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Resumen

El estudio de los tumores odontogénicos (TO), como el fibroma ameloblastico
(FA), el fibrodentinoma ameloblastico (FDA), el fibro-odontoma ameloblastico (FOA) y el
odontoma (0), resulta de particular interés debido a su localizaciéon exclusiva en la region
maxilofacial y a las implicancias terapéuticas que pueden derivar en tratamientos
radicales. En este contexto, el odontdélogo cumple un rol clave en la deteccion temprana
de estas lesiones. Sin embargo, la falta de una clasificacion homogénea y las
modificaciones introducidas por la Organizacion Mundial de la Salud en 2017 y 2022
dificultan la comprension epidemiologica y biologica de estos tumores, especialmente en
lo que respecta a la naturaleza de entidades como el FOA y el FDA, cuya independencia
como neoplasias continua siendo motivo de debate, debido a que fueron eliminadas como
entidades independientes e incluidas como estadios evolutivos del 0.

El presente trabajo tuvo como objetivo principal analizar la inmunoexpresion de
las proteinas Ki-67, Cav-1, MOC-31 y Cx-43, asi como la expresion génica y la presencia
de mutaciones en los genes BRAF, SMO, PTCHI, CAV1y CTNNBI en FA, FDA, FOAy O.
Se realizd un estudio observacional, analitico, transversal y retrospectivo sobre una
muestra de 20 casos (8 FA, 5 FOA, 1 FDA y 6 0) provenientes del archivo del Laboratorio
de Anatomia Patoldgica de la Facultad de Odontologia (UdelaR) del Departamento de
Diagnéstico en Patologia y Medicina Oral. Se emplearon técnicas inmunohistoquimicas
y de biologia molecular, junto con andlisis estadisticos apropiados, para evaluar
asociaciones entre variables clinico-patologicas y los perfiles de expresion observados.

Los resultados evidenciaron que los TO se presentaron con mayor frecuencia en
mandibula, en pacientes jovenes y predominantemente en hombres. A nivel
inmunohistoquimico, se observaron diferencias significativas en la expresion de
biomarcadores entre los distintos tipos tumorales, destacandose que los FA, FDA y FOA
compartieron perfiles de expresion similares entre si, mientras que los O mostraron niveles
de expresion menores. Este patron sugiere un comportamiento bioldgico diferencial entre
estas entidades. Asimismo, se observé una tendencia a la disminucion de la expresion de
los biomarcadores con la edad, particularmente para MOC-31 y Cav-1.

En relacion con el andlisis genético, los resultados mostraron patrones
heterogéneos de expresion génica, con ausencia, niveles basales y leves variaciones de
sobreexpresion o subexpresion segun el tipo tumoral. Aunque no se alcanzo significacion

estadistica, se identificaron tendencias que diferencian a los FA, FDA y FOA de los 0. En
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cuanto al andlisis mutacional, no se detectaron mutaciones previamente reportadas en los
genes PTCHI, SMO, CTNNBI y CAV1. Sin embargo, el gen BRAF present6 la mutacion
V600E en todos los casos de FA, FDA y FOA, mientras que los O mostraron exclusivamente
la variante wild-type, lo que refuerza la existencia de diferencias moleculares entre estos
grupos.

En conjunto, estos hallazgos aportarian evidencia que sugiere que, si bien no se
identificaron mutaciones en algunos genes clave, existen patrones de expresion e
inmunoexpresion compartidos entre algunos de los FA, FDA y FOA que los diferencian de
los 0. Estas similitudes, aunque sin significacion estadistica, podrian constituyen
hallazgos exploratorios que podrian orientar futurras investigaciones destinadas a
esclarecer su relevancia bioldgica. La ausencia de resultados estadisticamente
significativos podria atribuirse, al menos en parte, al tamafio muestral limitado, lo cual
constituye una de las principales limitaciones. No obstante, este estudio sienta las bases
para futuras investigaciones con mayor niamero de casos, orientadas a profundizar en los
mecanismos moleculares implicados y a contribuir a una clasificacion mas precisa de los

TO.

Palabaras claves

Tumor odontogénico, Ki-67, Caveolina 1, MOC-31, Conexina 43, BRAF, SMO, CAV1,
CTNNBI, PATCHEDI.

Abstract

The study of odontogenic tumors (OT), such as ameloblastic fibroma (AF),
ameloblastic fibrodentinoma (AFD), ameloblastic fibro-odontoma (AFO), and odontoma
(0), 1s of particular interest due to their exclusive location in the maxillofacial region and
the therapeutic implications that can lead to radical treatments. In this context, dentists
play a key role in the early detection of these lesions. However, the lack of a standardized
classification and the modifications introduced by the World Health Organization in 2017
and 2022 hinder the epidemiological and biological understanding of these tumors,
especially regarding the nature of entities such as AFO and AFD, whose independent status
as neoplasms remains a subject of debate.

