, se encuentra expresada en fibroblastos embrionarios y una gran variedad de células
no hematopoyéticas, disminuyendo su expresién de manera progresiva a medida que la
célula madura y se diferencia (104). La morfologia de estas células tiende a ser alargada

con ausencia de uniones estrechas (105).

CD34 se ha utilizado para determinar la densidad microvascular intratumoral en TODs
por ser un antigeno endotelial (106). La sobreexpresion de esta proteina se ha
correlacionado con una conducta agresiva en varios TODs, como ser QQO, AM y
carcinoma ameloblastico (106-110). Se ha observado su presencia en QQO, en células
dendriticas adyacentes al epitelio quistico, asi como en AM, proximas a las islas
epiteliales, sin presentar aparente relacion con el endotelio vascular (107).
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Por otra parte, se ha reportado que las células madre del GD expresan marcadores
mesenquimales tales como CD146, CD106, CD90, CD73 CD29 y CD13; sin embargo,
segun Aydin y cols. no expresan marcadores de célula madre hematopoyética como ser
CD34 (111). Un estudio realizado por Muica y cols. determinaron la presencia de esta
proteina en el GD, tanto en el endotelio vascular de la papila dental (semana 9-10) como
en la capa externa de la papila dental (semana 12-16) y en la pulpa dental (semana 21-
24), asi como en la capa externa epitelial del érgano del esmalte; donde se observa una
disminucion paulatina de la misma hasta la semana 16 para luego aumentar hasta la
semana 24 (112), demostrando una variacion de su expresion en las diferentes etapas de

la odontogeénesis.
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2.4. Diqitalizacion y analisis de imagenes histoldgicas

Los componentes celulares y no celulares de los preparados histopatolégicos coexisten
al mismo tiempo y en tejidos adyacentes resultando en una heterogeneidad estructural
temporo-espacial. La identificacion de dichos componentes para el diagndstico
histopatoldgico de rutina con tinciones como hematoxilina-eosina (HE) es en primer
lugar realizado por el reconocimiento de la arquitectura tisular y morfologia nuclear
(113). Recientemente, el &rea de diagnostico patoldgico asistido por la tecnologia ha
progresado significativamente, teniendo una relevancia clinica y bioldgica, al estudiar
imagenes histopatoldgicas combinadas con técnicas moleculares, evaluandolas mediante
métodos como el procesamiento de imagenes y la inteligencia artificial. La inteligencia
artificial consiste en emular “inteligencia” humana a nivel computacional en funcion de
que el software tenga conocimientos del entorno y pardmetros de entrada para realizar
determinadas tareas, en donde su respuesta tenga cierta utilidad o interés. Dentro de un
gran conjunto de aplicaciones de inteligencia artificial encontramos al denominado

machine learning (114, 115).

El término machine learning refiere a un conjunto de enfoques metodol6gicos que
permiten conformar modelos predictivos o clasificatorios de analisis de fenémenos
basados en la acumulacion de datos y entrenamiento o aprendizaje, que luego pueden
usarse para clasificar nuevas observaciones y por lo tanto emulan el comportamiento

inteligente de los humanos (114).

El término deep learning refiere a una sub-area de inteligencia artificial que trabaja con
métodos asociados al aprendizaje representativo, el cual mejora el manejo de los datos
al ganar experiencia (115). Estos métodos explotan configuraciones de procesamiento

de redes neurales convolucionales, que también emulan en cierto modo los circuitos

neuronales del sistema nervioso, y que se pueden entrenar para resolver ciertos
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problemas (por ejemplo clasificaciones de objetos o determinacion del estado de un

sistema) cuando existe suficiente informacion.

La segmentacion automatica de imagenes histologicas digitalizadas en regiones que
representan diferentes tipos tisulares es de fundamental importancia para desarrollar
herramientas diagnosticas digitales. La segmentacion es una técnica computacional que
procesa iméagenes digitales agrupando pixeles con propiedades colorimétricas similares
en regiones que (en el caso de histopatologia) probablemente representen objetos de
interés (por ejemplo organelas, células, tejidos u otras estructuras). Estos entonces
pueden ser caracterizados geométricamente para obtener informacion cualitativa o

cuantitativa de los objetos que representan (114, 115).

Estas técnicas cuantitativas/cualitativas de analisis de imagenes reducen el error
humano, que es asociado a cierto grado de subjetividad de la percepcion visual, y por lo
tanto incrementan la precision diagndstica, reducen el volumen de trabajo y
estandarizan los sistemas de patrones para la clasificacion de las patologias, los cuales

muchas veces tienden a ser subjetivos o ambiguos (114, 115).

Las técnicas de reconocimiento de patrones son otro tipo de métodos en el cual se
seleccionan determinadas caracteristicas (por ejemplo el color, la forma, el tamafio) y se
agrupan los resultados en regiones que pueden corresponder a clases histoldgicas

determinadas, facilitando el analisis de los objetos de interés (114, 115).

Estos métodos de analisis pueden ser supervisados 0 no supervisados. Los métodos
supervisados se construyen normalmente a partir de regiones (conjuntos de pixeles) de
entrenamiento previamente etiquetadas que se utilizan para entrenar un modelo
clasificador que luego se utiliza para predecir las clases de nuevos datos sin etiquetar.

Para esto, es requerido el acceso a imagenes de referencia como evidencia empirica para
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el entrenamiento (114, 115). En contraste, los enfoques no supervisados (analisis de
clusters o conglomerados) no requieren entrenamiento con grupos pre-etiquetados para
el aprendizaje, sino que se basan en medidas de similitud de los datos para agruparlas
observaciones en conglomerados homogéneos. En el analisis histopatoldgico de
iméagenes, los conglomerados son de particular interés por su potencial como
herramienta exploratoria que puede prever informacion sobre estructuras anatomicas o

funcionales que no son inmediatamente evidentes para el operador (114, 115).

2.4.1. Umbralizacién o “thresholding”

La mayoria de los métodos aplicados para el analisis de imagenes histopatoldgicas
tefiidas con HE, inmunohistoquimica e histoquimica, se basan en procedimientos de
umbralizacion, o en inglés thresholding, en donde a partir de un valor de umbral
(threshold) del color o intensidad de la imagen se logra identificar (o segmentar) el

objeto de interés (116).

Es una técnica de segmentacion instantanea que resulta en el agrupamiento de pixeles
en base a los componentes o caracteristicas compartidas. El resultado es una imagen
binaria donde los objetos de interés tienen pixeles de valor por ejemplo 1y el fondo
valor 0. Segun Sezgin y cols. (117) los algoritmos para la binarizacion de imagenes se
pueden agrupar en base a diversos métodos o principios: explotando la forma del
histograma, de la escala de grises, entropia de regiones de la imagen, atributos de los
objeto de interés, segun la distribucién espacial, entre otros. Dentro de las posibilidades
que ofrece la plataforma para analisis de imagenes ImageJ (118) se encuentran
implementadas una variedad de opciones automatizadas de thresholding en base a la
distribucion de intensidades de escala de grises, por ejemplo los métodos de: Huang,

Intermodes, isoData, Li, Maximum Entropy, Mean, Minimum Error, Minimum,
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Moments, Otsu, Percentile, Renyi Entropy, Shanbhag, Triangle, y Yen (119). Estas
opciones permiten la binarizacion de imagenes en base a diferentes principios de

particion en objeto y fondo de acuerdo a la intensidad de los pixeles en la imagen.

2.4.2. StarDist

Es un método relativamente reciente de deteccidn de nicleos celulares que predice su
perfil morfoldgico, suficientemente flexible y preciso para competir con otros métodos
de segmentacion. Stardist utiliza una construccion poligonal geométrica de “star-
convex-polygons” para aproximar la forma redondeada nuclear (120). El método esta
basado en redes neurales (deep learning) para predecir la representacion del objeto de

interés y determinar asi que pixeles son parte de un ndcleo y su forma.

2.4.3. Watershed Transform

El watershed transform o transformacion de vertientes es un método morfolégico de
segmentacion de imagenes que separa a los objetos de interés mediante lineas de
vertientes (watershed lines) en cuencas fluviales (catchment basins). Estos términos se
refieren a la representacion de imagenes como mapas topograficos tridimensionales
(donde la intensidad de la imagen es la altitud del terreno) sobre las cuales se simula una
inmersion de agua. Las lineas de vertientes son definidas cuando diferentes cuencas

fluviales entran en contacto (121).

Aplicado al ambito de la histologia, la posicion e intensidad de los nucleos celulares
permiten segmentar el resto del tejido en células virtuales o v-cells (121) donde cada
una contiene exclusivamente un ndcleo, lo cual permite determinar una aproximacion a

la forma y tamafio de las células en un tejido.
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2.4.4. Trainable WEKA (Waikato Environment for Knowledge Analysis)
Segmentation

Este método ha sido implementado en un software de acceso abierto el cual combina el
procesador Fiji con algoritmos de machine learning de WEKA (una libreria de
procedimientos analiticos para machine learning creada por Waikato University, Nueva
Zelanda) para clasificar pixeles (122) basado en un procedimiento llamando forest fire.
Para la utilizacion de este tipo de herramientas se deben conocer y anotar/etiquetar
regiones tipicas de las estructuras de interés a identificar, previo al entrenamiento del
mismo. Las regiones etiquetadas sirven de ejemplo para entrenar el modelo, basado en
un grupo de transformaciones de la imagen que son usadas como nuevos datos
relacionados a cada pixel para luego segmentar el resto de los pixeles, y también puede
usarse para para clasificar nuevas imagenes (122). El usuario puede elegir diferentes
transformaciones y parametros para la segmentacion, por ejemplo: deteccién de bordes,

textura, reduccion de ruido, deteccion de membranas, entre otras (122).

2.4.5. Labkit (Labeling and Segmentation Toolkit for Big Image Data)

El plugin de la plataforma Fiji Labeling and Segmentation Toolkit for Big Image Data
(Labkit) es otra herramienta para la segmentacién de imégenes, también basada en el
clasificador de pixeles de WEKA, pero mas eficiente y rapida en cuanto a los
requerimientos de hardware, permitiendo integrar esta funcién como un paso en el
procesamiento automatico de imagenes (123). Labkit permite identificar objetos de

interés y segmentar las imégenes en imagenes binarias o con multiples etiquetas.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

El TOP es una entidad recientemente descrita y reconocida por la OMS, existen pocos
casos reportados a la fecha y poca informacidn sobre su caracterizaciéon morfoldgica. A
su vez, la histomorfologia de este tumor sigue siendo discutida; existen lesiones y
tejidos cuya histopatologia es similar (por ejemplo el OD en desarrollo, el FA) y por lo
tanto es necesario desarrollar una caracterizacion morfologica que permita obtener

informacion auxiliar para complementar el diagnostico de esta nueva entidad.

4. JUSTIFICACION

El procesamiento digital de imagenes se ha convertido en parte integral de la
microscopia moderna, lo que permite el analisis y la reconstruccion de estructuras de
interés por medio de diferentes algoritmos. En el presente trabajo se busca aplicar
técnicas de segmentacion basadas en superpixels para realizar una caracterizacion
estructural de TOP, en especial su arquitectura conjuntamente con la expresion
inmunohistoquimica de determinadas proteinas. Este estudio contribuye a generar
nuevo conocimiento sobre la maduracion del tumor, con la intencion de aportar
informacion para el desarrollo de nuevos conceptos diagndsticos, terapéuticos, o brindar
datos relevantes sobre marcadores prondésticos y de avance tumoral de utilidad para el

manejo del paciente.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Lograr una caracterizacion de la arquitectura del tumor odontogénico primordial por
medio del procesamiento y analisis de imagenes usando algoritmos, y facilitar su

comparacion con otras entidades odontogénicas.

5.2. Obijetivos especificos

1. Caracterizar la region epitelial, subepitelial y mesenquimatica de TOP, FA, OD,
AM, AU, QQO y GD.

2. Determinar la expresion de las proteinas estructurales colageno 1V y laminina en la
interfase epitelio-mesenquimaética en TOP, FA, OD, AM, AU, QQO y GD.

3. Determinar la expresion de la proteina de adhesion Cx43 en TOP, FA, OD, AM,
AU, QQO y GD.

4. Determinar la expresion de la proteina CD34 en el componente mesenquimatico de
TOP, FA, OD, AM, AU, QQO y GD.

5. Comparar las caracteristicas estructurales y la expresion proteica de TOP con FA,
0D, AM, AU, QQO y GD.

6. Dilucidar si la estructura de TOP es comparable a un estado intermedio de evolucion

entre las variantes tumorales comparadas.
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6. ESTRATEGIA Y METODOLOGIA DE INVESTIGACION

6.1. Consideraciones Eticas

Este estudio ha recibido la aprobacion del Comité de Etica de la Universidad de la

Republica, Facultad de Odontologia, Uruguay (21/11/19, Exp. No. 091900-000319-19).

6.2. Disefo de estudio

Este estudio es analitico, transversal y retrospectivo.

6.3. Obtencidén de muestras

El tipo de muestreo fue no probabilistico, por conveniencia. La muestra esta
representada por todas las historias clinicas y muestras tumorales con diagnostico
histopatologico previo de TOP, FA, OD, AM, AU, QQO y GD en el periodo existente
hasta el afio 2020. Las muestras se encuentran almacenadas en bloques de parafina en el
Laboratorio de Patologia Molecular Estomatoldgica de la Facultad de Odontologia,
Universidad de la Republica, Montevideo Uruguay, y provienen de diferentes servicios
de Patologia Bucal e Histologia que incluyen los paises Uruguay, México, Brasil y
Japon. Se incluyeron un total de 7 casos de TOP, 10 casos FA, 7 casos de OD, 10 casos
de AM/AU, 10 casos de QQO y 7 casos de GD de la region maxilofacial producto de
biopsia excisional. Se realizaron cortes para tincion con HE, Azul Alcian, asi como
también para la técnica de inmunohistoquimica para detectar colageno 1V, laminina,

Cx43y CD34.

6.3.1. Criterios de inclusion

- Especimenes con diagnostico previo de TOP, FA, OD, AM, AU, QQO y GD.

- Muestras exentas de errores de manejo de procedimiento.
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6.3.2. Criterios de exclusion

- Especimenes que al ser revalorados y reclasificados acorde a la clasificacion de los
TODs de la OMS del 2017 no sean diagnosticados como TOP, FA, OD, AM, AU, QQO

y GD.

- Especimenes que se encuentren deteriorados por fijacion inadecuada o que no sean

atiles o representativos.

6.4. Procedimientos

6.4.1. Tincion de Hematoxilina y Eosina

HE es el método de tincion mas comdnmente utilizado en microscopia diagndstica de
rutina, en donde la hematoxilina tifie sustancias acidas incluyendo &cidos nucleicos y
nucleos en color azul/violeta, mientras que la eosina es usada como una tincion de

contraste para revelar proteinas en los compartimentos intra y extra celulares en color

rosa.

En primer lugar se desparafinaron las laminas en un horno a 60° por 60 minutos.

Luego, los cortes se hidrataron en un tren de concentraciones decrecientes de alcoholes
(absoluto, 96, 80, 70 y 50%) y dos lavados con agua destilada, realizando 15 bafios en

cada uno. Se considera un bafio como una sumergida instantanea.

Se lavaron las laminas con agua destilada por 1 minuto para luego sumergirlas en
hematoxilina durante 3 minutos. Posteriormente se lavaron las laminas con agua
destilada durante 10 minutos, para luego tefiirlas con eosina durante 7 minutos.
Finalmente, se realizaron lavados con agua corriente para su posterior deshidratacién en

el tren de alcoholes, ahora en sentido creciente, y montaje.
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6.4.2. Tincion de Azul Alcian

Las Iaminas de TOP y GD desparafinadas y rehidratadas se sumergieron en una
solucion de acido acético al 3% durante 5 min. Posteriormente, se tifieron con solucién
de azul alcian al 0,5% pH durante 30 min a temperatura ambiente, acido peryodico al
0,5% durante 10 min y reactivo de Schiff durante 20 min (PAS). Finalmente, las
secciones se deshidrataron en etanol graduado. Esta técnica se realizé para revelar
cualquier cambio en la composicion del tejido en las regiones subepiteliales. Como
resultado los mucopolisacaridos &cidos son tefiidos con un tono azul y los

mucopolisacaridos basicos se tifien de pdrpura-violeta.

6.4.3. Técnica de inmunohistoguimica

Las laminillas se sometieron a un proceso de silanizacion, el cual consiste en
sumergirlas durante 10 minutos en 250ml de poly-I-lisina (solucion adherente de
tejidos) a una concentracion de 10x; y posteriormente se dejan secar a temperatura
ambiente por 24 horas. Los cortes se realizaron en un micrétomo calibrado con un
grosor de 3u a una inclinacién de 10°. Se llevaron a una tina con agua a 40°C y se

colocaron en las laminillas previamente silanizadas.

Para el proceso de desparafinacion, las laminillas se colocaron en una rejilla metélica y
se pusieron dentro de una estufa de desparafinado a 60°C durante una hora.
Posteriormente se cambiaron a rejillas de plastico y se sumergieron en un depésito con
xilol durante 5 minutos; los residuos de parafina se eliminaron mediante 15 bafios en

otro deposito de xilol.

Los cortes se hidrataron en un tren de concentraciones decrecientes de alcoholes
(absoluto, 96, 80, 70 y 50%) y dos lavados con agua destilada, realizando 15 bafios en

cada uno.
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La recuperacion antigénica o desenmascaramiento de los epitopes para laminina 'y

colageno IV se realiz6 mediante el uso de proteinasa k 100mg/ml por 15min.

La recuperacion antigénica se realizd mediante el método de olla a presion-horno de
microondas para los anticuerpos Cx43 y CD34. La solucion desenmascaradora utilizada
dependié de cada uno de los anticuerpos, asi como de las recomendaciones del

fabricante, en estos casos solucién de citrato de sodio 10mM (pH 6.2).

La olla a presion se precalent6 con 500ml de agua destilada durante 5 minutos en el
horno de microondas a maxima potencia (750W). Mientras, las laminillas se colocaron
dentro de los vasos copplin con la zona esmerilada hacia arriba, la solucion
desenmascaradora se agrego a los vasos tomando como referencia de tope dicha zona
esmerilada. Los vasos se cerraron e introdujeron dentro de la olla a presién, la cual se
colocd nuevamente dentro del horno de microondas programado 7 minutos a maxima

potencia.

Se esperd hasta que el sonido de la valvula de escape de la olla a presion fuera constante
durante 15 segundos, a partir de los cuales se conté un minuto y se detuvo el
temporizador del microondas. La olla se sac6 del microondas y se espero hasta que la
valvula bajara para poder abrirla (8 minutos), se sacaron los vasos y se colocaron

abiertos dentro de un recipiente con agua corriente durante 10 minutos.

Los vasos se enjuagaron 3 veces con agua destilada. Las peroxidasas enddgenas se
bloquearon con peréoxido de hidrogeno al 0.9%, seguidos por 3 lavados con agua

destilada.

Las laminillas se montaron en los coverplates (sistema por capilaridad vertical) con

agua destilada y en los racks. Para verificar el correcto sellado entre el coverplate y la
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laminilla se agregé al deposito formado por estas dos estructuras PBS a 1x durante 5

minutos.

Se incubaron los anticuerpos primarios monoclonales contra colageno IV (Biocare/
Col94, RTU), laminina (DAKO/4C7, dilucion 1:50), Cx43 (Thermo Fisher/CX-1B1,
dilucion 1:100) y CD34 (Biocare/QBENd10, dilucion 1:50), por un periodo de 45 min.
El anticuerpo monoclonal correspondiente se agregd (80ul) con una pipeta y colocé en

el depdsito formado entre el cover-plate y la laminilla; la tapa del rack se cerro.

Posteriormente, los cortes se incubaron con el segundo anticuerpo biotinilado anti-
ratoS/Rnti-conejo y con el complejo streptavidina/peroxidasa (LSA-B + Labeled
streptavidin-biotin, Dako Corporation, Carpinteria CA, USA) por 30 minutos 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 realiz6 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 cuidando
que los excedentes cayeran en un recipiente con cloro y luego se colocaron en una

rejilla sumergida en agua corriente a temperatura ambiente.

Las secciones se contra tifieron 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 hidréxido de amonio (todas estas soluciones a temperatura
ambiente), para nuevamente ser lavadas con agua corriente. Las laminillas se colocaron
en rejillas de plastico y se llevaron al tren para su deshidratacion, esta vez a la inversa

del proceso de hidratacion sin sumergirlas en xilol.
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Finalmente, se montaron con resina liquida (Entellan) colocandoles el cubreobjetos y se

dejaron secar durante 24 horas.

Para el control negativo, el anticuerpo primario se sustituyé por PBS.

La cuantificacion citoplasmatica y/o membranosa se realizé visualmente utilizando un

microscopio optico (Eclipse CI-L, Nikon, Japdn) amplificado a 40x.

6.4.4. Obtencién de imagenes histoldgicas en alta resolucién

Para la digitalizacion de las laminas con sus diferentes tinciones se utilizo el escaner
Motic EasyScan© con un objetivo x40 en modo estandar. Se utilizé el software

PMA start (124) de Pathomation para la visualizacion y captura de regiones de interés.
Para las muestras de TOP, AU, QQO y GD, el borde superior del marco de la imagen se
us6é como referencia para alinear el componente epitelial, de modo que todas las
iméagenes pudieran alinearse de manera comparable. Las imagenes RGB se guardaron
en formato TIFF. Para la comparacion de las imagenes tefiidas con CD34 se obtuvo un
campo de vision de 315 x 638 um, para el resto de las imagenes analizadas no se

considerd un tamafio especifico.
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6.4.5. Andlisis de la localizacion de la expresion de CD34

Se analizaron los méargenes del tejido en las imagenes de TOP tefiidas con CD34 para
estimar la proporcién (%) de margen tumoral en donde se observo positividad
subepitelial. Para llevarlo a cabo se utilizo la herramienta freehand line de ImageJ y se

determing la longitud de las areas positivas en TOP.

Las imagenes de TOP, AU, QQO y GD tefiidas con CD34 se analizaron utilizando el
plugin de ImageJ que realiza deconvolucién de color (125). Por medio del macro stain
distance se calculd el perfil de expresidn desde el borde superior de la imagen (que
corresponde al limite externo del tumor, siendo en estos casos tejido epitelial) hasta el
borde inferior (que corresponde a una profundidad méxima de 638um) y se determiné
para todos los casos la presencia de tincion de CD34 en funcion de la profundidad de la
imagen (distancia del eje Y). Se establecio el promedio de espesor de epitelio entre
todos los casos de TOP y entre todos los casos de AU, QQO y GD para que
posteriormente fueran comparables en la distancias calculadas desde el limite epitelio-

mesenquimatico.

La tincion inmunohistoquimica utiliza una precipitacion cromdgena basada en un
sistema enzimatico para evidenciar el resultado, la cual es dificil de controlar y, por lo
tanto, la tincion no es estequiométrica. Por esta razon, y para evitar el problema de la
cuantificacién de la intensidad del cromdgeno que no es robusto, se opt6 por detectar la
presencia/ausencia de tincion en las muestras luego de aplicar un método automatico de
binarizacién. La distancia de los pixeles representando tincion positiva al borde del

tejido fue determinada usando la distancia Euclidiana en ImageJ (126).

Este analisis tuvo que modificarse cuando se aplicé a FA, OD y AM debido a la

diferencia de topologia del componente epitelial entre estas neoplasias y TOP: mientras
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que TOP contiene epitelio en la periferia, las otras entidades contienes maltiples islas
epiteliales y la distancia de estas al componente mesenquimal necesita ser modificada.
Con este fin, la distancia entre el epitelio y las regiones positivas de CD34 se determino
utilizando la distancia Euclidiana de las regiones epiteliales identificadas de FA, OD y
AM. Se utilizaron dos plugins diferentes pero con similar funcionalidad: Labkit (123) y
Trainable WEKA segmentation 2D (122) en Fiji (Tabla 4). Estos identificaron el
componente epitelial mediante el entrenamiento de un clasificador, reconociendo los
pixeles de la imagen pertenecientes a diferentes clases de tejido que el operador
proporciona de forma interactiva: tejido mesenquimal, vasos tefiidos con CD34 e islas
epiteliales. El resultado del entrenamiento es una imagen segmentada de tres fases, y el
clasificador se puede usar para segmentar imagenes nuevas. Luego, se aplico la
distancia Euclidiana a los pixeles etiquetados como “no epiteliales” para calcular su
distancia al epitelio segmentado mas cercano. Posteriormente, las etiquetas se usaron

para calcular la distancia de las regiones de CD34 al componente epitelial.

La secuencia de procedimientos se esquematiza en la Fig.4.
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Fig. 4. Secuencia de procedimientos del analisis de imagenes para la localizacion de la
expresion de CD34. Notese que los primeros pasos describen el modelo propuesto para

entidades con epitelio en la periferia del tumor, por otro lado se describe para los que
presentan islas epiteliales.

Tabla 4. Parametros utilizados en Trainable WEKA segmentation 2D para la
segmentacion de fibroma ameloblastico:

Training features Gaussian blur
Hessian
Membrane projections
Sobel filter
Difference of gaussians
Membrane thickness 1
Membrane patch size 19
Minimum sigma 1.0
Maximum sigma 16.0
Classifier options FastRandomForest

Result overlay opacity 33
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6.4.6. Andlisis de la densidad nuclear

Las imagenes de TOP tefiidas con Azul Alcian (que proporcionaron un contraste
adecuado para visualizar los nucleos) se procesaron utilizando el complemento

ImageJ/Fiji StarDist 2D (Tabla 5) (120) para segmentar los perfiles nucleares.

Tabla 5. Parametros utilizados en StarDist 2D para la segmentacion nuclear:

Model Versatile (H&E nuclei)
Normalize image Yes

Percentile low 1.0

Percentile high 99.8

Threshold 0.05-0.40

Output Both

Number of tiles 8

ROI Automatic

Para determinar la densidad nuclear en funcion de la profundidad del mesénquima
circundante se separaron las mascaras de los ndcleos que contactaban, utilizando
watershed transform (121), y se alinearon las imagenes tomando como referencia el
espacio entre el borde superior de la imagen y la primera mascara nuclear, para permitir
un célculo comparable de la distancia de cada nucleo a la capa epitelial superficial.
Después de la alineacion de todos los cortes, se cred un stack (imagen con maltiples
planos) en donde cada plano representa una muestra diferente. Luego se calculd la
integral de la escala de grises en todos los cortes para representar la probabilidad
nuclear de encontrar un pixel que represente un ndcleo en cada ubicacién de la

profundidad de la muestra del tumor.

A las imégenes de Azul Alcian se les delimito la interfase epitelio-mesenquimatica con
freehand tool, para luego hacer una separacion en escala de grises de los nucleos
epiteliales y mesenquimaticos, evaluandolos por estratos (127). Para ello se debe alinear

la interfase epitelio-mesenquimatica, con un macro para remover el espacio superior, el
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cual separa el estrato epitelial del mesenquimal, dejando los nucleos mesenquimaticos
alineados. Posteriormente, se aplicé el plugin Morphology — particles8 para realizar un

analisis morfologico nuclear por estratos (Tabla 6).

Tabla 6. Variables morfoldgicas estudiadas con el plugin Particles8

Perimetro Calculado desde el centro de los pixeles de los limites
Area El area definida por el perimetro

Circularidad 4*m*area/perimetro2

Forma perimetro2/area

Rectangularidad area/ArBBox

ArBBox = Feret*Breadth.

Para la circularidad el valor 1 equivale a un circulo perfecto mientras que valores <1 son
caracteristicos de formas distorsionadas no circulares. Para la forma, un circulo digital
equivale a valores de 13-14, dependiendo del radio. En el caso de la rectangularidad el
valor 1 equivale a rectangulos, 0,79 para formas con tendencia circular, 0,5 a cuadrados

y el 0 para objetos en cruz.

A partir de estos valores se realiz6 estadistica descriptiva para establecer diferencias

entre los estratos epitelial y mesenquimatico.

6.4.7. Andlisis de la morfologia celular

La arquitectura del tejido epitelial y mesenquimatico se analizé en los diferentes estratos
celulares. En primer lugar se localizaron los nlcleos de cada célula para posteriormente
realizar la particion por estratos. Se procesaron las laminas tefiidas con HE para detectar
los perfiles nucleares utilizando el macro StarDist 2D (con los parametros ya
mencionados) (120), los cuales acto seguido se separaron (en caso de encontrarse
superpuestos o adyacentes) mediante el macro Separate Labels (126), que separa
regiones con etiquetas adyacentes. Posteriormente, se cred una imagen binaria y se

identifico el espacio libre (sin tejido) como “background”, para los casos en donde el
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epitelio se encuentra en la periferia. Esto limita la segmentacion al sector donde existe

tejido, y evita abarcar las zonas libres del mismo.

La particion de la imagen binaria en maltiples células virtuales (cada una de las cuales
encierra un nucleo), se obtuvo mediante el método de watershed transform, en donde los
pixeles que no pertenecen a la zona de influencia de ningdn nacleo en particular seran
tomados como los limites (watershed lines) entre células virtuales adyacentes (121). A
la imagen resultante se le aplico el plugin Morphology — particles8, para extraer los
valores del area celular en los diferentes estratos de células virtuales (127). Se
compararon mediante estadistica los valores del area del primer estrato de TOP vs el
primer estrato de cada uno de los TODs aplicando T Student (ajustado a Mann
Whitney). A su vez, se realiz0 estadistica descriptiva para el estrato 1 de todos los
TODs. Por ultimo, se realiz6 T Student (ajustado a Mann Whitney) para comparar el
area entre las células virtuales de los estratos: epitelial, subepitelial, mesénquima y

mesénquima profundo de TOP.

6.4.8. Andlisis por agrupamiento de células virtuales

A partir de la imagen de células virtuales obtenida en el procedimiento anterior se
realiz6 el analisis por agrupamiento (clustering) mediante métodos no supervisados (sin
previo etiquetado) para investigar qué grado de clasificacion automatica se puede
obtener en los tejidos segmentados. Estos métodos de agrupamientos no tienen
informacidn previa sobre el contenido de la imagen y es el usuario quien determina el
naumero de clases o0 grupos en que se clasificaran los datos de acuerdo a la similitud de
los parametros extraidos de cada observacion (geometria y descriptores de la

distribucion valores de los pixeles en cada célula virtual).
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Se probaron siete métodos diferentes para realizar la segmentacion por agrupaciones
para investigar la posibilidad de una clasificacion no supervisada de la segmentacion de
las células virtuales basada en la informacion presente en la imagen. Estos métodos
fueron: Expectation maximization (128), k-means (129), Hierarchical (130), Farthest

first, Make Density Based (131), X Means y Learning Vector Quantization (132).

Expectation maximization es un método iterativo para estimar la probabilidad maxima
de datos incompletos en diferentes niveles de generalizacion (128). Alterna pasos de
esperanza (E), donde se computa la esperanza de la expectacién mediante la inclusion
de variables latentes como si fueran probabilidad, y un paso de maximizacién (M),
donde se computan estimadores de méxima verosimilitud de parametros mediante la

maximizacién de la verosimilitud esperada del paso E, repitiendo el proceso (128).

El algoritmo de agrupacion por k-means es un método que tiene como objetivo
clasificar “m” puntos en “n” dimensiones en “k” grupos, en el que cada punto pertenece

al grupo cuyo valor medio es el mas cercano (129).

El método Hierarchical se basa en la descomposicion jerarquica de los datos,
representado generalmente por un arbol que iterativamente se divide en subunidades
mas pequerias hasta que cada una de ellas se componga de un unico objeto (130, 131).

De esta forma, cada nudo del arbol representa un agrupamiento de datos.

El algoritmo Make Density Based se basa en el reconocimiento de agrupaciones
determinadas por la densidad de puntos de las mismas (131). La base de este algoritmo
radica en que para cada punto de un grupo el vecindario de un radio dado tiene que

contener una minima cantidad de puntos.

Learning Vector Quantization es un método de aprendizaje supervisado basado en el

principio computacional denominado “winner-take-all”, en donde no se define el
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vecindario alrededor del ganador durante el aprendizaje, siendo su Unico proposito

definir regiones (132).

Posteriormente se aplico el indice Jaccard para determinar el grado de coincidencia
entre los clusters obtenidos de manera no supervisada y el epitelio definido

manualmente por el usuario en la imagen HE.
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7. RESULTADOS

7.1.  Azul Alcian

La tincion de Azul Alcian en las laminas de TOP reveld regiones de color celeste que
representan la presencia de mucopolisacaridos acidos a nivel subepitelial. Esto sugiere
una zona diferente en cuanto a su composicion y funcionalidad, que a su vez coincide
con un incremento en la densidad celular, cuando se compara con zonas mas profundas

del mesénquima (Fig. 5).

En el caso de GD se observo la presencia de mucopolisacaridos acidos a nivel del
reticulo estrellado, asi como en sectores de la papila dental, sugiriendo una composicion

similar a la de TOP pero con una localizacion diferente (Fig. 6).