The main objective of this work was to analyze the immunoexpression of the Ki-

67, Cav-1, MOC-31 and Cx-43 proteins, as well as gene expression and the presence of
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mutations in the BRAF, SMO, PTCHI, CAVI and CTNNBI genes in FA, FDA, FOA and O.
An observational, analytical, cross-sectional, and retrospective study was conducted on a
sample of 20 cases from the archives of the Pathology Laboratory of the Faculty of
Dentistry (UdelaR). Immunohistochemical and molecular biology techniques, along with
appropriate statistical analyses, were used to evaluate associations between
clinicopathological variables and the observed expression profiles.

The results showed that odontogenic tumors OT was more frequently found in the
mandible, in young patients, and predominantly in men. At the immunohistochemical
level, significant differences in biomarker expression were observed among the different
tumor types. Notably, FA, FDA, and FOA tumors shared similar expression profiles, while
O tumors showed lower expression levels. This pattern suggests differential biological
behavior among these entities. A trend toward decreased biomarker expression with age
was also observed, particularly for MOC-31 and Cav-1.

Regarding the genetic analysis, the results showed heterogeneous gene expression
patterns, with absence, basal levels, and slight variations of overexpression or under
expression depending on the tumor type. Although statistical significance was not
reached, trends were identified that differentiate FA, FDA, and FOA tumors from O tumors.
As for the mutational analysis, no mutations were detected in the PTCH 1, SMO, CTNNB,
and CAV1 genes. Regarding mutational analysis, no previously reported mutations were
detected in the PTCH1, SMO, CTNNBI, and CAV1 genes. However, the BRAF gene
presented the VO60OE mutation in all cases of FA, FDA, and FOA, while the O group
exclusively showed the wild-type variant, reinforcing the existence of molecular
differences between these groups.

Taken together, these findings provide evidence suggesting that, although
mutations were not identified in some key genes, there are shared expression and
immunoexpression patterns among some of the FA, FDA, and FOA groups that differentiate
them from the O group. These similarities, although not statistically significant, could
have predictive value and contribute to a better understanding of their biological behavior.
The lack of statistically significant results could be partly explained by the limited sample
size. Nevertheless, this study lays the groundwork for future research with a larger
number of cases, aimed at further investigating the molecular mechanisms involved and

contributing to a more precise classification of TO.

Keywords
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Odontogenic tumor, Caveolin 1, MOC-31, Connexin 43, BRAF, SMO, CAV1, CTNNBI,
PATCHED
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Capitulo 1 | Introduccion

En el siguiente capitulo se introduce a la tematica de la investigacion. En primer
lugar, se detalla la relevancia del estudio y se realiza el planteamiento del problema
(§ 1.1). En segundo lugar, se describen los objetivos a cumplir (§ 1.2). Seguidamente, se
resume la metodologia de investigacion utilizada para el cumplimiento de los objetivos

(§ 1.3) y por ultimo se muestran los principales resultados obtenidos (§ 1.4).

1.1. Justificacion y planteamiento del problema de investigacion

El interés por el estudio a nivel molecular y genético de los tumores odontogénicos
(TO), como el fibroma ameloblastico (FA), fibrodentinoma amelobléstico (FDA), , fibro-
odontoma amelobléstico (FOA) y odontoma (0), radica en que son neoplasias exclusivas
de la region maxilofacial, donde el tratamiento en ocasiones suele ser radical. Debido a
la localizacion exclusiva en la region maxilofacial, el odontdlogo puede ser el primero en
entrar en contacto con estas lesiones (las siglas 1éase en singular o plural dependiendo del
contenido), (Bilodeau y Collins, 2017; Gomes y col., 2023).

La falta de una clasificacion homogénea, de unificacion de criterios, asi como las
modificaciones realizadas por la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) en las
clasificaciones de 2017 y 2022, impide tener un panorama epidemioldgico real y actual
de dichas lesiones (Speight y Takata, 2017; Vered y Wright, 2022). De ahi la importancia
que cobra este estudio en su fase inicial, donde se incorpora una casuistica compuesta por
FA, FDA, FOA y O, almacenados en el Laboratorio de Anatomia Patoldgica del
Departamento de Diagnostico en Patologia y Medicina Oral de la Facultad de
Odontologia, Universidad de la Republica (UdelaR).

El FOA y el FDA fueron eliminados de la clasificacion de la oMS en 2017,
justificando que, en la mayoria de los casos, representan estadios de desarrollo de O
complejos o compuestos y, por lo tanto, retenerlos como neoplasias separadas seria
ilogico (Speight y Takata, 2017). Anteriormente, en la clasificacion de la OMs 2005, si se
observaba dentina, las lesiones se denominaban FDA y si se observaba dentina y esmalte,
la lesién se denominaba FOA (Barnes y col., 2005). Actualmente, aseguran que estas
caracteristicas son indistinguibles de un O en desarrollo y consideran que si las lesiones
se dejaran crecer, continuarian madurando hasta convertirse en lesiones completamente
calcificadas (Speight y Takata, 2017). Esto ultimo, sigue siendo controversial y se

reconoce que algunas de las lesiones pueden alcanzar grandes tamafios y aparecer en



grupos de edad que no siempre son compatibles con un hamartoma, ademas de poseer
mutaciones BRAF V600E que no fueron detectadas en los O (Speight y Takata, 2017;
Vered y Wright, 2022).

Con el objetivo de determinar la inmunoexpresion de las proteinas Ki-67,
Caveolina 1 (Cav-1), MOC-31 y Conexina 43 (Cx-43), asi como establecer patrones de
expresion génica y mutaciones génicas para BRAF, PATCHEDI (PTCHI),
SMOOTHENED (SMO), CAV1 y CTNNBI, este estudio se propone profundizar en el
conocimiento de eventos moleculares y genéticos implicados en el desarrollo de los TO,
con la finalidad de contribuir a futuras revisiones en la clasificacion de estas neoplasias

de origen odontogénico.

1.2. Objetivos
Objetivo general
Determinar el perfil inmunohistoquimico y molecular del FA, FDA, FOA y O,
mediante la evaluacion de la expresion de las proteinas Ki-67, Cav-1, MOC-31 y Cx-43,
asi como, la expresion génica y la deteccion de mutaciones en los genes BRAF, SMO,
PTCHI, CAV1y CTNNBI, utilizando como controles muestras de muestras de capuchén
pericoronario (CP) y mucosa bucal (MB), respectivamente.
Objetivos especificos
Estudio inmunohistoquimico
- Cuantificar el nivel de expresion y determinar la localizacion de Ki-67, Cav-1,
MOC-31 y Cx-43 en el FA, FDA,FOAy O.
- Comparar la expresion de Ki-67, Cav-1, MOC-31 y Cx-43 entre los FA, FDA, FOA
y 0; y la expresion con las variables clinico-patoldgicas.
Estudio genético
- Analizar los niveles de expresion génica de los genes BRAF, SMO, PTCHI, CAV1
y CTNNBI en el FA, FDA, FOA y O; correlacionarlos con los niveles de expresion
de los genes encontrados en las muestras de MB.
- Determinar la presencia de cambios a nivel de la secuencia de los genes BRAF,

SMO, PTCHI, CAV1y CTNNBI en el FA, FDA, FOA Y O.



1.3. Metodologia

Se realiz6 un estudio analitico, observacional, transversal y retrospectivo con un
muestreo no probabilistico, por conveniencia. La muestra constituida por 20 casos estuvo
representada por todos los diagnosticos histopatologicos de 8 FA , 1 FDA y 5 FOA
incluyendo seis con diagnostico de 0. Todas las muestras, incluyendo los controles (5 MB
y 5 CP) se encontraban conservados en bloques de parafina y almacenados en el
Laboratorio de Anatomia Patoldgica de la Facultad de Odontologia UdelaR, previo a
enero de 2023.

Las variables independientes consideradas fueron edad, sexo y localizacion;
mientras que las variables dependientes fueron la expresion de los biomarcadores Ki-67,
Cav-1, MOC-31 y Cx-43; la expresion génica y los cambios en la secuencia de los genes
BRAF, SMO, PTCHI, CAVI y CTNNBI en el FA, FDA, FOA y O. Se realizd el
procesamiento inmunohistoquimico y genético de todas muestras en el Laboratorio de
Patologia Molecular Estomatologica de la Facultad de Odontologia, UdelaR, con el
analisis estadistico correspondiente.

El andlisis estadistico consistid en la comparacion de la inmunoexpresion
mediante estadisticas descriptivas (medias y desvio estandar), para las variables continuas
y distribucion de frecuencias para las variables categoricas.

Para evaluar el patron de expresion de Ki-67, Cav-1, MOC-31 y Cx-43 se aplico
un modelo de regresion logistica de efectos mixtos. Para comparar la expresion y
establecer el grado de similitud se realizé un modelo de comparacién multiple post-hoc
y la prueba de Mann-Whitney. Adicionalmente, se utilizaron tablas de contingencia con
pruebas chi-cuadrado para evaluar la expresion y las variables clinico-patoldgicas. Se
utiliz6 el paquete estadistico Stata y los resultados se consideraron significativos con un
p-valor < 0.05.