- 100um
—_—

Fig. 5. Corte histoldgico con tincién Azul Alcian en tumor odontogénico primordial. E:
epitelio, C: condensacion mesenquimatica, V: vasos sanguineos, P: mesénquima
profundo. Se observa la zona de condensacion mesenquimatica con predominio de
tincion celeste correspondiente a mucopolisacaridos acidos, lo cual no se aprecia en el
mesénquima profundo.
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Fig. 6. Corte histolégico con tincion Azul Alcian en germen dental. Se observa
presencia de mucopolisacéridos en el reticulo estrellado y la papila dental, pero sin
predominio por el area subepitelial.
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7.2. Coléageno IV

Debido a la recuperacion enzimética con proteinasa K para colageno 1V, los limites

celulares del epitelio cuboide-columnar no se aprecian correctamente (Fig. 7).

La inmunoexpresion de coladgeno IV en TOP (Fig. 7A) se observo positiva en la
membrana basal y en los vasos sanguineos, con un patron de expresion lineal, continua
y fina. En el GD se observé positividad en la membrana basal y vasos en etapa de
casquete tardio de manera continua y fina, siendo que en etapa de campana temprana
solamente se aprecio a nivel de los vasos (Fig. 7B). Para los casos de FA 'y AM, la
positividad fue encontrada tanto en la membrana basal de los islotes epiteliales como en
el endotelio vascular, con un patrén de expresion lineal, fina y continua, con algunas
zonas negativas (Fig. 7C, D). Esto también fue observado en los casos de AU y QQO
(Fig. 7E). Para el OD se encontro positividad en 6 casos (87%) tanto a nivel de la
membrana basal del endotelio vascular como en los islotes epiteliales, encontrando un
patrén de expresion lineal, continuo y grueso (Fig. 7F). Solamente en los casos de TOP

se encontraron fibras colagenas con proyecciones hacia el tejido subepitelial.
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Fig. 7. Expresion de colageno IV en los diversos casos estudiados. A) Tumor
odontogénico primordial B) Germen dental C) Fibroma amelobléstico D)
Ameloblastoma convencional E) Queratoquiste odontogénico F) Odontoma. No6tese que
solamente se observan proyecciones subepiteliales de coldgeno 1V en el tumor
odontogénico primordial.
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7.3. Laminina
Debido a la recuperacion enzimatica con proteinasa K para laminina, los limites

celulares del epitelio cuboide-columnar no se aprecian correctamente (Fig. 8).

Laminina se expreso en la membrana basal en 3 casos de TOP (43%) de manera lineal,
continua y fina, con zonas focales negativas (Fig. 8A). Por su parte, se observé en 4
casos (40%) de FA (Fig. 8B) a nivel de los islotes epiteliales, predominantemente de
manera lineal, continua y gruesa, siendo que para AM/AU fue positivo en 4 casos
(40%) con un patrén lineal, discontinuo y fino (Fig. 8C). Para QQO se expres6 con un
patrén similar a AM en membrana basal en 1 caso (10%) (Fig. 8D). Estas Gltimas 4
entidades se presentaron mas tenues que para TOP. En GD (tanto en etapa casquete y

campana) y OD no se encontrd positividad en ningun caso.
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Fig. 8. Expresion de laminina en los diversos casos estudiados. A) Tumor odontogénico
primordial B) Fibroma amelobléstico C) Ameloblastoma convencional D)
Queratoquiste odontogénico. Notese la pérdida de estructura epitelial en Ay D por la
recuperacion antigenica.
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7.4. Conexina43

La inmunoexpresion de Cx43 en TOP fue negativa tanto a nivel mesenquimatico como
en el epitelio. En AM/AU la expresion a nivel epitelial fue positiva en 5 casos (50%).
Se observd positividad en areas centrales similares al reticulo estrellado asi como en
fibroblastos y vasos sanguineos del mesénquima (Fig. 9A). En los casos de FA se
observo mayor intensidad a nivel del meseénquima, siendo menor a nivel epitelial, en
especial en células de tipo ameloblastico. De los casos analizados 1 fue negativo (10%)
a nivel epitelial, sin encontrar negatividad en el mesénquima (Fig. 9B). Para OD la
expresion mesenquimatica se observé mas intensa que en el epitelio, encontrando 3
casos negativos para este Ultimo (43%) (Fig. 9C). En el GD fue positiva en ambos
estratos, siendo que solo 2 casos (29%) fueron negativos en el epitelio y en el
mesénquima. En el citoplasma del epitelio del érgano del esmalte se present6 de manera
intensa, siendo mayor en el epitelio interno, ameloblastos y capa intermedia, asi como
en el mesénquima, para la etapa de campana (Fig. 9D). Para los casos de QQO se
observo positiva tanto a nivel mesenquimatico como en zonas focales del epitelio,
siendo més tenue en este Gltimo. La expresion de Cx43 también se vio representada en

el endotelio vascular (Fig. 9E).
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Fig. 9. Expresion de conexina 43 en los diversos casos estudiados. A) Ameloblastoma
convencional B) Fibroma ameloblastico C) Odontoma D) Germen dental E)
Queratoquiste odontogénico. Nétese la intensa positividad a nivel mesenquimatico para
el ameloblastoma convencional.
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7.5. CD34

La expresion de CD34 fue observada en todas las muestras a nivel del endotelio
vascular. A su vez, en los casos de TOP se observo positividad en la region subepitelial,
aproximadamente en un 84-86% de los margenes tisulares, siendo que en ciertas zonas
focales no se presento esta expresion mesenquimaética (Fig. 10 A, B, C). La expresion
positiva de CD34 subepitelial coincidié con areas de incremento en la celularidad, en
donde también se observé una tincion celeste intensa con la técnica Azul Alcian. Por su
parte, en las zonas focales CD34 subepitelial negativa hubo un descenso en la densidad

celular.

En FA se observaron vasos positivos para CD34, algunos de los cuales se encontraban
proximos al epitelio, a diferencia de lo que se observa en TOP y GD donde hay una
zona libre de vasos adyacente al epitelio odontogénico (Fig. 10 D, E). Esta proximidad
vascular al epitelio odontogénico también fue observada en los casos de QQO y
AM/AU (Fig. 11 A, B). Para los casos de OD no se encontr6 una relacion de
proximidad de los vasos sanguineos a los islotes epiteliales, asi como tampoco se

observo expresion mesenquimatica de CD34 (Fig. 11 C).

En la Tabla 7 se resumen los resultados obtenidos mediante inmunohistoquimica para

todos los anticuerpos y todas las entidades estudiadas.
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Fig. 10. Expresion de CD34 en tumor odontogénico primordial, fibroma ameloblastico y
germen dental. A) Tumor odontogénico primordial, la expresion subepitelial puede
observarse de positiva — flecha negra derecha — a negativa — estrella negra izquierda. B)
Aumento de A en zona negativa subepitelial. C) Aumento de A en zona positiva
subepitelial. D) Fibroma amelobléastico. E) Germen dental.
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Fig. 11. Expresion de CD34 en queratoquiste odontogénico, ameloblastoma
convencional y odontoma. A) Queratoquiste odontogénico B) Ameloblastoma
convencional C) Odontoma.

Tabla 7. Resultados inmunohistoquimicos para colageno 1V, laminina, conexina 43 y
CD34 en todas las entidades analizadas.

Lesion Colageno IV~ Laminina Cx43 CD34

100% Pos. EV

TOP (n=7) 100% Pos. 43% Pos. Neg. 86% Pos. SE

90% Pos. EP,

= 0 0 0,
FA (n=10) 100% Pos. 40% Pos. 100% Pos. MQ. 100% Pos. EV
100% Pos. MQ
= 0, ! 0,
OD (n=7) 87% Pos. Neg. 57% Pos. EP 100% Pos. EV
50% EP
= 0, 0, y 0
AM/AU (n=10) 100% Pos. 40% Pos. 100% MQ 100% Pos. EV.

100% Pos. MQ,
40% Pos. EP.

GD (n=7) 100% Pos Neg. 71% Pos. MQ EP 100% Pos. EV

QQO (n=10) 100% Pos. 10% Pos. 100% Pos. EV

MQ: mesénquima. EP: epitelio. Neg: negativo. Pos: positivo. EV: endotelio vascular.
SE: subepitelio.
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7.6. Analisis de la localizacion de la expresion de CD34

Para obtener resultados comparativos en el anélisis de imagenes se determing el
promedio del espesor epitelial para TOP (27um + 19), AU (52um + 30), QQO (56pum +
23) y GD (33um + 6), y se establecié una posicion de la interfase epitelio-

mesenquimatica comparable para todas las muestras.

Al procesar las imagenes de TOP se diferenciaron aquellas en las que se expresaba
CD34 positivo adyacente al epitelio de las que no, para establecer una comparativa entre
las zonas dentro del tumor. Las imagenes binarias obtenidas permitieron realizar la
cuantificacién de la positividad de CD34 y relacionarla con la distancia al tejido
epitelial (Fig. 12). Se presento una mayor proporcion de sitios (pixeles) positivos para
CD34 en el area subepitelial, como un “hot spot” o zona de mayor expresion (Fig.13A).
Al contrario de lo observado en los casos donde no hubo expresion de CD34
subepitelial, no hubo una zona predominante con presencia de vasos o expresion del

marcador, pero si se detecté una banda libre de CD34 (Fig. 13B).
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Fig. 12. Analisis de la distribucion espacial de CD34 en tumor odontogénico primordial.
A) Expresion subepitelial positiva de CD34. B) Segmentacion de A, mostrando una
imagen binaria. Las areas blancas indican la presencia de células mesenquimaticas
subepiteliales y vasos positivos para CD34. C) La transformada distancia Euclidiana fue
usada para codificar la imagen con valores (mostrados en color falso) correspondientes
a la distancia entre cada pixel perteneciente al tejido en A, y los margenes tisulares
(dados por el fondo vacio). La profundidad desde los margenes de cada pixel positivo
para CD34 (mostrados en blanco en B) puede ser determinada al examinar su valor
correspondiente en la imagen en C. D) Expresion subepitelial negativa de CD34. E)
Segmentacién de A, mostrando una imagen binaria. Las areas blancas indican la
presencia de vasos positivos para CD34. Este proceso fue repetido en 99 iméagenes.
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Fig. 13. “Hot spots” de la expresion de CD34 en diferentes casos de tumor
odontogenico primordial. A) Promedio entre las 82 imagenes procesadas de tumor
odontogénico primordial con CD34+ subepitelial. B) Promedio entre las 17 imagenes
procesadas de tumor odontogenico primordial con CD34- subepitelial. Escala
colorimétrica de valores, en donde el color blanco representa la zona de mayor
expresion. Notese el aumento de expresion hacia el borde superior de la imagen A, en
comparacion con lo que se observa hacia la profundidad tumoral y en la imagen B.
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Al realizar el analisis en los casos de FA mediante el procesador Labkit se obtuvieron
como resultado iméagenes de tres colores, las que luego se binarizaron constatando la
proximidad de CD34 en el endotelio vascular a los islotes de epitelio odontogénico
(Fig. 14).
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2E-05
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Fig. 14. Analisis de la distribucién espacial de CD34 en fibroma ameloblastico con
Labkit. A) Inmunoexpresion de CD34. B) Segmentacion obtenida mediante Labkit en
donde los colores representan: azul: islas epiteliales, rojo: endotelio vascular, blanco:
mesenquima. C) Imagen binaria del endotelio vascular segmentado, luego de realizar
una sustraccion de pequefias regiones. D) Imagen binaria de las islas epiteliales
segmentadas. E) La transformada distancia Euclidiana codifica como valor de un pixel
la distancia de cada pixel en D a la region negra mas cercana (también en D). La
distancia de cada estructura blanca en C a las negras en D puede ser determinada al
examinar la imagen E. Escala colorimétrica de valores. Este proceso fue repetido en 62
imagenes.

Al realizar el procesamiento de FA con Trainable WEKA Segmentation 2D se presento
la dificultad de que el clasificador reconociera Gnicamente el perimetro del endotelio
vascular tefiido con CD34, marcando también la luz de los vasos, generando la

percepcién de una mayor tincién en estas laminas (Fig. 15).
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Fig.15. Andlisis de la distribucion espacial de CD34 en fibroma ameloblastico con
WEKA. A) Inmunoexpresion de CD34. B) Segmentacion obtenida con WEKA, en
donde los colores representan: rojo: islas epiteliales, violeta: vasos tefiidos con CD34,
verde: mesénquima. C) Imagen binaria del endotelio vascular y las islas epiteliales,
luego de realizar una sustraccion de pequefias regiones. D) La transformada distancia
Euclidiana codifica como valor de un pixel la distancia de cada pixel en C a la region
negra mas cercana (también en C). Escala colorimétrica de valores. Este proceso fue
repetido en 62 iméagenes.

Luego de considerados los resultados obtenidos entre Labkit y Trainable WEKA

Segmentation 2D, se decidié continuar con la técnica Labkit para casos similares a FA:

OD (Fig. 16) y AM (Fig. 17). En estos casos, se detectaron vasos proximos a los islotes

epiteliales odontogénicos, de pequefio/mediano calibre.
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Fig. 16. Analisis de la distribucion espacial de CD34 en odontoma. A) Inmunoexpresion
de CD34. B) Segmentacion obtenida con Labkit, en donde los colores representan: azul:
islas epiteliales, rojo: endotelio vascular, blanco: mesénquima. C) Imagen binaria de las
islas epiteliales segmentadas. D) Imagen binaria del endotelio vascular segmentado,
luego de realizar una sustraccion de pequefias regiones. E) La transformada distancia
Euclidiana codifica como valor de un pixel la distancia de cada pixel en D a la region
negra mas cercana (también en D). La distancia de cada estructura blanca en C a las
negras en D puede ser determinada al examinar la imagen E. Escala colorimétrica de
valores. Este proceso fue repetido en 51 imagenes.
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Fig. 17. Andlisis de la distribucion espacial de CD34 en ameloblastoma convencional.
A) Inmunoexpresion de CD34. B) Segmentacion obtenida mediante Labkit, en donde
los colores representan: azul: islas epiteliales, rojo: endotelio vascular, blanco:
mesénquima. C) Imagen binaria de las islas epiteliales segmentadas. D) Imagen binaria
del endotelio vascular segmentado, luego de realizar una sustraccion de pequefias
regiones. E) La transformada distancia Euclidiana codifica como valor de un pixel la
distancia de cada pixel en D a la region negra mas cercana (también en D). La distancia
de cada estructura blanca en C a las negras en D puede ser determinada al examinar la
imagen E. Escala colorimétrica de valores. Este proceso fue repetido en 18 imagenes.
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Para los casos de AU (Fig. 18), QQO (Fig. 19) y GD (Fig. 20) el procedimiento
utilizado fue igual que para TOP. En los dos primeros se observo la presencia de
endotelio vascular positivo para CD34 proximo al epitelio odontogénico, sin presentar
una zona libre de vasos adyacente al mismo, diferente de como se observo en TOP. Para
el caso de GD se detectd una zona libre de vasos adyacente al epitelio odontogénico,

tanto en etapa de casquete como de campana.
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Fig. 18. Analisis de la distribucion espacial de CD34 en ameloblastoma uniquistico. A)
Inmunoexpresion de CD34. B) Segmentacion de A, mostrando una imagen binaria. La
region blanca indica la presencia de vasos positivos para CD34. C) La transformada
distancia Euclidiana fue usada para codificar la imagen con valores (mostrados en color
falso) correspondientes a la distancia entre cada pixel perteneciente al tejido en A, y los
margenes tisulares (dados por el fondo vacio). La profundidad desde los margenes de
cada pixel positivo para CD34 (mostrados en blanco en B) puede ser determinada al
examinar su valor correspondiente en la imagen en C. Escala colorimétrica de valores.
Este procedimiento se repitié en 18 imagenes.
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Fig. 19. Analisis de la distribucion espacial de CD34 en queratoquiste odontogénico. A)
Inmunoexpresion de CD34. B) Segmentacion de A, mostrando una imagen binaria. La
region blanca indica la presencia de vasos positivos para CD34. C) La transformada
distancia Euclidiana fue usada para codificar la imagen con valores (mostrados en color
falso) correspondientes a la distancia entre cada pixel perteneciente al tejido en A, y los
margenes tisulares (dados por el fondo vacio). La profundidad desde los margenes de
cada pixel positivo para CD34 (mostrados en blanco en B) puede ser determinada al
examinar su valor correspondiente en la imagen en C. D) Promedio entre las 49
iméagenes procesadas. Las zonas amarillas presentan mayor concentracion de CD34.
Escala colorimétrica de valores.
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Fig. 20. Analisis de la distribucion espacial de CD34 en germen dental A)
Inmunoexpresion de CD34. B) Imagen binaria del endotelio vascular segmentado. C)
La transformada distancia Euclidiana fue usada para codificar la imagen con valores
(mostrados en color falso) correspondientes a la distancia entre cada pixel perteneciente
al tejido en A, y los margenes tisulares (dados por el fondo vacio). La profundidad
desde los margenes de cada pixel positivo para CD34 (mostrados en blanco en B) puede
ser determinada al examinar su valor correspondiente en la imagen en C. Escala
colorimétrica de valores. Este proceso fue repetido en 8 imagenes.