El andlisis de la expresion génica se determind mediante el estudio de las
variaciones en los niveles de transcripcion utilizando el método 224CT (Livak y
Schmittgen, 2001). Para la significacion estadistica se utilizo una prueba t para muestras
no paramétricas. Los andlisis estadisticos y los graficos se realizardn en el software
GraphPad prisma v.8.0.0. Para los datos obtenidos de la secuenciacion se realizo el
andlisis del perfil alélico con el Programa de acceso libre Chromas Technelysium DNA
Sequencing (Technelysium Pty Ltd, South Brisbane QLD, Australia) y la base de datos
NCBL



1.4. Principales resultados obtenidos

En este estudio, los TO se localizaron 13 (65 %) en la mandibula y 13 (65 %) en
hombres, con una edad media de 23 afos (rango de 4 a 68 afos). Se observaron
diferencias significativas en la expresion en funcion del tipo de tumor (p=0,002) y edad
de paciente (p=0,01). Los valores de la expresion de los biomarcadores en todas las
muestras (FDA/FOA, FA, O y CP), considerando las variables sexo, edad y localizacion,
destaca diferencias significativas entre los FDA/FOA y O (p=0,025), y entre los FA y O
(p=0,008). La expresion de los biomarcadores en los FDA/FOA se asemeja a la observada
en los FA, mientras que la expresion inmunohistoquimica en los O fue menor que la de los
FDA/FOA y FA. Para Cx-43, se encontr6 una diferencia significativa en la expresion entre
O y FDA/FOA (p=0,0022) y entre O y FA (p=0,0310). También se observaron tendencias
similares, sin significancia estadistica, para MOC-31 al comparar O con FA (p=0,0310).
En contraste, Cav-1 solo mostrd diferencias significativas en la expresion entre CP y
FDA/FOA (p=0,0087). Adicionalmente, se observo una tendencia a la disminucién en la
expresion de los biomarcadores a medida que aumentaba la edad, siendo esta relacion
mas marcada para MOC-31 (p=0,076) y Cav-1 (p=0,077).

El andlisis de la expresion génica se realizd en 14/20 TO y evidencid patrones
heterogéneos entre las distintas lesiones, incluyendo ausencia de expresion, expresion
basal y leves variaciones (sobreexpresion o subexpresion). Los genes BRAF, SMO,
PTCHI, CAVI y CTNNBI mostraron perfiles diferenciales de expresion segun el tipo
tumoral, destacdndose un patron distinto entre algunos de los FA, FDA y FOA en
comparacion con los 0. Si bien no se observaron diferencias estadisticamente
significativas, se identificaron tendencias relevantes entre los grupos analizados.

En relacion con el analisis mutacional, realizado en 11/20 TO, el principal hallazgo
del estudio fue la deteccion de la mutacion BRAF V60OE en la totalidad de los casos de
FOA, FAy FDA, mientras que en el O se identificé exclusivamente la variante de tipo salvaje
(wild-type), evidenciando un patrén diferencial segun el tipo tumoral. En contraste, los
resultados de la secuenciacién mostraron un perfil homogéneo para los genes PTCHI,
SMO, CTNNBI y CAV1, sin deteccion de las mutaciones previamente reportadas en
ninguna de las muestras analizadas, observandose en todos los casos la variante de tipo
salvaje. En conjunto, estos hallazgos refuerzan la existencia de diferencias moleculares
entre los FOA, FA y FDA en comparacion con los 0, destacando a BRAF como el principal

marcador molecular diferencial identificado en este estudio.



Este trabajo estd organizado en seis capitulos. Primeramente, capitulo 1, la
presente Introduccion. En el capitulo 2, Estado de la cuestion: consideraciones teodricas y
antecedentes, se fundamenta la importancia sobre la falta de una clasificacion homogénea
y clara, asi como lo relevante del estudio a nivel molecular y genético de las neoplasias
odontogénicas. También se define al FA, FDA, FOA, Oy se describen sus rasgos principales
en cuanto a etiologia, epidemiologia, caracteristicas clinico-patoldgicas e histologicas.
Ademas, se detallan las caracteristicas y roles, tanto en el desarrollo dentario como en los
procesos neoplasicos, de las proteinas y genes en estudio. En el capitulo 3, Metodologia,
se describe el disenio metodologico empleado para la realizacion de la investigacion. El
capitulo 4, Presentacion y analisis de los resultados, expone las principales observaciones
y asociaciones encontradas. En el capitulo 5, Discusion, se analizan los resultados
obtenidos a la luz de investigaciones previamente publicadas y de los fundamentos
teoricos planteados. Finalmente, en el capitulo 6, Consideraciones finales, se destacan los

principales hallazgos y conclusiones del estudio.

Capitulo 2 | Estado de la cuestién: consideraciones teéricas y
antecedentes

Este capitulo describe el marco conceptual que fundamenta el estudio de los
biomarcadores y genes en el FA, FDA, FOA y O. En primer lugar, se realizan algunas
consideraciones sobre la odontogénesis (§ 2.1). Seguidamente, se muestran las
clasificaciones de la OMS con el detalle de las sucesivas modificaciones (§ 2.2), las
caracteristicas epidemioldgicas, clinicas e imagenoldgicas de los TO (§ 2.3) y la
descripcion de cada neoplasia odontogénica de forma individual (§ 2.4). Por ultimo, se
exponen las caracteristicas fundamentales de cada biomarcador (§ 2.5) y gen (§ 2.6)
utilizados en el estudio, resaltando su rol en el desarrollo dentario y en las patologias

odontogénicas.

2.1. Tumores Odontogénicos, odontogénesis

Los TO son lesiones exclusivas de los huesos maxilares y se originan a partir de
los tejidos asociados al desarrollo dentario o sus remanentes luego de finalizada la
odontogénesis. El tejido anormal de estas neoplasias puede correlacionarse a menudo con
el tejido normal similar presente en la odontogénesis, desde el origen a la erupcion del
diente. En los componentes ectodérmicos y mesenquimaticos de estos tumores se observa

una elaborada proliferacion celular y mutua estimulacion, de igual forma que en las etapas



de la formacion dentaria (Speight y Takata, 2017; Rajendra Santosh y Ogle, 2020;
Escobar y col., 2023).

El desarrollo del diente incluye los procesos de formacion, erupcion dentaria y su
integracion con el soporte, los tejidos periodontales, los huesos maxilares, el sistema
circulatorio y nervioso. Los gérmenes dentales son drganos compuestos por tejidos
epiteliales y conectivos que derivan del ectodermo oral embrionario temprano y la cresta
neural, respectivamente (Kwon y Jiang, 2018; Abramyan y col., 2021).

Una vez iniciado el desarrollo, los gérmenes dentales experimentan morfogénesis
seguida de diferenciacion en distintos tipos de células funcionales que formaran los
principales tejidos duros de los dientes, esmalte y dentina. Ademas, una vez finalizada la
formacion de la corona se contintia formando la raiz, constituida por dentina y una capa
externa de cemento. En esta etapa, los dientes también establecen la union a los huesos
maxilares a través del cemento, el ligamento periodontal y el hueso alveolar. Durante este
proceso, un tejido blando de origen ectomesenquimal permanece en el centro de los
gérmenes, constituyendo el tejido pulpar (Kolenc, 2004; Kwon y Jiang, 2018).

El primer signo morfologico del desarrollo dentario es la aparicion de un
engrosamiento epitelial primario que ocurre en los procesos faciales en la quinta semana
del desarrollo embrionario en humanos. Dicha banda epitelial da lugar primero a la
lamina dental en el interior del arco dentario y poco después a la lamina vestibular en el
exterior del arco dental que crecen hacia el ectomesénquima subyacente. Luego surgen
los placodes dentales, estos son engrosamientos localizados en la lamina dental que
inician la formacion de los gérmenes. En humanos, toda la denticion decidua se inicia
entre las 6 y 8 semanas de desarrollo embrionario (Kolenc, 2004; Kwon y Jiang, 2018).

En la etapa de inicio, los factores de transcripcion, como Pitx 2, Foxi 3, DIx 2, Lef
1 y p 63 (Mucchielli y col., 1997; Shirokova y col., 2013), asi como las moléculas de
sefializacion que pertenecen a la proteina morfogenética dsea, el factor de crecimiento de
fibroblastos, las familias de Wnt y la via de sefializaciéon Sonic Hedgehog (Shh), se
expresan en el epitelio oral en los sitios de formacion de dientes (Neubiiser y col., 1997;
Lena Sarkar y col, 1999). Los cientificos han descubierto que, al inhibir
experimentalmente cualquiera de estas vias de sefializacion en el embrién de raton en la
etapa de iniciacion, el desarrollo de los dientes podria detenerse en la ldmina o en la etapa
de yema temprana. Por lo tanto, se cree que el ectodermo oral embrionario temprano
proporciona las sefiales iniciales para el desarrollo de los dientes (Jussila y Thesleff,

2012).