90



La Fig. 21 muestra una grafica que representa la probabilidad de expresion de CD34
con respecto a la distancia en relacion al tejido epitelial para los casos de TOP, FA, OD,
AM, AU, QQO y GD. La gréafica revel6 un pico que progresivamente decrece en TOP
subepitelial CD34+, AM y FA (lineas roja, verde claro y amarilla respectivamente). En
el grafico TOP subepitelial CD34+ (rojo) se observo un pico maximo a una distancia de
31um, que se corresponde con la expresion positiva subepitelial; de alli en adelante, la
positividad estd dada por la presencia de endotelio vascular, que decrece
progresivamente hacia la profundidad del mesénquima. La grafica FA (amarilla) mostré
una distribucion diferente a la de TOP, con un amplio pico a una distancia de 96um.
Esto también se observo en AM (verde claro), en donde se presento un pico maximo a
87um, lo cual puede estar influenciado por el patron histopatologico plexiforme. En
algunos casos de FA, OD, AM, AU y QQO se observaron vasos de pequefio calibre
proximos al epitelio, algo que no se vio en las muestras de TOP, independiente de si
expresd CD34 subepitelial o no (gréfica azul). La expresion de CD34 en GD fue dada
exclusivamente por la presencia de endotelio vascular, similar a las muestras de TOP
cuando no presentd expresion subepitelial (grafica verde oscuro y azul), mostrando una
zona libre de vasos adyacente al epitelio. Cabe destacar que en algunas muestras de
TOP, FA, OD y QQO se observo una zona de hialinizacion adyacente al epitelio, de

espesor variable a lo largo de las muestras.
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Fig. 21. Grafica de la expresion relativa de CD34 en tumores odontogénicos y germen
dental en funcién de la profundidad tisular. La grafica muestra la distribucién de las
distancias entre pixeles con positividad para CD34 y los méargenes tisulares epiteliales
mas cercanos. Esta distribucion corresponde a la distancia entre el endotelio vy las islas
epiteliales/epitelio en tumor odontogénico primordial CD34 positivo (rojo), CD34
negativo (azul), fibroma ameloblastico (amarillo), odontoma (celeste), ameloblastoma
convencional (verde claro), ameloblastoma uniquistico (negro), queratoquiste
odontogenico (violeta) y germen dental (verde oscuro). La linea punteada indica la
interfase epitelio-mesenquimatica (IEM) en las muestras de tumor odontogénico
primordial.
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7.7. Analisis de la densidad nuclear

Se realizo el andlisis de la densidad nuclear para TOP en imagenes tefiidas con Azul
Alcian (Fig.22). Los resultados mostraron una mayor concentracion nuclear en el tercio
superior del tejido, que corresponde a las zonas epitelial y subepitelial, mientras que en
el mesénquima profundo se detect6 baja densidad nuclear. Esto se corresponde con el
cambio de composicioén de mucopolisacéridos &cidos y la expresion de CD34, lo cual
sugiere una diferencia en la composicion (y posiblemente funcidn) del area subepitelial

respecto a las zonas profundas del mesénquima.
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Fig. 22. Analisis de la densidad nuclear en tumor odontogénico primordial. A) Tincién
Azul Alcian en donde se delimita la interfase epitelio-mesenquimaética con freehand
tool. B) Segmentacion con StarDist 2D. C) Sumatoria de todas las laminas (n=71) que
demuestran un aumento de la densidad nuclear en el tercio superior de la imagen. Escala
colorimétrica de valores, en donde el color blanco representa la zona de mayor densidad
nuclear.
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La Fig. 23 muestra la representacion grafica de la sumatoria de laminas de TOP. Notese
que la escala en la Fig. 22 no corresponde al rango de valores de la Fig. 23, ya que en
ésta Ultima se presenta el promedio de pixeles en profundidad. En la distancia de 0 a
26um se observa un pico que se corresponde con el area epitelial, mientras que de 26 a
52um se observa un segundo pico correspondiente al area subepitelial. De alli en
adelante se constata una disminucion paulatina de la densidad, a medida que se
profundiza en el mesénquima. El descenso de la densidad nuclear entre los dos picos
puede corresponderse con una zona hialina o presencia de la membrana basal en la

interfase epitelio-mesenquimatica, ausente de nucleos.
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— Densidad nuclear en TOP

0,3

0,25

0,2

0,1

Probabilidad de presencia nuclear

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Profundidad (micrometros)
Fig. 23. Representacion grafica de la densidad nuclear en tumor odontogénico
primordial. El resultado corresponde al procesamiento de 71 imagenes. Se observa el

perfil nuclear de la imagen 21C, en donde hay una mayor densidad a nivel epitelial y
subepitelial, decreciendo paulatinamente hacia la profundidad del mesénquima.

Se realizé un analisis de la morfologia nuclear al separar las imagenes de TOP por

estratos (Fig. 24).
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Fig. 24. Analisis por estratos de la densidad nuclear de tumor odontogénico primordial.
A) Tincion Azul Alcian. B) Imagen binaria de la segmentacion nuclear. C)
Segmentacidn por compartimentos separados por la interfase epitelio-mesenquimatica
realizada con freehand tool. D) Combinacién de B y C. El procedimiento se realiz6 en
71 iméagenes.

La forma de los nicleos epiteliales y mesenquimaticos presentados son relativamente
similares, con un rango de 13 a 57 y una media de 16 para ambos casos, resultando en

formas mas circulares (Fig. 25).
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Fig. 25. Frecuencia de la forma nuclear en iméagenes de tumor odontogénico primordial.

Obsérvese que hay mayor probabilidad nuclear de presentar una forma similar a un
circulo digital para ambos casos.
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La circularidad de los nucleos epiteliales ronda en valores préximos a 0,7-0,8, con una
media de 0,79 y un desvio estandar de 0,08, mostrando una tendencia circular de los

mismos (Fig. 26). Esto también se observa en el mesénquima, con un valor maximo de
0,92 pero una media de 0,77 y desvio estandar de 0,08, marcando la tendencia circular.

El rango para ambos casos es de 0,22 a 0,92.
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Fig. 26. Frecuencia de la circularidad nuclear en imagenes de tumor odontogénico
primordial. Notese la tendencia a la circularidad para ambos casos.

El perimetro y el area que conforman los nacleos a nivel epitelial presentan valores de
media de 18,90 y 89,53 respectivamente, siendo que para el mesénquima estos datos
corresponden a valores de 19,73 y 96,31 respectivamente. A pesar de que a nivel
mesenquimatico los ndcleos son de mayor tamafio, la diferencia entre estos valores es

significativa al realizar los test estadisticos (Fig. 27, 28).
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Fig. 27. Frecuencia del perimetro nuclear en imagenes de tumor odontogénico

primordial. En la mayoria de los casos el perimetro epitelial tiende a ser igual 0 menor
que el del mesénquima.
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Fig. 28. Frecuencia del area nuclear en imagenes de tumor odontogénico primordial. El
area de los nucleos epiteliales tiende a ser igual 0 menor en comparacion con los del

mesénquima.

Referente a la rectangularidad de los nucleos, tanto epiteliales como mesenquimaticos,
tienen una tendencia mas circular y cuadrados por encontrarse préximos a valores 0,7-
0,8 (Fig. 29). En ningun caso se registran valores con tendencia a la rectangularidad,

encontrando una media de 0,72 y desvio estandar de 0,04 para ambos estratos.
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Fig. 29. Frecuencia de la rectangularidad nuclear en imagenes de tumor odontogénico
primordial. Notese la tendencia a la circularidad para ambos casos.

El andlisis de estos pardmetros reveld que los nucleos del estrato mesenquimatico son
de un tamafio ligeramente mayor a los del compartimento epitelial (en términos de
perimetro y area) mientras que la forma entre el epitelio y la regidn subepitelial parece
ser similar. A pesar de ello, al aplicar T Student (ajustado a Mann Whitney) y comparar
estos parametros entre el epitelio y el mesénquima en todos los casos se encontrd una
diferencia significativa, con un p valor <0,0001 para la forma, circularidad, perimetro y
area, y un p valor <0,0273 para la rectangularidad. Sin embargo, la estadistica
descriptiva (Tablas 8 y 9) muestra poca diferencia entre los nicleos de ambos estratos.
Se presentan los valores de percentiles, minimo y maximo a manera de informacion

pero se utilizara la media y desvio estandar para la comparacion entre ambos estratos.
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Tabla 8. Estadistica descriptiva para los nucleos del estrato epitelial.

Forma Circularidad Perimetro Area  Rectangularidad
Minimo 13,70 0,22 7,98 15,34 0,22
Percentil 25% 14,79 0,75 16,04 63,18 0,71
Mediana 15,51 0,81 18,70 85,63 0,73
Percentil 75% 16,72 0,85 21,49 111,4 0,74
Maximo 57,73 0,92 39,44 387,9 0,83
Moda 14,87 0,85 17,81 52,91 0,73
Media 16,09 0,79 18,90 89,53 0,72
Desviacion estandar 2,11 0,08 3,98 36,55 0,04
Asimetria 4,67 -1,41 0,39 1 -2,99

Tabla 9. Estadistica descriptiva para los nicleos del estrato mesenquimatico.

Forma Circularidad Perimetro Area  Rectangularidad
Minimo 13,60 0,33 6,88 12,74 0,40
Percentil 25% 15,03 0,72 16,19 63,05 0,71
Mediana 15,92 0,79 19,44 90,74 072
Percentil 75% 17,36 0,84 23,05 122,8 0,74
Maximo 38,38 0,92 38,93 348,3 0,82
Moda 14,94 0,83 18,33 75,66 0,72
Media 16,47 0,77 19,73 96,31 0,72
Desviacion estandar 2,13 0,08 5,03 45,20 0,04
Asimetria 2,72 -1,06 0,29 0,80 -2,72

7.8. Analisis de la morfologia celular

Se detectaron un total de 79 estratos en la imagen de TOP subepitelial CD34+ tefiida con

HE, siendo que las que corresponden al estrato epitelial (estrato 1, azul) son las de

menor area en comparacién con las del mesénquima profundo (Fig. 30). Los resultados

del analisis de estratificacion se basan en la adyacencia de las células virtuales que son

generadas de acuerdo a las zonas de influencia de los ndcleos (es decir cada célula

virtual esta compuesta por el grupo de pixeles mas cercano a cada ndcleo).

Consecuentemente, cuando la densidad de nucleos en el tejido es alta, menores son las

zonas de influencia. Por lo tanto, a nivel epitelial y subepitelial, se observa mas

densidad nuclear que en las zonas profundas del mesénquima (las cuales son mas laxas).

Esto se condice con el analisis de densidad celular reportado previamente.
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Las células del estrato 2 presentan un area mayor por incluir la zona correspondiente a
la membrana basal y un espacio de hialinizacién libre de nacleos, observado en algunos
sectores, pero es a partir del estrato 39 mesenquimatico en adelante donde se observan

los mayores valores de area (Fig.31).

e,

Fig. 30. Analisis de la morfologia de células virtuales de tumor odontogénico
primordial. A) Tincion HE. B) Segmentacién de ndcleos con StarDist 2D, obteniendo
una imagen binaria. C) Segmentacion de células virtuales mediante watershed
transform. D) Analisis de estratos de células virtuales desde el borde superior del tejido
hacia la profundidad.
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Fig. 31. Representacion grafica del area de las células virtuales en tumor odontogénico
primordial, organizado por estratos celulares. N6tese como el recuento es mayor a nivel
del epitelio y desciende paulatinamente hacia el mesénquima. De manera inversa, el
area de las células virtuales se ve aumentado en el mesénquima.
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La segmentacion de TOP negativo para CD34 subepitelial detecto un total de 44
estratos celulares, de los cuales el primero representa al epitelio (observado en azul en la
Fig. 32). Se destacan las siguientes caracteristicas: un alto recuento a nivel epitelial con
un descenso brusco en el mesénquima, siendo que las células virtuales de menor area
corresponden al estrato 1 epitelial, aumentando a nivel subepitelial. A partir del estrato
6-10 en adelante se observaron los mayores valores de area correspondiendo a las

células mesenquimaticas (Fig. 33).

Fig. 32. Analisis de la morfologla de células V|rtuales de tumor odontogénico
primordial. A) Tincion inmunohistoquimica subepitelial negativa para CD34. B)
Segmentacion de ndcleos con StarDist 2D, obteniendo una imagen binaria. C)
Segmentacidn de células virtuales mediante watershed transform. D) Analisis de
estratos de células virtuales desde el borde superior del tejido hacia la profundidad.
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Fig. 33. Representacion grafica del area de las células virtuales en tumor odontogénico

primordial, organizado por estratos celulares. El analisis es en base a la figura 31, en
donde el area subepitelial es negativa para CD34.

Del procesamiento de FA se obtuvieron un total de 18 estratos, de los cuales el estrato 1
etiquetado en azul (Fig. 34) corresponde al epitelio, siendo las células virtuales de
menor area (Fig. 35). La grafica que representa el area de las células virtuales de
acuerdo al estrato en que se encuentran reveld un pico en el estrato 3, donde las células
virtuales poseen un area mayor que el resto. El estrato 3 se encuentra proximo a la zona
hialina, que rodea algunas islas epiteliales, lo que resulta en un aumento del tamafio
celular. A su vez, se observa que el tamafio de las células virtuales mesenquimaticas
depende de la proximidad de las islas epiteliales entre si, compartiendo mayor o menor

espacio intercelular.
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Fig. 34. Andlisis de la morfologia de células virtuales de fiboroma ameloblastico. A)
Tincion HE. B) Segmentacion de nucleos con StarDist 2D, obteniendo una imagen
binaria. C) Segmentacion de células virtuales mediante watershed transform. D)
Analisis de estratos de células virtuales.
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Fig. 35. Representacion gréfica del area de las células virtuales en fibroma
ameloblastico, organizado por estratos celulares. Notese que las células virtuales del
estrato 3 presentan mayor area que el resto.

El analisis de OD reveld un total de 9 estratos, de los cuales el estrato 1 en azul
representa al epitelio (Fig. 36). Al estudiar la imagen en HE se observa la presencia de
una zona hialina rodeando los islotes epiteliales, sector donde encontramos los estratos

rojo-verde (estratos 2-3), siendo que la mesenquimatica verde (estrato 3) exhibe un pico
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en la grafica para luego descender hasta el estrato 9 (marron) (Fig. 37). A su vez, del
analisis del area de las células virtuales mesenquimaticas, se observa que éstas
comparten una proporcién similar en los estratos 3-7, considerando asi que los espacios
intercelulares son relativamente constantes y homogéneos, sin detectar un sector con

mayor/menor densidad celular.

Fig. 36. Analisis de la morfologia de células virtuales de odontoma. A) Tincién HE. B)
Segmentacion de ndcleos con StarDist 2D, obteniendo una imagen binaria. C)
Segmentacién de células virtuales mediante watershed transform. D) Analisis de
estratos de células virtuales.
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organizado por estratos celulares. Se observa un area relativamente homogénea entre los

estratos 3y 7.

En el caso de AM la segmentacion dio un total de 10 estratos, siendo el estrato 1 en azul

el epitelio (Fig. 38). Las células virtuales del estrato 1 presentan menor area en

comparacion con el resto, las representadas en color amarillo (estrato 7) son las de

mayor area, posiblemente por estar ubicadas en una zona laxa con menor densidad

nuclear (Fig. 39).
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Fig. 38. Analisis de la morfologia de células virtuales de ameloblastoma convencional.
A) Tincién HE. B) Segmentacion de nicleos con StarDist 2D, obteniendo una imagen

binaria. C) Segmentacion de células virtuales mediante watershed transform. D)
Analisis de estratos de células virtuales.
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Fig. 39. Representacion grafica del area de las células virtuales en ameloblastoma
convencional, organizado por estratos celulares. Notese que el estrato 7 es el que
presenta la mayor area.
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En el caso de AU se observo un total de 20 estratos (Fig. 40), de los cuales el estrato 1,
que corresponde a las células epiteliales (representadas en azul), y las mesenquimaticas
del estrato 10 (en verde claro) presentan menor area. Por su parte, las mesenquimaticas
del estrato 3 (representadas en color verde) y 16 (naranja) muestran dos picos en la
gréfica, que indican el mayor valor del area (Fig. 41). Comparando estos resultados con
la imagen HE, se constata la presencia de una banda de células mesenquimaticas con
mayor densidad nuclear (estrato 10). La zona subepitelial asi como el mesénquima

profundo revelaron un area laxa con menor densidad celular.

LS

Fig. 40. Analisis de la morfologia de células virtuales de ameloblastoma uniquistico. A)
Tincion HE. B) Segmentacion de ndcleos con StarDist 2D, obteniendo una imagen
binaria. C) Segmentacion de células virtuales mediante watershed transform. D)
Segmentacién de células virtuales epiteliales para remover aquellas que se encuentren
por encima del epitelio. E) Analisis de estratos de células virtuales desde el borde del
tejido hacia la profundidad.
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Fig. 41. Representacion gréfica del area de las células virtuales en ameloblastoma
uniquistico, organizado por estratos celulares. Obsérvese los dos picos de la gréafica
correspondientes al estrato mesenquimatico 3y 16.

La segmentacion de QQO genero un total de 67 estratos (Fig. 42) donde el estrato 1 en
azul corresponde mayormente al epitelio, conjuntamente con algunas células del estrato
2 en rojo, las cuales comparten un espacio adicional con una delgada zona hialina

adyacente a la membrana basal.
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Fig. 42. Analisis de la morfologia de células virtuales de queratoquiste odontogénico.
A) Tincién HE. B) Segmentacion de nucleos con StarDist 2D, obteniendo una
imagen binaria. C) Segmentacion de células virtuales mediante watershed transform.
D) Analisis de estratos de células virtuales desde el borde superior del tejido hacia la
profundidad.

Graficamente se observaron variaciones importantes del area celular, siendo reducida a
nivel del epitelio y subepitelio, con un posterior aumento en los estratos mas profundos
(por ejemplo estrato 13 en la Fig. 43), correspondientes a células mesenquimaticas por
debajo del subepitelio, y un aumento mayor (estrato 53) relativamente constante en la
profundidad mesenquimatica (Fig. 43). Del estrato 16 al 30 se observa un aumento de la
densidad celular, encontrando menor laxitud tisular, representado graficamente como

una disminucion del area celular.
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Fig. 43. Representacion grafica del area de las células virtuales en queratoquiste
odontogenico, organizado por estratos celulares. Se presenta una heterogeneidad del

area de las células virtuales en todo el mesénquima.

Para el caso de GD se constataron un total de 34 estratos de células virtuales (Fig. 44).

Las células epiteliales se encontraron representadas por el estrato 1 (azul), mientras que

el espacio correspondiente a la interfase epitelio-mesenquimatica se encontro

representado por los estratos 2 y 3 (rojo y verde). Esto se expresa graficamente como un

aumento en el area celular, con una posterior disminucion de la misma (Fig. 45). A su

vez, el area en los estratos correspondientes al mesénquima se presento relativamente

constante con un aumento puntual en el estrato 18.
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Fig. 44. Andlisis de la morfologia de células virtuales de germen dental. A) Tincién HE.
B) Segmentacién de ndcleos con StarDist 2D, obteniendo una imagen binaria.

C) Segmentacion de células virtuales mediante watershed transform. D) Analisis

de estratos de células virtuales desde el borde del tejido hacia la profundidad.
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Fig. 45. Representacion gréfica del area de las células virtuales en germen dental,
organizado por estratos celulares. Obsérvese el aumento en el area del estrato 2-3.
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Se realiz6 la comparacion estadistica del area de las células virtuales del estrato 1 de
TOP subepitelial CD34+ con el estrato 1 de todos los TODs y GD aplicando T

Student (ajustado a Mann Whitney) encontrando un p valor significativo:

p* < 0,0001 (Fig. 46).
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Fig. 46. Representacion grafica de la comparacion del area de las células virtuales entre
el estrato 1 de todos los tumores odontogénicos. Observese la significancia entre el
tumor odontogeénico primordial y el resto de los casos.

Ademas, se realizo estadistica descriptiva para el analisis del estrato 1 de todos los
TODs (Tabla 10), encontrando similitudes en la media entre TOP CD34 negativo y
GD, FAy AM, OD Y AU, siendo que los casos de QQO y TOP subepitelial CD34+

presentaron valores superiores en comparacion con el resto.
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Tabla 10. Estadistica descriptiva del estrato 1 para todas las entidades estudiadas.

TOP TOP GD FA b AM AU QQO
CD34 + CD34-

Minimo 28 14,5 355 11 10 145 115 10
Percentil 25% 364 218,3 249 177 139 190,5 159 @ 413
Mediana 514,5 374 405 304 2305 286 2605 737
Percentil 75% 748 556,8 580,6 4945 367,1 430 363,1 1170
Maximo 3659 1357 1405 2535 2334 1392 956,5 4487
Media 646,3 415,2 438 376,3 2965 3295 2774 8625
Desviacion 470,1 254,8 258,2 286,7 2478 1942 1545 6079

estandar

Ademas, se realizé la comparacion estadistica del area de las células virtuales de los
diferentes estratos de TOP subepitelial CD34+ aplicando T Student (ajustado a Mann
Whitney) encontrando un p valor significativo: p* < 0,0001 (Fig. 47). Estos resultados
muestran que el area de las células virtuales epiteliales y subepiteliales es menor en

comparacion con las presentes en el mesénquima.
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Fig. 47. Grafica comparativa del area de las células virtuales correspondientes al
epitelio, subepitelio, mesénquima medio y profundo en tumor odontogénico primordial.
Véase que las células virtuales consideradas epiteliales y subepiteliales son las de menor
area.
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7.9. Analisis por agrupamiento de células virtuales

Se tom6 como resultado de este analisis la moda de los siete métodos probados. Para el
caso de TOP subepitelial positivo para CD34 se observo la conformacion de cuatro
grupos que coinciden con distintos tipos de células (Fig. 48A): epitelio (rojo),
subepitelio (azul), mesénquima (verde) y mesénquima profundo (negro). En ausencia
de CD34 a nivel subepitelial solamente se identifica el estrato rojo, que coincide con el
epitelio, encontrando una desorganizacion espacial de las agrupaciones que
representarian al mesénquima, pudiendo ser mas representativa del mismo la presente
en color verde (Fig. 48B). Esto se condice con lo estudiado en el analisis de la densidad
celular, de las células virtuales y referentes a las zonas focales de expresion de CD34,

identificando un sector subepitelial caracteristico de esta entidad.

A EC WRMERLPT. I T ok o ot w
Fig. 48. Comparacion del agrupamiento de células virtuales de tumor odontogénico
primordial. A) Segmentacion a partir de la imagen HE, subepitelial positivo para CD34.
B) Segmentacidn a partir de la imagen inmunohistoquimica subepitelial negativo para
CD34. Notese la organizacion de las agrupaciones mesenquimaticas en A, en
comparacion con B.
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En el caso de FA se detectaron dos grupos principales (Fig. 49) que coinciden con las
células epiteliales (en rojo) y las mesenquimaticas (en azul). Los grupos
correspondientes a los colores verde y negro no son representativos de elementos
histologicos y corresponden a células aisladas sin una organizacion especifica, pudiendo

encontrarse en la periferia de las islas epiteliales asi como dispersos en el mesénquima.

Fig. 49. Agrupacion de células virtuales de fibroma ameloblastico. Notese la
organizacion de las agrupaciones en color azul y rojo.
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Para OD la disposicion de los agrupamientos se distribuyen en 4 grupos identificables,
pero diferentes a los encontrados en TOP, en donde el color rojo coincide con el centro
de los islotes epiteliales, el verde el epitelio propiamente dicho, el negro con las células
ubicadas sobre la periferia del epitelio y por Gltimo el azul representando al
mesénquima (Fig. 50). A pesar de ello, y como observado en FA, hay dos agrupaciones
celulares (rojas y negras) las cuales también presentan cierta dispersion a nivel del

mesénquima.

Fig. 50. Agrupacion de células virtuales de odontoma. Noétese las agrupaciones que
coinciden con el epitelio, representadas en color rojo, verde y negro y el mesénquima en
azul.
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Al analizar AM se detectaron tres grupos representativos que coinciden con diferentes
estratos celulares: en verde el epitelio, en azul la periferia epitelial y en rojo el
mesénquima (Fig. 51). En negro se observan células aisladas en baja proporcion en el
mesénquima, pudiendo representar el centro de los islotes epiteliales. Esto refleja un

patrén diferente al observado en el TOP, pero similar a lo encontrado en FA 'y OD.

Fig. 51. Agrupacion de células virtuales de ameloblastoma convencional. Notese las
agrupaciones coincidentes con las islas epiteliales en verde y azul, encontrando mayor
dispersion de las representadas en negro.
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Las muestras de AM y AU revelaron diferencias considerables en la organizacion de los
estratos. Para AU se observa que las agrupaciones de células virtuales son similares a
las descritas referente al area de las mismas (Fig. 52), coincidiendo: un grupo de células
epiteliales (verde), subepiteliales y del mesénquima profundo (negro), mesenquimaticas
(azul) y referente a la banda de células del mesénquimas centrales observamos una
agrupacion de células virtuales rojas, las cuales también se observan por encima del
epitelio. Esta Gltima agrupacion corresponde con un aumento de la densidad celular en
la zona central del mesénquima, agrupadas por su similitud en cuanto al area, pero sin

representar a un grupo celular en particular.

Fig. 52. Agrupacidn de células virtuales de ameloblastoma uniquistico. Notese la
agrupacion en color rojo en la periferia y el centro del tejido.
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El anlisis de QQO reveld dos agrupaciones especificas correspondientes a diferentes
estratos: uno rojo que coincide con el epitelio y uno verde-azul-negro que coincide con
el mesénquima subepitelial y profundo. Esto se asemeja con la disposicion de células
subepiteliales de TOP subepitelial CD34+, pero para el caso de QQO las agrupaciones
verdes (subepitelial) también se encuentran en una zona mas profunda del
mesénquima, y de manera mas heterogénea en todo el tejido, no pudiendo considerarse
un agrupamiento Unico (Fig. 53). Las aparentes agrupaciones de células en color negro
pueden representar areas de mayor densidad celular al realizar la comparacion con el

HE.

Fig. 53. Agrupacidn de células virtuales de queratoquiste odontogénico. Nétese la
desorganizacion en la distribucion de los grupos verde y negro.
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Al realizar el analisis de GD se detectaron dos grupos caracteristicos correspondientes a
células virtuales negras que coinciden con el estrato epitelial y rojas con el estrato
mesenquimatico (Fig. 54). Los grupos verde y azul no son representativos de un
componente histologico en particular, aunque en ciertas regiones coinciden con la
presencia de vasos sanguineos, pudiendo marcar endotelio vascular. Las agrupaciones
presentes en GD se asemejan a las observadas en TOP cuando no se expresa CD34 a
nivel subepitelial, presentando en ambos casos una distincion epitelial pero

desorganizacién mesenquimatica.

Fig. 54. Agrupacién de células virtuales de germen dental. N6tese la desorganizacién de
las agrupaciones verde y azul.

120



Mediante los resultados obtenidos por el analisis del area de las células virtuales y el de

agrupaciones celulares, se establece un resumen de las diferencias morfoldgicas entre

TOP y el resto de las entidades estudiadas (Tabla 11).

Tabla 11. Comparacion morfologica entre los casos de tumores odontogénicos y
germen dental.

Area de células virtuales

Agrupaciones celulares

TOP CD34+

TOP CD34-

FA

oD

AM

AU

QQO

GD

Epitelio con menor &rea. Subepitelio con
aumento del &rea. Mesénquima profundo
con mayor area.

Epitelio con menor area. Subepitelio con
aumento del area. Mesénquima profundo
con heterogeneidad de area.

Epitelio con menor area, con aumento en
capas adyacentes y disminucion progresiva
en el mesénquima profundo.

Epitelio con menor area, con aumento
progresivo al mesénquima profundo donde

se mantiene homogénea para luego decrecer.

Epitelio con menor area, con aumento
progresivo en el mesénquima.

Epitelio con menor area, pero con dos
aumentos y descensos en diferentes sectores
del mesénquima, marcando heterogeneidad.

Epitelio con menor area, pero variaciones
bruscas en todo el mesénquima.

Epitelio con menor area, subepitelio con
mayor area y posterior disminucion de la
misma, mantenida en todo el mesénquima.

4 grupos definidos: epitelio, subepitelio,
mesenquima y mesénquima profundo.

2 grupos definidos: epitelio y mesénquima.
Desorganizacién mesenquimatica.

2 grupos definidos: epitelio y mesénquima.
2 grupos proximos a las islas epiteliales
pero también aisladas no especificas.

4 grupos definidos: centro de islas,
epitelio, periferia de islas, mesénquima.

4 grupos definidos: centro de islas,
epitelio, periferia de islas, mesénquima.

4 grupos definidos: epitelio, subepitelio y
mesénquima profundo, mesénquima, y
banda mesenquimatica central.

2 grupos definidos: epitelio, mesénquima.
Con grupo subepitelial desorganizado en el
resto del tejido.

2 grupos definidos: epitelio y mesénquima.
Posible agrupacién vascular, no especifica.
Desorganizacién mesenquimatica.
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Se realizd el indice Jaccard para determinar el grado de coincidencia entre las
agrupaciones definidas de manera no supervisada por parte del algoritmo y las definidas
por el operador de manera manual en la imagen HE. Considerando que los valores mas
cercanos a 1 corresponden con un mayor grado de coincidencia entre los grupos, y los
mas cercanos a 0 una menor coincidencia, se obtuvieron los resultados expresados en la
Tabla 12 para el estrato epitelial. Interesantemente, las mayores coincidencias
encontradas al usar este indice se observan en los casos en donde el epitelio se presenta
hacia la periferia del tumor (TOP CD43 negativo, AU, QQO, GD) excepto en el caso de
TOP en el sector donde CD34 da positivo a nivel subepitelial. Para los casos que

presentaron islas epiteliales la coincidencia fue menor.

Tabla 12. Resultados del indice Jaccard para el estrato epitelial en los diferentes
tumores odontogénicos y germen dental.

Tumores odontogénicos Indice Jaccard

TOP CD34 positivo 0,22
TOP CD34 negativo 0,66
FA 0,41

oD 0,16

AM 0,17

AU 0,46

QQO 0,50

GD 0,68

122



8. DISCUSION

El presente estudio es pionero en la evaluacion y comparacion de componentes
histoldgicos mediante técnicas de inteligencia artificial para describir la morfologia,
arquitectura y marcacion inmunohistoquimica de los TODs y GD. La cuantificacion de
la arquitectura tisular permite de esta manera obtener informacion para el mejor

entendimiento y comprension de la conformacién y biologia tumoral.

8.1. Auzul Alcian

En GD tefiido con Azul Alcian los resultados reportados en esta tesis coinciden con las
observaciones de Quintarelli y cols. en 1963 (133) y de Lau y cols. en 1983 (134):
positividad de estructuras como el reticulo estrellado y la membrana basal, indicando
una mayor concentracion de componentes acidos en relacion a las glucoproteinas.
También describieron que en estados avanzados de odontogénesis la membrana basal
pierde esta expresion para dar lugar a la positividad de estructuras mineralizadas como
la dentina y la matriz del esmalte (133). A su vez, Lau y cols. no detectaron tincion de
Azul Alcian en la capa odontoblastica ni en el epitelio interno y externo del esmalte
(134). En nuestro andlisis del GD el reticulo estrellado y la papila dental se mostraron
positivas de manera heterogénea (tenue a negativa en el area subepitelial), tal como
sucede en etapas proximas a la calcificacion (133). Algunos autores han sugerido que el
procesamiento y digestion enzimatica de esta técnica puede generar variaciones en el
enmascaramiento de mucopolisacaridos acidos por parte de las proteinas basicas (135-

137).

En TOP se pudo determinar por primera vez que el area subepitelial expresa
mucopolisacaridos acidos (tonalidad celeste), con un aumento en zonas de condensacion

celular. Este hallazgo difiere con lo encontrado en GD en donde los radicales acidos
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parecen estar localizados en el reticulo estrellado, la membrana basal y areas focales
mesenquimaticas de la papila dental, y cuya expresion disminuye al progresar en la
odontogenesis (133). Esto sugiere que el area de condensacion subepitelial de TOP
muestra una composicion diferente, o que nos hace suponer gque esté asociado a una

funcion diferente a la observada en la contraparte normal, el GD.

8.2. Inmunoexpresion de colageno 1V, laminina y conexina 43

El estudio de la expresion de proteinas estructurales permite relacionar los sucesos en
las diferentes etapas de la odontogénesis, dado que la composicion de colageno IV y
laminina varian en las diversas etapas del desarrollo dental, conjuntamente con lo

observado en algunos TODs (16-20). Estas proteinas, si bien son importantes para el

correcto desarrollo y maduracion del GD, han sido poco estudiadas en los TODs.