Los gérmenes dentales experimentan morfogénesis a través de las etapas de yema
o brote, casquete y campana. Estas etapas se denominan de acuerdo con la forma del
germen dentario visto desde las secciones frontales (Kwon y Jiang, 2018).
Etapa de brote

La etapa de brote o yema se caracteriza por la gemacion del epitelio dental desde
la lamina dental hacia el ectomesénquima subyacente, con las células ectomesenquimales
condensandose alrededor de la yema epitelial. Los gérmenes dentales en etapa de yema
de los dientes deciduos son observados por primera vez en la octava semana intrauterina
(figura 1) (Yoshimoto, 2014). Amplios estudios que utilizan modelos de raton han
demostrado que los factores de transcripcion conservados evolutivamente en el
mesénquima, como Msx 1/2, son esenciales para el desarrollo de los dientes alrededor de

la etapa de yema (Satokata y Maas, 1994).
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FIGURA 1. Desarrollo de un diente temporal. Seccion parasagital de la mandibula de un embrion
humano de 14 semanas que muestra ubicacion del primordio (izquierda). Primordio en la etapa
de yema en un embrion de 9 semanas (derecha). Imagen obtenida de “Development of the teeth”

(Yoshimoto, 2014)

El desarrollo del mesénquima dental esta regulado por las vias de sefializacion de
la proteina morfogenética dsea y el factor de crecimiento de fibroblastos, necesarias para
la activacion de sefiales mesenquimales claves para la morfogénesis de los gérmenes
dentarios (Kwon y Jiang, 2018).

La sefializacion candnica de Wnt también es esencial para la morfogénesis
temprana de los gérmenes dentales. Simultdneamente, con el cambio del potencial
odontogénico del epitelio oral en el mesénquima dental, la expresion de Lef 1, un objetivo
directo de la sefializacién Wnt candnica, es inicialmente activada en las placas dentales y

posteriormente también activados en el mesénquima dental en la etapa de yema. La



inactivacion especifica de B-catenina, el transductor intracelular de la sefializacion Wnt
canoénica, ya sea en el epitelio o mesénquima resultd en la detencion del desarrollo de los
dientes en la etapa de brote (Liu y Millar, 2010).

A través de un andlisis extenso de perfiles de expresion génica del transcriptoma
completo del epitelio dental temprano y los tejidos mesenquimaticos junto con las
interacciones epitelio-mesenquimales reciprocas, O'Connell y col. (2012) identificaron
un circuito de retroalimentacion Wnt Bmp como el principal regulador de la expresion de
las moléculas de sefializacion que controlan la morfogénesis de los gérmenes dentales
tempranos, incluidas la proteina morfogenética dsea, el factor de crecimiento de
fibroblastos, el factor de crecimiento de fibroblastos y Activina-A (O’Connell y col.,
2012).

Etapa de Casquete

La etapa de casquete debe su nombre a la forma del componente epitelial del
germen que se asemeja a una tapa colocada sobre una agregacion redondeada
ectomesenquimatica. Este componente epitelial se denomina 6rgano del esmalte y se
diferenciard en ameloblastos productores del esmalte dental. La agregacion esférica
ectomesenquimatica se denomina papila dental y dard origen a la dentina y pulpa. Otro
grupo de células ectomesenquimales, denominado foliculo o saco dentario, encapsula el
organo del esmalte y el tejido de la papila dental (Kwon y Jiang, 2018). Por lo tanto, en
la etapa de capuchon (figura 2), el germen dentario estd compuesto por el 6rgano del
esmalte, la papila dental y el foliculo dental. Los vasos sanguineos se encuentran
alrededor del germen (en el foliculo dentario) y entran en la papila dental en la etapa de
capuchon (Yoshimoto, 2014). Las fibras nerviosas se encuentran en el mismo sitio que
los elementos vasculares, pero no entran a la papila dental hasta la etapa de campana
cuando la dentinogénesis comienza (Kwon y Jiang, 2018).

Una estructura importante presente en el organo del esmalte en la etapa de
casquete es el nudo del esmalte, grupo de células que no se dividen y que expresan p21,
también conocido como inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 1. El nudo de esmalte
primario se forma justo antes de la transicion de la etapa de yema a la de casquete en la
punta distal de la yema del diente y sirve como un centro de senalizacion, donde Wnts y
las senales Shh se secretan localmente. Actualmente se cree que el nudo de esmalte
promueve el crecimiento de las células epiteliales dentales circundantes y, por lo tanto,
regula el plegado del 6rgano del esmalte para formar el "casquete" y posteriormente la

forma de "campana", finalmente organizando el patrén cuspal de la corona. La via de



sefnalizacion Shh juega un papel crucial en la morfogénesis dental durante la transicion

de casquete a campana (Wang y col., 2007; Kwon y Jiang, 2018).
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FIGURA 2. Etapa de capuchon dental en un embrion de 11 semanas que muestra el 6rgano del
esmalte (izquierda). Primordio del incisivo central en la etapa de campana en un embrion de 14
semanas antes del deposito de esmalte o dentina (derecha). Imagen obtenida de “Development of

the teeth” (Yoshimoto, 2014)