En este trabajo colageno IV fue detectado en TOP a nivel de la membrana basal y con
proyecciones hacia el area subepitelial, asi como en la membrana del endotelio vascular,
encontrando integridad en todo el tejido. En la mayoria de los TODs mixtos, como el
OD, fibrodentinoma ameloblastico, fibroodontoma y odonto ameloblastoma la
formaciéon de dentina y esmalte resulta como consecuencia de interacciones epiteliales-
mesenquimales que ocurren a través de la membrana basal (1). En TOP se ha reportado
presencia tenue de proteinas relacionadas con el proceso de dentinogénesis (DSPP) en
este sector subepitelial, lo que sugiere un posible intento de formacion de matriz
extracelular el cual falla por el silenciamiento de determinados genes que inhiben la
diferenciacion odontoblastica normal y por lo tanto la formacion de dentina (43). La
alteracion en la produccion de proteinas asociadas a la dentinogénesis y en la
composicion de la membrana basal genera cambios en el proceso inductivo que
estimular a los ameloblastos pre-secretores a producir proteinas del esmalte y, por

consiguiente, en TOP se constata la ausencia de formacion de tejido mineralizado (43).
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Por lo tanto, esta integridad de colageno IV en TOP se relacionaria con su desarrollo en

etapas previas a la formacion de dentina y esmalte, como reportado en GD (16, 17).

En los casos de FA, OD, AM, AU, QQO y GD la expresion de colageno IV solamente
se detect0 a nivel de la membrana basal epitelio-mesenquimatica, y en la membrana
basal de los vasos sanguineos. Para los casos de FA, AM, AU y QQO, en donde la
expresion de esta proteina se observo de forma fina, lineal y discontinua, se sugiere, en
base al trabajo de Zhang y col. (82), la posible degradacion del colageno IV mediante
metaloproteinasas de la matriz extracelular, lo que puede facilitar la progresién de la
lesion y la expansién o incluso invasion local. En GD la expresion positiva de colageno
IV se correlaciona con las etapas de casquete y campana, en donde aun no hay
formacion de predentina ni degradacion de la membrana basal (16, 79, 91), encontrando

discontinuidad de su expresion en etapa de campana.

La expresion de laminina fue tenue en TOP, FA, AM, AU y QQO, y negativa para OD
y GD, en estos dos tltimos posiblemente debido a la presencia de odontoblastos
secretores gque inhiben la expresion de moléculas constituyentes de la membrana basal
en las etapas avanzadas de la odontogénesis como han sugerido algunos autores (19,
20). En TOP, FA, AM y AU se observo integridad de laminina en la membrana basal en
menos del 50% de los casos. Esta presencia parcial puede estar relacionada con los
eventos previos a la degradacion, observada durante el proceso normal de la
odontogeénesis, previo a la mineralizacion pero donde la cohesion estructural es

necesaria para mantener la integridad de la arquitectura tisular (18).

Para el QQO solamente un caso (10%) presento positividad para laminina a nivel de la
membrana basal. Esto concuerda con el trabajo de Amorim y cols. (84) donde se reportd

la falta de laminina en casos agresivos, en los cuales se pierde la integridad de la
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membrana, lo que posiblemente facilite la separacion epitelio-mesenquimatica y el

subsecuente desprendimiento epitelial, caracteristico del QQO.

En ninguno de los casos analizados se observo la presencia de laminina a nivel
subepitelial ni en la zona de hialinizacién. La sustancia hialina es una estructura acelular
eosinofilica que suele ser rica en coladgeno 1V, laminina, proteoglicanos y acido
hialurénico (138, 139). El tejido hialinizado en procesos patoldgicos se modifica
biogquimicamente e influencia el comportamiento biolégico de las neoplasias y las
interacciones epitelio-mesenquimaticas. En los TODs la presencia de hialina adyacente
al epitelio odontogénico puede significar un intento de odontogénesis, donde los
ameloblastos segregan matriz para la mineralizacién, pero sin diferenciacion
odontobléstica evidente (140, 141). Varios autores han sugerido que esta zona hialina
puede ser un marcador de recurrencia para casos de QQO, en donde se produce una
deposicidn subepitelial que genera alteraciones en el epitelio basal, que puede resultar

en el desprendimiento del mismo (142, 143).

La expresion de Cx43 fue variable en las diversas entidades, siendo totalmente negativa
en TOP. Estudios previos han reportado la expresion de Cx43 asociada a la formacion
de uniones GAP, las cuales participan en la amelogénesis, dentinogénesis y en la
deposicion de material mineral odontoblastico (144). Por otra parte, Jodo y cols. (145)
observaron que la expresion de Cx43 puede presentarse en etapas tempranas de la
odontogenesis, en las células epiteliales en proceso de diferenciacion. Al ser TOP un
tumor que se origina a partir de etapas tempranas de la odontogenesis pareciera quedar
atrapado en este estadio embrionario, sin posterior maduracion (por eso su nomenclatura
“primordial”), motivo por el cual no se observa Cx43 en el. En los casos de GD

estudiados en esta tesis, la expresion de Cx43 fue detectada mas intensamente en etapas
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mas tardias de la odontogénesis (campana), localizada en estratos mesenquimaticos y en

el 6rgano del esmalte.

En los casos de FA, OD, AM, AU y QQO la expresion fue similar en el epitelio y
mesénquima, particularmente intensa en OD y de menor intensidad en QQO sugiriendo
la participacion de la Cx43 en las interacciones epitelio-mesenquimaticas que
promueven la diferenciacion celular (95, 99-101). A su vez, la expresion mesenquimal
de Cx43 en FA y AM puede indicar la actividad intercelular entre fibroblastos y células
endoteliales, relacionada con el desarrollo tumoral por la estimulacion de la
angiogénesis. Un estudio de Toth y cols. (146) demostré que la desregularizacion de
esta proteina se relaciona con alteraciones ameloblasticas, hipoplasia del esmalte y

respuestas tisulares secundarias.

Estos resultados sugieren que Cx43 es una molécula con funciones en la
intercomunicacion celular y puede tener un rol en las etapas tardias de la odontogénesis,

en la diferenciacion celular.

8.3. Inmunoexpresion de CD34 y analisis de imagenes

La comparacién sistematica de la arquitectura de TOP con la de FA, OD, AM, AU,
QQO y GD, basada en la distribucion espacial del marcador CD34, demuestra la
presencia de un area subepitelial diferente en TOP, de alta celularidad y que no

representa al endotelio vascular.

De acuerdo con reportes de caso de TOP, varios estudios demostraron la positividad de
CD34 de igual forma que en el presente trabajo (33-36). Previamente se describio en
TOP esta banda subepitelial de células mesenquimaticas positivas para CD34,
sugiriendo que puede representar regiones con fibroblastos embrionarios (28, 41). La

expresion de CD34 fue observada en dos tipos celulares distintos: en el
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endotelio vascular y en las células mesenquimaticas adyacentes al epitelio. Sin
embargo, en zonas focales se observd la falta de esta marcacion subepitelial (14-17%)
correlacionandose con una menor condensacion celular. Esto puede interpretarse como
diferentes etapas de diferenciacion o induccion odontogénica, lo que puede jugar un
papel importante en la tumorigenesis de esta neoplasia ya que parece ser una
caracteristica Unica que distingue al TOP de otros TODs. Al comparar esta caracteristica
con lo observado en GD se sugiere que la condensacion subepitelial de TOP pueda ser
semejante al area de condensacion tipica de la papila dental observada en las etapas
tempranas que preceden la diferenciacion odontoblastica durante la odontogénesis (15).
Esto refuerza la informacion que considera a TOP un tumor que se origina en etapas

tempranas de la odontogenesis.

Se observaron diferencias interesantes al comparar la expresion de CD34 en tejidos
histopatol6gicamente similares a TOP: solamente en TOP se evidencia la zona
subepitelial positiva para CD34, mientras que es negativa en esta ubicacion para los
casos de FA, OD, AM, AU y GD. Se han observado células aisladas positivas para
CD34 en zonas focales de QQO, pero en ningn momento se ha descrito una
condensacion mesenquimal en banda positiva para este marcador. La expresion positiva
de CD34 en FA, AM, AU y QQO es debida solamente al endotelio vascular, incluyendo
en algunos casos vasos proximos al epitelio odontogénico. Sin embargo, no se
observaron vasos en sectores adyacentes al epitelio en TOP, asi como tampoco en GD u

OD.

La expresion de CD34 en el estroma de los TODs ha sido utilizada para determinar la
densidad microvascular como medida del potencial angiogénico tumoral, en un intento
de dilucidar el comportamiento biologico de estas lesiones (107). En este contexto,

Chacham y cols. (107) reportaron la presencia de células dendriticas positivas para
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CD34 adyacentes a la membrana basal epitelial de QQO recurrente y sugirieron que esta
expresion positiva puede diferenciarlas de células mas maduras como ser
miofibroblastos, células adipogenicas, osteoblasticas y condroblasticas. También se ha
hipotetizado que los fibroblastos embrionarios pueden ser responsables de desencadenar
efectos en el epitelio circundante como ser transicion epitelio-mesenquimatica,

proliferacion celular, angiogénesis, invasion y metastasis (76).

En este estudio la expresion inmunohistoquimica de CD34 en el GD se observé limitada
al endotelio de la papila dental, siendo negativa en células proximas al epitelio
odontogénico, tanto en la etapa de casquete como de campana. Mientras que el GD es
conocido por ser rico en células madre mesenquimaticas, segun Aydin y cols. (111)
estas células expresan una variedad de marcadores incluyendo CD146, CD106, CD90,
CD29 y CD13, pero no marcadores de células madre hematopoyéticas como CD34. En
un estudio previo se reporté la presencia de CD90 y CD105 en TOP, limitado al
endotelio vascular (41). Por lo tanto, en el presente estudio, la expresion subepitelial de

CD34 puede representar un tipo celular diferente de la odontogénesis normal en TOP.

8.4. Anadlisis de la densidad nuclear

Para mejor caracterizar esta zona de alta condensacion celular en TOP se realizé un

analisis de la densidad celular en base a la profundidad tisular, desde el epitelio hacia el
centro del mesénquima. Este procesamiento se realiz6 Unicamente en TOP dado que no
se encontraron zonas de alta densidad celular en el resto de las entidades incluidas en el

presente estudio.
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Los resultados muestran que las zonas del epitelio y subepitelio son donde la densidad
nuclear (cantidad de ndcleos por unidad de area) es maxima, y hacia la profundidad del

tejido se constata una disminucion paulatina de la misma.

Al estudiar la caracterizacion morfologica de los perfiles nucleares se observaron
diferencias entre epitelio, subepitelio y mesénquima profundo, encontrando siempre una
mayor similitud entre los nacleos proximos a la membrana basal (epiteliales y

mesenquimaticos).

A pesar de ello, la estadistica descriptiva realizada para ambos estratos muestra poca
diferencia entre los nucleos, considerando una media muy similar en todas las
caracteristicas estudiadas. Los resultados de circularidad para el epitelio marcan una
tendencia a la circularidad; asi mismo la rectangularidad de estos nucleos presenta una
media y mediana similar de 0,72-0,73 respectivamente con un desvio estandar de 0,04,
siendo también tendientes a la forma circular. Con los nicleos mesenquimaticos sucede
lo mismo, encontrando parametros tendientes a la forma circular. Por su parte, el
tamafo nuclear tiende a ser levemente superior en caso del mesénquima, al evaluar los
parametros de perimetro y area. Sin embargo, se encontraron diferencias significativas

al comparar todos los pardmetros entre ambos estratos, con un p valor p < 0,05.

La importancia de estos resultados radica en la obtencion de datos cuantitativos que
comprueban lo que se sugeria de forma cualitativa al describir una posible condensacion
nuclear en la zona subepitelial del TOP. El evidente aumento de la densidad nuclear en
la zona estudiada respalda la hipétesis de una posible interaccidn epitelio-mesénquima
activa en dicha zona, que recuerda etapas tempranas de la odontogenesis previa a la
diferenciacion odontoblastica (42). Esta zona con gran densidad nuclear refleja una

actividad bioldgica tumoral que caracteriza al TOP.
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8.5. Analisis de la morfologia celular

En la actualidad son pocos los estudios que utilizan y correlacionan la deteccion nuclear
con parametros morfol6gicos o espaciales, determinando la practicidad del anélisis
automatico en la caracterizacion y comportamiento tumoral (147, 148); hasta el

momento no se ha reportado este tipo de procesamientos en TODs y GD.

Para poder comparar los resultados morfoldgicos entre los TODs y GD se realiz6 la
segmentacion de células virtuales y posteriormente se analizé su morfologia por
estratos, desde el epitelio hacia la profundidad del mesénquima, o de forma concéntrica
alrededor de las islas epiteliales hacia la periferia. La identificacion de estos
compartimentos mediante métodos automaticos es importante para la localizacion
espacial, analisis y caracterizacion de tejido tumoral y su microambiente. Este
procesamiento se realizo con laminas HE e inmunohistoquimica. Este estudio reveld
que las muestras tefiidas con HE contienen suficiente informacién morfologica para la
segmentacion de imagenes en diferentes categorias celulares, lo que podria ayudar en el
relevamiento automatico de imagenes de cortes histoldgicos y potencialmente contribuir

al diagndstico diferencial de los TODs.

En el caso de TOP una caracteristica morfoldgica ya destacada es la condensacién
subepitelial, sin embargo, no es caracteristico de todas las zonas de contacto entre
epitelio y mesénquima en el TOP. Para diferenciarlas se estudiaron zonas con
condensacion y sin condensacion subepitelial mediante inmunohistoquimica con CD34,
gue marca claramente esta zona, como lo discutimos anteriormente. Los casos de TOP
que presentaron positividad subepitelial para CD34 mostraron células epiteliales con
menor area, en comparacion con las células del mesénquima profundo, las cuales eran
de mayor area. Estas diferencias en el tamafio celular se evidenciaron en los resultados

del estudio de densidad nuclear, dado que el &rea de cada célula virtual esta no
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solamente limitada por el espacio celular sino que también el intercelular. Por otra parte,
la segmentacion de TOP subepitelial negativo para CD34 revel6 que la morfologia de
TOP era diferente entre las regiones con o sin presencia de la condensacion celular,
observando la presencia de nucleos de mayor tamafio a nivel subepitelial en este Gltimo
caso. Esto confirma la observacion de que en las areas negativas para CD34 la banda de
condensacion celular esta ausente, sugiriendo la presencia de diferentes estados de
maduracion y diferenciacion celular. En otras palabras, TOP es un tumor no estatico
cuyo crecimiento y evolucion va cambiando y modificandose en las diversas areas del
tejido, posiblemente acompafando el crecimiento tumoral. Estas diferencias pueden
darse de manera alternada dependiendo del crecimiento y la expansion tumoral al
infiltrar el tejido 6seo que lo rodea, donde intervienen otros factores asociados al

microambiente tumoral.

Para poder tener un respaldo cuantitativo de las diferencias encontradas se realiz6 la
comparacion estadistica del area de las células virtuales del estrato 1 de TOP
subepitelial CD34+ con el estrato 1 de todos los TODs y GD encontrando un p valor
significativo: p* < 0,0001. Este estrato corresponderia con el epitelio de todos los

TODs y GD.

A su vez, se realizd la comparacion estadistica del area de las células virtuales de los
diferentes estratos de TOP subepitelial CD34+, encontrando un p valor significativo: p*
< 0,0001 para todos los estratos. Al observar la Fig.46 se rectifica que los estratos
epitelial y subepitelial son los que presenta menor area, aumentando paulatinamente

hacia la profundidad del mesénquima.

El estudio de las células virtuales de FA, GD, OD, AM, AU y QQO revelo que el
estrato que corresponde al epitelio contiene células con la menor area, que aumentan de

tamafo progresivamente en estratos adyacentes mas profundos, posiblemente debido a
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la presencia de la capa hialina o la propia interfase epitelio-mesenquimatica. En el caso
de QQO el tamafio de las células es mas heterogéneo, mientras que para AM hubo un

aumento paulatino hacia la profundidad del mesénquima.

Landini (149) compar6 QQO solitario, quiste radicular y QQO relacionado con el
sindrome de Gorlin mediante el estudio de la morfologia de las células virtuales a nivel
del estrato epitelial, estableciendo que los quistes radiculares contienen mas cantidad de
estratos epiteliales pero no pudiendo diferenciar QQO solitario con sindromicos basado
en los 27 parametros evaluados. En esta tesis se evaluo el area de las células virtuales
epiteliales, lo que permitid establecer diferencias entre TOP y QQO, en donde a pesar
del analisis histomorfoldgico, no existen resultados que relacionen a estas dos

entidades.

8.6. Analisis por agrupamiento de células virtuales

El anélisis por agrupamiento de células virtuales en base a los parametros morfol6gicos
ya establecidos revel6 una distincion de estratos para ambas iméagenes de TOP. En
regiones donde TOP es CD34 positivo en la zona subepitelial se observan que los cuatro
grupos celulares preestablecidos coinciden con el epitelio, subepitelio, mesénquima
medio y mesénquima profundo. Sin embargo, en zonas CD34 negativo subepitelial
solamente se observan correlaciones con el estrato epitelial, encontrando una
desorganizacion celular en las otras tres agrupaciones, sin poder relacionarlas
espacialmente. Estos resultados apoyan a los ya presentados de densidad celular,
morfologia de células virtuales y expresion de CD34 en base a la profundidad, en donde
esta banda no es encontrada en otras entidades patoldgicas de origen odontogénico y

que apoya la idea de un rol estructural y funcional en TOP.

La comparacion de los agrupamientos de células virtuales reveld similitudes entre FA,

OD y AM, en donde se diferencia claramente el agrupamiento de células pertenecientes
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al mesénquima, pero no aquellas de las islas epiteliales. Los casos de GD fueron
similares y comparables a TOP cuando el tejido subepitelial no expresa CD34,
encontrando una distincion de las células epiteliales pero sin poder definir claramente
celulas que correspondan al mesénquima, con predominancia de un grupo en particular
pero sin una distribucién organizada en todo el tejido. Los resultados obtenidos de AU y
QQO son semejantes entre si en cuanto al agrupamiento dado que exhiben una capa
epitelial y dos grupos de células mesenquimaticas con localizaciones similares, pero de
area diferente entre ellas. Esta informacion generada puede tener utilidad auxiliar
diagndstica en algunos casos, asi como generar informacion relevante que ayude a

comprender la morfologia tumoral de las lesiones estudiadas.

Al realizar el indice Jaccard se encontraron coincidencias entre el método no
supervisado y la asignacién manual de agrupaciones observando que para el caso de
TOP CD43 negativo, AU, QQO, GD presentaban mayor similitud en comparacion con

TOP CD34 positivo subepitelial, AM, AU y en mayor medida FA.

A pesar de que haya marcadores que pueden detectar los diferentes tejidos, investigar a
que grado se pueden analizar con HE en base a métodos no supervisados es importante
dado que no siempre se pueden aplicar técnicas de inmunohistoquimica por falta de

tejido o costos.

Landini y cols. (127) analizaron la conformacidn espacial de células virtuales por medio
de redes locales (local networks) para establecer diferencias en la arquitectura de los
tejidos epiteliales orales normales, displasicos y neoplésicos. Sin embargo, los autores
determinaron que la discriminacion de estos grupos no fue 100% precisa,

probablemente por la heterogeneidad celular de los tejidos.
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A pesar de que el gold standard para el diagnostico definitivo de estas lesiones es el
analisis histopatoldgico con su correlacion clinica, en este trabajo se presentd una

metodologia cuantitativa que puede ayudar a avanzar en el andlisis automatizado.

8.7. Consideraciones finales

El andlisis de imagenes histopatoldgicas mediante técnicas cuantitativas provee métodos
novedosos para el analisis morfoldgico y su correlacion con la expresion de
biomarcadores, facilitando el entendimiento de la patogénesis tumoral asi como el
diagnostico diferencial y posible pronéstico. Dejando de lado las consideraciones
clinicas que contribuyen con el diagndstico de estas entidades, es importante remarcar
que TOP no induce la diferenciacion odontoblastica o la produccion de proteinas
dentinarias como se observa en otros tumores, por ejemplo el OD. A su vez, TOP puede
ser diferenciado por las caracteristicas anteriormente descritas, enfatizado desde la

morfologia tisular por la ausencia de densidad celular subepitelial en FA, OD, AM, AU,

QQO y GD.

Una limitacién del presente estudio es el nmero de casos e imagenes analizadas, asi
como los sectores de interés, dada la rareza de estas lesiones, pero mas estudios basados
en los principios descritos en este trabajo pueden contribuir y confirmar los hallazgos
reportados. El andlisis de marcadores adicionales también ayudara a dilucidar mas

detalles en relacion con la arquitectura y comportamiento de TOP.

Considerando que las caracteristicas histopatoldgicas de TOP sugieren un origen de las
etapas primarias de GD, los resultados reportados en el presente trabajo apoyan la idea
de que TOP es una neoplasia odontogénica morfologicamente diferente de las demas
estudiadas, y no un OD en desarrollo o una etapa temprana del FA, como se ha

propuesto anteriormente (28, 41).
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9. CONCLUSIONES
La integridad de las proteinas estructurales presentes en TOP sugiere un desarrollo

relacionado con las etapas tempranas de la odontogénesis.

Los patrones de inmunoexpresion de Cx43 indican que esta proteina tiene un rol
importante en la diferenciacion celular en los diferentes TODs y el GD, excepto en

TOP.

El andlisis de imagenes de la expresion de CD34 y la arquitectura de TOP revel6
caracteristicas no observadas en otros TODs y GD, apoyando la teoria de que esta

neoplasia es diferente al OD en desarrollo y a las etapas primarias del FA.

Son necesarios mas estudios con una casuistica mayor y analizando proteinas
relacionadas con la odontogénesis para clarificar el comportamiento bioldgico de estas

entidades.

10.PROYECCIONES A FUTURO

El analisis de proteinas relacionadas con el proceso de amelogénesis y dentinogénesis
mediante el procesamiento de imégenes y técnicas de machine learning continuara
aportando al conocimiento de estas patologias intimamente relacionadas con los
procesos de morfogénesis y diferenciacion celular. Este estudio es innovador en aplicar
técnicas originales y novedosas para el estudio de TODs. Una casuistica mas grande y
con otras entidades odontogénicas ayudaran a clarificar el comportamiento bioldgico
comparativo de estas lesiones, asi como también ayudara en el diagndstico morfoldgico
diferencial. Nuevas lineas de investigacion se desarrollaran en torno a los conceptos

presentados en este trabajo de doctorado.
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11.CRONOGRAMA DE EJECUCION

Descripcion de la actividad 2020 | 2021 | 2022 Resultados obtenidos

Realizar HE y valorar las muestras
de TOP, FA, OD, AM, AU, QQO,
GD.

Obtencion de la muestra de
estudio.

Realizar inmunohistoquimica contra
laminina, colageno IV, Cx43y
CD34 en la muestra obtenida.

Obtencion de la expresion proteica
en los diferentes tejidos.

Realizar ensayos de segmentacion Obtencidn de patrones
de imagenes mediante diferentes morfoldgicos diferenciales entre
técnicas. las muestras.

Integracion de la informacion
Analisis global de los resultados. obtenida para caracterizar

estructuralmente a TOP.

Escritura y publicacion de articulos

ientifi Difusion de los resul .
cientificos. usion de los resultados

Finalizacién del programa de

Escritura de la tesis. doctorado.
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1 | INTRODUCTION
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Abstract

Background: Primordial odontogenic tumour is a benign mixed neoplasm of recent
description, which has histological similarities with other odontogenic tumours
such as the ameloblastic fibroma. In this article, we investigate the architecture of
the sub-epithelial layer of mesenchymal cells expressing the marker CD34 in
primordial odontogenic tumour.

Objective: Analyse the spatial patterns of CD34 expression in primordial odontogenic
tumour and compare them with those in ameloblastic fibroma and the normal tooth
germ by means of objective imaging approaches, to better characterise these lesions.
Methods: Two cases of primordial odontogenic tumour, four cases of ameloblastic
fibroma and two cases of tooth germ in cap and bell stages were used for morpholog-
ical, structural and immunohistochemical analyses.

Results: CD34 expression was found in vascular endothelium of primordial odontogenic
tumour, ameloblastic fibroma and tooth germ. In addition, a characteristic sub-epithelial
expression was observed only in primordial odontogenic tumour, corresponding to
84%-86% of the sample boundaries. Moreover, the zone expressing CD34 corresponded
with a higher cellularity, which was absent in ameloblastic fibroma and tooth germ.
Conclusion: Image analysis of the primordial odontogenic tumour architecture
revealed characteristics absent in other odontogenic tumours and tooth germs.
This study provides additional information to support the idea that this neoplasm is a
distinct entity from early stage AF or developing odontoma.

KEYWOR DS
ameloblastic fibroma, CD34, odontogenesis, primordial odontogenic tumour, tooth germ

The tumour is partly surrounded by a delicate fibrous capsule.' Our
group studied the immunoexpression of 23 different antigens in POT,

Primordial odontogenic tumour (POT) is a rare benign odontogenic
neoplasm firstly described by Mosqueda Taylor et al." To date
22 cases have been reported worldwide.2=> Histologically, POT is a
mixed tumour, composed of dental papilla-like tissue covered by a
cuboidal to columnar epithelium resembling the inner enamel epithe-
lium of the enamel organ, which often invaginates into the underlying
connective tissue, but does not induce dental hard tissue formation.

which confirm its odontogenic origin from the primary stages of tooth
development (cap-bell stages), and the presence of both epithelial and
mesenchymal activity, with differential expression of certain markers
in particular zones of both tissue components.® This suggested that
POT might arise during the early stages of tooth development, from
the mesenchyme of an abortive tooth germ (TG) that fails to differen-
tiate and consequently is not able to induce the formation of hard
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tissues. Some authors suggested POT to be an intermediate stage in

the development of an odontoma’; however, our group defined a
series of criteria explaining their differences®:

« POT is associated with a non-erupted tooth in an apparent pericor-
onal location.

« POT has absence of mineralized dental tissue and odontoblastic
differentiation.

« POT presents increased cellularity at the interface between the
epithelium surrounding the lesion and the underlying mesenchymal

tissue.

The definitive diagnosis of odontogenic tumours is histopatho-
logical and because other mixed odontogenic neoplasms share
some histological similarities with POT, such as ameloblastic
fibroma (AF) and immature odontoma, it seems important to iden-
tify objective histomorphological characteristics and criteria that
facilitate understanding their pathogenesis and facilitate diagnostic
and prognostic decisions.

Our group previously reported CD34 expression in the mesen-
chymal component of POT in two locations: cells located close to
the odontogenic epithelium (suggesting the presence of embryonic
fibroblasts) and in the endothelium of blood vessels.®® To our
knowledge, that finding has not been described in other odonto-
genic tumours and appears to be a differential feature of POT.
CD34 is a transmembrane protein highly expressed in immature
haematopoietic stem cells, endothelium of blood capillaries, embry-
onic fibroblasts and a multitude of other non-haematopoietic cell
types, progressively decreasing in expression with stages of cell mat-
uration.'® However, the significance of this morphological feature
has not been systematically studied in POT. The aim of the present
study is therefore to analyse the spatial patterns of CD34 expression
in POT and compare these with those in AF and the normal TG
by means of objective imaging approaches, in order to better charac-
terise these lesions.

2 | MATERIALS AND METHODS

Two cases of POT were retrieved from Health Care Department, Uni-
versidad Auto ‘noma Metropolitana Xochimilco, Mexico, four cases of
AF and two cases of TG in cap and bell stages from the Department
of Oral Diagnosis, Piracicaba Dental School, University of Campinas,
Piracicaba, Brazil, were included in the present study. Ethical Commit-
tee approval was received for the present study: Universidad de la
RepuUblica, Facultad de Odontologia, Uruguay (21/11/19, Exp.
No. 091900-000319-19).

2.1 | Immunohistochemistry

Three-micrometre sections of formalin fixed tissues embedded in
paraffin blocks were set on glass slides previously treated with

poly-lysine. Sections were then deparaffinized, rehydrated and anti-
gen retrieval was performed through treatment with 0.1 M sodium
citrate (pH 6.2) and Tween 20 in a microwave oven for 7 min to
unmask the epitopes. Endogenous peroxidases were blocked with
0.9% hydrogen peroxide. Primary antibody for CD34 (Biocare/
QBENd10, 1:50 dilution) was incubated for 45 min at room temper-
ature. Afterwards, the slides were incubated with a biotinylated
anti-mouse/anti-rabbit antibody and the streptavidin/peroxidase
complex for 30 min each (LSAB+-labelled streptavidin-biotin,
Dako) and the reaction was visualised with 3,3%-diaminobenzidine-
H20 (Dako). Finally, the sections were counterstained with Mayer's
haematoxylin solution. Blood vessels within the mesenchymal
tissue were considered as internal positive control. For the negative
control, the primary antibody was replaced with PBS. Results were
visually assessed using an optical microscope (Eclipse Ci-L, Nikon,
Japan) with a x40 objective.

2.2 | Alcian blue + PAS stain

Alcian blue + PAS technique was also performed in POT cases to dis-
close any compositional tissue changes in the sub-epithelial regions.
Deparaffinized and rehydrated slides were immersed in acetic acid
solution 3% for 5 min. Afterwards the slides were stained with alcian
blue 0.5% pH solution for 30 min at room temperature, periodic acid
0.5% for 10 min and Schiff reactive for 20 min. Finally, the sections
were dehydrated in graded ethanol.

2.3 | Digitization

A Motic EasyScan© scanner was used for slide digitization with a
x40 objective in standard mode. Pathomation's PMA start soft-
ware'" was used for visualisation and capture of regions of interest.
Every area with the presence of odontogenic epithelium was consid-
ered a region of interest in the three entities studied. For POT and
TG specimens, the upper border of the image frame was used as a
reference to align the epithelial component so that all images could
be comparably aligned. RGB images (representing regions of interest

of which corresponded to a field of view of 315 x 638 uym) were
saved in TIFF format for further analysis.

2.4 | CD34 analysis as a function of depth
POT boundaries were analysed in CD34 stained samples to estimate
the proportion (%) of the tumour boundary length where the sub-
epithelial zone was positive for this marker. To accomplish this, the
ImageJ' freehand line tool was used and length measurements were
determined in both POT tumours.

Images of CD34 stained samples of POT and TG were
further analysed using an ImageJ macro that computed the pres-
ence of positive CD34 immunostain from the image upper border
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(that corresponds to the tumour outer boundary epithelium) to the
bottom border (which corresponds to a maximum depth of
638 um), that is, to provide a measure of the presence of CD34
staining in function of tumour depth. The regions containing the
IHC product were computed using stain unmixing (colour
deconvolution),’® then thresholded using Otsu’s method.'? Immu-
nohistochemistry uses a chromogenic precipitation for visualisation
of the immunoreactivity, which is difficult to control, and therefore
the stained product is non-stoichiometric. Therefore, a binary
(presence/absence) approach was used to detect the spatial distri-
bution of staining across each sample rather than attempting to
quantify staining intensities. The distance from the pixels in these
regions to the border of the tissue were determined using the
‘Euclidean distance transform’ in ImageJ and a histogram of dis-
tances computed for the ensemble of POT samples.

The approach, however, needs to be modified when applied to
AF samples because of a difference in geometry and topology of the
epithelium in this neoplasm when compared with POT and TG: while
POT and TG contain an outer epithelial layer, AF consists of multiple
epithelial islands and the distance from these to other the mesenchy-
mal components of interest is not a function of the depth from the
outer tissue boundary and so the segmentation requires a different
approach. To this end, Fiji's Labkit segmentation plugin' was used
first to determine the epithelial component by ‘training’ a classifier to
recognise image pixels belonging to three tissue classes of interest
(which were annotated interactively by the operator): that is, mesen-
chymal tissue, CD34+ regions and epithelial islands. The result of the
training is a three-phase segmented image and the classifier can be
used to segment unseen images. Then, the Euclidean distance trans-
form was applied to the pixels labelled as non-epithelial regions to
compute their distance to the nearest segmented epithelium region.
Subsequently, the CD34 labelled regions were queried to retrieve the
value of the previously computed distance transform to the nearest
epithelial component. The distance from the epithelial islands to the
CD34 positive regions was also determined the ‘Euclidean distance
transform’ as described earlier. These procedures were repeated in
99 POT images, 62 AF images and 8 TG images.

In addition, the epithelial thickness in POT and TG was measured
interactively with using ImageJ's straight line tool to be able to com-
pensate for the difference in position of the epithelial-connective tis-
sue interface (ECTI) when comparing to AF images (discussed below).

3 | RESULTS

3.1 | Alcian blue + PAS stain

The alcian blue + PAS staining on the POT sections revealed
sky-blue regions showing the presence of mucopolysaccharides
notably in the sub-epithelial regions. This suggested a functionally
distinct zone, which also coincided with a high cellular density
when compared with the deeper parts of the neoplasm mesenchy-
mal component (Figure 1).
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FIGURE 1 Alcian blue + PAS stained POT. C, condensed
mesenchymal zone; D, deep mesenchymal zone; E, epithelium; V,
vessels. The sky-blue staining in the sub-epithelial region indicated
the presence of mucopolysaccharides, which appear to be less
obvious deeper in the tumour mesenchymal component.