Etapa de campana

La etapa de campana se caracteriza por el crecimiento del 6érgano del esmalte en
forma de campana a medida que la parte inferior se profundiza y recubre la papila dental,
mientras que, el saco dental permanece encapsulando tanto el 6rgano del esmalte como
la papila dental como se observa en la figura 2. En esta etapa ocurren dos eventos
importantes, la histodiferenciaciéon y la morfodiferenciacion. La histodiferenciacion se
refiere a la diferenciacion de las células del 6rgano del esmalte en cuatro grupos celulares
segin su morfologia y funcion: el epitelio interno del 6rgano del esmalte, el estrato
intermedio, el reticulo estrellado y el epitelio externo del drgano del esmalte. Las células
del epitelio interno tienen forma columnar y las células epiteliales que componen la
superficie inferior del drgano del esmalte se colocan adyacentes a la papila dental (Kwon
y Jiang, 2018).

Las células del reticulo son células de forma estrellada situadas en el centro del
organo del esmalte que sintetizan y secretan glicosaminoglicanos en el espacio
intercelular que atraen agua hacia el espacio intercelular. El agua intercelular separa las
células, mientras que las adherencias intercelulares permanecen a través de los
desmosomas, lo que da como resultado una apariencia en forma de estrella de las células
del reticulo estrellado (Peterkova y col., 2014; Kwon y Jiang, 2018).

El estrato intermedio es una capa estratificada de células situada entre el epitelio

interno y el reticulo estrellado. Las células del estrato intermedio muestran una alta



actividad fosfatasa alcalina y actian, junto con las células del epitelio interno del esmalte,
como una unidad funcional Unica en la formacion del esmalte. Las células intermedias
son células epiteliales en forma de cubo en la periferia del 6rgano del esmalte. Las células
del asa cervical contintian proliferando a través de la etapa de la corona y juegan un papel
crucial en la formacién de la raiz (Peterkova y col., 2014; Kwon y Jiang, 2018).

La morfodiferenciacion se refiere a la morfogénesis del organo del esmalte, a
través del plegado de la capa de epitelio interno, en una estructura tridimensional que se
asemeja a la futura corona del diente. Durante la transicion de la etapa de casquete a la
etapa de campana, el nudo de esmalte primario desaparece por apoptosis y los nudos
secundarios de esmalte comienzan a formarse dentro del 6rgano del esmalte en las
ubicaciones futuras de las cuspides. Al igual que el nudo de esmalte primario, los nudos
secundarios de esmalte consisten en células no proliferativas y actian como centros de
sefializacion que regulan las tasas diferenciales de proliferacion en el epitelio interno del
esmalte y el plegamiento del 6rgano del esmalte, determinando asi las posiciones y el
tamafio de las ctspides de los dientes molares (Vaahtokari y col., 1996).

Formacion de la corona

La etapa de formacién de la corona (figura 3) se caracteriza por la deposicion de

los dos tejidos mineralizados principales, el esmalte y la dentina producidos por los

ameloblastos y los odontoblastos, respectivamente (Yoshimoto, 2014).
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FIGURA 3. Incisivo no erupcionado en un feto a término (izquierda). Incisivo parcialmente
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erupcionado que muestra el primordio de un diente permanente cerca de su raiz (derecha). Imagen

obtenida de “Development of the teeth” (Y oshimoto, 2014)

Estos eventos requieren histodiferenciacion terminal del epitelio interno del
esmalte y de la papila dental en ameloblastos y odontoblastos, respectivamente, a través