FIGURE 2

Immunoexpression of CD34 in (A) AF, (B) TG and
(C) POT. Sub-epithelial expression in POT can be observed to vary
from a CD34 negative region (black star, left, D) to a negative one
(black arrowhead, right, E) which correlates with a decrease in sub-
epithelial cell condensation.



PEREIRA PRADO et AL.

4 5
—LWI LE Y — Ol Pathology & Medicine {:

FIGURE 3 (A) POT immunohistochemical CD34 sub-epithelial positive expression. (B) Segmentation of A, showing a binary image. The white
regions indicate the presence of CD34 in sub-epithelial mesenchymal cells and blood vessel endothelium. (C) The Euclidean distance transform
was used to encode the image with values (shown in false colour) corresponding to the distance between each pixel belonging to the tissue in A,
and the tissue boundary (given by the empty background). The depth from the boundary of each CD34+ pixel (shown in white in B) can therefore
be determined by examining the corresponding pixel values in image C. (D) POT immunohistochemical CD34 sub-epithelial negative expression.
(E) Segmentation of A, showing a binary image. The white colour indicates the presence of CD34 in blood vessels. The process was repeated for
other 99 images.

(A)

FIGURE 4 (D34 expression analysis of AF sections. (A) CD34 immunoexpression in AF. (B) Segmentation obtained with Labkit, blue:
epithelial islands, red: vascular endothelium, white: mesenchyme. (C) Binary image of the boundaries of vessel segmentation after image cleaning
of small regions. (D) Binary image of epithelial islands segmentation. (E) The Euclidean distance transform encodes as a pixel value the distance of
each white pixel in D to the nearest black region (also in D). The distance of each white feature in C to the black features in D can be determined
by examining image E. The process was repeated for other 62 images.

3.2 | Immunohistochemistry 3.3 | CD34 analysis as a function of depth

CD34 expression was evident in the vascular endothelium of POT,
AF and TG (Figure 2). In addition, positive expression was also
observed in the sub-epithelial region of POT cases, approximately
along 84%-86% of the tissue boundaries and which coincided with
the zone of increased cellularity and more intense alcian-blue stain-
ing mentioned earlier. Interestingly, in some locations where CD34
expression was absent, the sub-epithelial cellularity condensation
also decreased.

The POT images of sections stained with CD34 antibodies showed a
pattern of increasing cellularity when positive in the sub-epithelial
area (Figure 3A-C). Moreover, negative CD34 sub-epithelial expres-
sion correlated with a reduction of nuclear density (Figure 3D,E).
CD34 positivity in AF was detected in the endothelium of blood
vessels (Figure 4). These vessels could be seen near odontogenic epi-
thelium islands, unlike in POT (Figure 6, black plot) where there is a
vessel-free zone below the odontogenic epithelium. Figure 6 shows a
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scan plot of the probability of stained CD34 regions in AF, TG and
POT, revealing a peak that progressively decreases in AF and POT
cases, without discrimination to which structure CD34 positivity cor-
responds. In some cases of AF, there were only few small calibre ves-
sels close to the epithelium.

The contribution of CD34 positive expression in TG seems to be
exclusively due to the presence of blood vessel endothelium and it
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FIGURE 5
of A, showing a binary image. The process was repeated for other

(A) TG CD34 expression analysis. (B) Segmentation

eight images.

FIGURE 6 The graph shows 0.00020 7

the distribution of distances of
CD34 positive pixels to the tissue
boundary in all POT images for
positive (red) and negative (black)
sub-epithelial CD34 expression
regions, as well as the distribution
of distance from the epithelium
between epithelial islands in AF
(green) and TG (blue). The AF plot
was offset by 27 um, while the
TG plot was offset by 6 um to
compensate the difference
between POT and TG epithelium
thickness and the AF plot (which
describes the distances from the
epithelium rather than from the
tissue boundaries). The dotted
line indicates the epithelial
connective tissue interface (ECTI)

0.00000 -
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was similar to that of POT areas where no sub-epithelial CD34

expression was found (Figures 5 and 6, black and blue plot).

The average POT epithelium thickness (27 um £ 19) and that of
the TG (33 um + 6) were used to offset the plots in Figure 6, so the
ECTI position was comparable across the different samples.

In Figure 6, the red plot (POT) reaches a maximum value of 31 um
(after smoothing the plot with a running average of 15 data points,
not shown) which corresponds with the CD34 sub-epithelial expres-
sion; from then on, CD34 expression is due to the presence of vessels
which progressively decrease toward the deeper connective. The
black and blue plots show a relatively constant presence of CD34
vessels.

The AF data shows a different distribution of CD34 staining when
compared with POT and TG, with a broad peak revealing positive
regions peaking at about 96 um from the epithelial islands (after
smoothing the plot with a running average of 15 data points, not
shown). In addition, some samples of POT and AF featured a zone of
hyalinization next to the epithelium.

4 | DISCUSSION

This systematic study of the architecture of POT, AF and TG based on
the spatial distribution of the CD34 immunomarker suggests the pres-
ence of a distinct sub-epithelial area in regions of POT which are not
from the vascular endothelium.

Our group previously noted this mesenchymal band of CD34
positive cells in POT beneath epithelial layers, suggesting these may
represent embryonic fibroblasts.®”° CD34 expression was observed
in two distinct compartments, namely in the endothelium of blood
vessels and the mesenchymal cells adjacent to the epithelium.

* POT CD34 +
——+——POT CD34 -
——%—— AF CD34

~——TOOTH GERM

in POT samples. Note the 0 100
differences in distribution
between sample types.

Distance (micrometres)
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However, lack of CD34 expression in the sub-epithelial zone was also

occasionally seen in some parts of the tumours (14%-17%) which cor-
relates also with less mesenchymal cell condensation. This could be
interpreted as different stages of differentiation or early odontogenic
induction, which might play an important role in tumorigenesis and
appears to be a unique feature for this odontogenic tumour. Compar-
ing this feature with that found in TG further suggests that the POT
sub-epithelial nuclear condensation might be akin to the dental papilla
condensation area observed in the stages preceding odontoblastic dif-
ferentiation during odontogenesis. According to case reports of POT
in the literature, several studies demonstrated CD34 positivity, while
in nine cases no immunohistochemical analysis was mentioned.2~>

Comparing POT CD34 expression in histopathologically similar
tissues and with a similar histogenesis (AF and TG) showed some
interesting differences: only POT appears to feature the CD34
positive sub-epithelial zone while AF and TG were negative in that
location.

AF positive expression of CD34 was only seen in relation to endo-
thelium of vessels; some of those vessels were observed in the proxim-
ity of epithelial islands. However, in POT no vessels seem to be present
in the zone adjacent to the epithelium, regardless of the presence of
the CD34+ zone. This comparison could be done since AF presented
dental epithelium in a similar architecture with POT, although compar-
ing POT with partial biopsies of AF may be challenging.

Expression of CD34 in the stroma of odontogenic lesions has been
used for the assessment of microvascular density, in an attempt to
elucidate the biological behaviour of these lesions.'® In this context,
Chacham et al."® reported the presence of CD34 positive dendritic cells
adjacent to the lining epithelium of recurrent odontogenic keratocysts,
suggesting it could be a potential feature to differentiate from other,
more mature cell types, such as myofibroblastic, adipogenic, osteoblas-
tic and chondroblastic cells. Embryonic fibroblasts are often prominent
in the reactive stroma associated with cancerous tissue and it has been
hypothesised that they could be responsible for triggering effects on
surrounding epithelial cells such as epithelial-mesenchymal transition,
cell proliferation, angiogenesis, invasion and metastasis."®

In this study, immunohistochemical expression of CD34 in TG
tissue was observed (as in AF) limited to the dental papilla endothe-
lium but was negative in cells near the epithelium at both cap and bell
stages. While the tooth germ tissue is known to be rich in mesenchy-
mal stem cells, according to Aydin et al., those cells express a variety
of mesenchymal stem cell markers including CD146, CD106, CD90,
CD29 and CD13, but interestingly they do not express haematopoie-
tic stem cell markers such as CD34." In a previous study, our group
reported the presence of CD90 and CD105 in POT only limited to
vascular endothelium.® Therefore, in our study, CD34 sub-epithelial
expression could represent a cell type different from the normal
differentiation odontogenic process.

Moreover, alcian blue + PAS staining on POT revealed the pres-
ence of mucopolysaccharides in the sub-epithelial area. This finding
differs from TG, were acid radicals seem to be present in the stellar
reticulum, basal membrane and deeper areas of mesenchymal dental
papilla, decreasing while progressing in odontogenesis.'®

Notwithstanding that the POT histological features point to an
origin from a primordial TG, the results reported here support the idea
that POT is a distinct odontogenic neoplasm, morphologically different
from the other established categories and furthermore, not a develop-
ing odontoma or an early stage AF as it has been proposed before.®?

Histopathological image analysis through quantitative techniques
provides novel approaches to structural analyses that can facilitate
understanding tumour pathogenesis and facilitate diagnostic and
prognostic decisions. Leaving aside the clinical considerations that can
contribute to the diagnosis of these entities, it seems important to
remark that POT does not induce odontoblastic differentiation or pro-
duction of dentine proteins as observed in other odontogenic tumours
such as odontoma. Furthermore, the absence of dense cellularity
in the sub-epithelial regions of AF and TG emphasises architectural
differences with POT. The CD34 expression pattern in the three
tissues investigated suggests the presence of an immature cell type
that could potentially induce epithelial-mesenchymal transition,
proliferation and angiogenesis.

One limitation of the present study is the number of cases and
images analysed due to the rarity of POT, but further studies based
on the principles described may contribute to confirming the findings
reported. The analysis of additional immunomarkers could also help to
elucidate further details of the relation between architecture and
behaviour of POT.

5 | CONCLUSION

Image analysis of the POT architecture revealed characteristics not
observed in other odontogenic tumours and TG. This study provides
additional information to support the idea that this neoplasm is a
distinct entity from early stage AF or developing odontoma.
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Macro Label complete

/I Paints each cell with the modal colour

a=getTitle();

thisSlice=getSliceNumber();

run("Duplicate...”, "title=Mode duplicate");

setThreshold(1, 255, "raw");

run("Convert to Mask", "method=Default background=Dark black");
selectWindow("Mode");

run("Particles8 ", "white show=Particles minimum=0 maximum=9999999 display overwrite
redirect="+a);

for (i=0; i<nResults; i++) {

s=getResult('Slice',i);

xs =getResult("XStart', i);

ys = getResult("Y Start', i);

gm= getResult('GrMode', i);

if (thisSlice!=s) {

setSlice(s);
thisSlice=getSliceNumber();

}

setColor(gm);

floodFill(xs, ys, 8);
}
run(*'glasbey");
selectWindow("Mode");
run("Duplicate...", "title=Labell1 duplicate");
run("Duplicate...", "title=Label2 duplicate");
selectWindow(*'Labell");
setAutoThreshold("Default dark™);
setThreshold(Z, 1, "raw");
setOption("BlackBackground", true);
run("Convert to Mask", "method=Default background=Dark black");
run("BinaryFilterReconstruct ", "erosions=3 white");
run("Median...", "radius=3 stack");

selectWindow("Label2");
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setThreshold(2, 2, "raw");

setOption("BlackBackground", true);

run("Convert to Mask", "method=Default background=Dark black");
run("BinaryFilterReconstruct ", "erosions=3 white");
run("Median...", "radius=3 stack");

selectWindow("'Label2");

run("Duplicate...", "title=Erode duplicate");

run("Minimum...", "radius=2 stack"); //

imageCalculator(*"Subtract stack", "Label2","Erode™);

close("Erode™);

Macro DAB distance WEKA

/I 0= background

/I 1= epithelium = Labell

/I 2= dab = Label2

close("Mode");

a="Labell"; //epi

selectWindow(a);

run("Invert", "stack™);

run("Set Scale...", "distance=0 known=0 unit=pixel");
run("Options...", "iterations=1 count=1 black pad edm=16-bit do=Nothing");
run("Distance Map", "stack™);

selectWindow("'Label2");// DAB

run("Set Scale...", "distance=0 known=0 unit=pixel");
selectWindow("'Label2");// DAB

run("16-bit™);

run("Multiply...", "value=65536 stack");

imageCalculator("AND create stack", "Label2","EDM of Label1");
selectWindow("'Result of Label2");

ns=nSlices();

run("Make Montage...", "columns=1 rows=ns scale=1");

run("SixteenBit Histogram");
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Macro Stain distance

/[create distance map

a=getTitle();

ns=nSlices();

b=getBoolean("Yes= DAB, No=Haematoxylin");
run("Duplicate...", "duplicate title=bin");
run(*'8-bit");

run("Enhance Local Contrast (CLAHE)", "blocksize=127 histogram=256 maximum=3
mask=*None*");

setAutoThreshold("Percentile stack dark");
setOption("BlackBackground", true);

/Irun("Convert to Mask™");

run("Convert to Mask", "method=Percentile background=Light black");
run(*Minimum...", "radius=3 stack™);

run("'BinaryFilterReconstruct ", "erosions=3 white");
run("Maximum...", "radius=3 stack");

run("Fill Holes", "stack");

run(*Add Borders", "top white stack™);

run("Duplicate...", "duplicate title=dup");
run("BinaryKillBorders ", "top white stack™);
imageCalculator("Subtract stack”, "bin", "dup");
selectWindow("bin");

run("Invert", "stack");

run("BinaryKillBorders ", "top white stack");
run("Options...", "iterations=1 count=1 black pad edm=16-bit do=Nothing");
run("Distance Map", "stack™);

close(""dup™);

// binarise DAB image

selectWindow(a);

run("Colour Deconvolution2", "vectors=[H DAB] output=8bit_Transmittance simulated cross
hide");

close(a+"-(Colour_3)");
if (b==1) {
c="-(Colour_2)";
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d="DAB";
}
else {

c="-(Colour_1)";

d="Haem";
}
selectWindow(a+c);
setAutoThreshold("Default );
setOption("BlackBackground", true);

run("Convert to Mask", "method=0tsu background=Light black");

for (i=1;i<=ns;i++) {
selectWindow(""bin");

setSlice(i);

run("Duplicate...”, "title=x");

selectWindow("x");

run("Find Edges");

run("Maximum...", "radius=2");
selectWindow(a+c);

setSlice(i);

run("Duplicate...”, "title=y");
run("BinaryReconstruct ", "mask=y seed=x white");
imageCalculator(*"Subtract"”, a+c,"x");
close(""x™);
close('y");
}
run("BinaryFilterReconstruct ", "erosions=1 white");
/lrun("Median...", "radius=2 stack™);
run("'16-bit");
run("Multiply...", "value=65536 stack™);
imageCalculator("AND stack create”, a+c,"EDM of bin");
[IselectWindow("Result of "+a+c);
/frun("Histogram™);
/Irename(""Histogram of "+d);

selectWindow("'Result of "+a+c);
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ns=nSlices();

run("Make Montage...", "columns=1 rows=ns scale=1");
run("SixteenBit Histogram");

close("Montage™);

/lclose("bin™);

Ilclose(a+"-(Colour_1)");

Ilclose(a+"-(Colour_2)");

/lclose("Result of " +a+c);

/lclose("EDM of bin");

Macro Remover espacio superior

w=getWidth();
h=getHeight();
z=0;
en=newArray(nSlices);
for (i=1;i<=nSlices;i++){
setSlice(i);
run("*Select None™);
done=false;
y=0;
while ('done){
for (x=0;x<w;x++) {
if (getPixel(x,y) '=0) done= true;
}
y++,
}
en[il=(y--);
if (en[i] > z) z=enli],
print (z);
makeRectangle(0, en[i]-2, w, h);
setPasteMode("'Copy");
run("Copy");
makeRectangle(0, 0, w, h);
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}

run("*Paste");

makeRectangle(0, 0, w, h-z);

run("Crop");

Macro Separate labels

/I Removes boundaries between touching labels, for example in a stardist generated image.

/I Note:

/! with radius = 0.5 it removes 4-connected boundaries

// with radius = 1 it removes 8-connected boundaries (default)

a=getTitle();

run("Duplicate...", "title=d");
run("Maximum...", "radius=1"); // boundaries
imageCalculator("Subtract , "d", a);
imageCalculator(*"Subtract create”, a,"d");
imageCalculator("XOR ","Result of "+a, a);
close("d"™);

selectWindow("Result of "+a);
rename("bridges™);

setThreshold(1, 65535);
setOption("BlackBackground", true);
run("Convert to Mask™);

run("'16-bit");

run("Multiply...", "value=65535");
imageCalculator(*"Subtract create”, a,"bridges");
close("bridges™);

selectWindow(""Result of "+a);

Per Ardua Ad Alta
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