del progreso a través de la etapa presecretora, etapa secretora y etapa de maduracion
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(figura 4) (Yoshimoto, 2014). Por lo tanto, esta etapa también se denomina etapa de
campana avanzada tardia o etapa de maduracion. La histodiferenciacion y la formacion
de esmalte / dentina comienzan en la interfaz entre el epitelio interno del esmalte y la
papila dental (figura 5) (Yoshimoto, 2014). Comenzando en los puntos donde se
desarrollaran las cuspides futuras, las células del epitelio interno se diferencian en
preameloblastos, mostrando polarizacion y cese de la proliferacion celular. Sus nucleos
se ubican lejos de la papila dental, mientras que el complejo de Golgi se ubica mas cerca
de la papila dental. Estos cambios inducen la diferenciacion de células
ectomesenquimales indiferenciadas adyacentes en la papila dental que se convierten en
preodontoblastos en forma de columna. Los preodontoblastos se diferencian aun mas en
odontoblastos y sintetizan y secretan un matriz organica basada en coldgeno tipo I
denominada predentina, y comienzan a migrar lejos de los preameloblastos adyacentes
dejando detras de sus procesos de odontoblastos, extensiones citoplasmaticas, en la matriz
de dentina. Esto da como resultado la formacion de los tabulos dentinarios. Una vez que
los odontoblastos estan completamente diferenciados, secretan la primera capa de matriz
de predentina que desencadena la diferenciacion terminal de los preameloblastos en
ameloblastos. Los ameloblastos secretan una matriz orgénica en la capa de dentina recién
formada que casi inmediatamente se mineraliza en la capa inicial del esmalte. Los
ameloblastos migran lejos de la dentina y contintan depositando el esmalte en su camino.

Ademas, de la predentina, los odontoblastos secretan proteinas no coldgenas, como la

dentina (Peterkova y col., 2014; Yoshimoto, 2014; Kwon y Jiang, 2018).

[T
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FIGURA 4. Aspecto celular del 6rgano del esmalte y la pulpa adyacente de los dientes en formacion
antes del comienzo de la deposicion de esmalte y dentina. Imagen obtenida de “Development of

the teeth” (Yoshimoto, 2014)

11



Dentin Enamel Blood vessal in
| | mesenchyme

\ ) )

\> \

\
\ |
Blood vesssl  Odontoblast Dentinal Tomes' Ameloblast Quter epithelium

in pulp fiber process layer of enamel organ

FIGURA 5. Aspecto celular del 6rgano del esmalte y la pulpa adyacente de los dientes en formacion
luego del comienzo de la deposicion de esmalte y dentina. Imagen obtenida de “Development of

the teeth” (Yoshimoto, 2014)

Formacion de la raiz

La raiz consiste en dentina radicular y conductos radiculares que contienen la
pulpa dental, constituida por células mesenquimales indiferenciadas, vasos sanguineos y
filetes nerviosos. Por fuera, la raiz es cubierta por cemento que proporciona unién al
hueso alveolar a través de estructuras de tejido conectivo fibroso denominado ligamento
periodontal. Los principales tejidos que contribuyen a la formacion de la raiz son la vaina
epitelial de Hertwig, la papila dental y el foliculo dental (Liy col., 2017).

Una vez completada la formacién de la corona, las células del asa cervical
contintian proliferando y se convierten en la vaina que se extiende hacia el vértice de la
futura raiz que encierra la papila dental, mientras interactia continuamente con las células
ectomesenquimales circundantes. Las células ectomesenquimales de la papila dental
adyacentes a la capa interna de la vaina se diferencian en odontoblastos y forman la
dentina de la raiz (Kwon y Jiang, 2018).

La vaina de Hertwig también es importante para la formacion del cemento y el
ligamento periodontal. A medida que avanza la formacion de la raiz, las células del
foliculo dentario entran en contacto con la vaina, mientras que la misma se perfora en una
estructura de red de malla. Esto permite que las células del foliculo dental entren en
contacto con la superficie de la dentina de la raiz e inducir a los cementoblastos a
diferenciarse (Huang y col., 2009).

Mas adelante, la vaina de Hertwig se desintegra rapidamente y se convierte en

pequeiios grupos de células epiteliales, conocidos como restos epiteliales de Malassez
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que en el adulto persisten en el espacio del ligamento periodontal alrededor de la
superficie de la raiz. De manera similar, otros remanentes del epitelio odontogénico,
como los restos de Serres —derivados de la ldmina dental— y el epitelio reducido del
esmalte —remanente del organo del esmalte—, pueden persistir en los tejidos
maxilofaciales (Kwon y Jiang, 2018).

Estudios genéticos han identificado mutaciones asociadas a diversos trastornos
del desarrollo dentario en humanos, que en ocsasiones, se asocia con otros defectos del
nacimiento. Mediante el uso de varios modelos experimentales genéticos, los cientificos
han descubierto mecanismos moleculares subyacentes que controlan el desarrollo de los
dientes. Estos han demostrado que el desarrollo dentario implica interacciones entre los
tejidos epiteliales y ectomesenquimales, mediados por multiples vias de sefializacion y
factores de transcripcion que se comparten con el desarrollo y/o mantenimiento de otros
organos. La aberracion en las complejas redes de sefializacion que regulan el desarrollo
de los dientes puede resultar en diversos defectos y anomalias dentales (Kwon y Jiang,
2018).

2.2. Clasificacion de los Tumores Odontogénicos

Los TO han sido objeto de frecuentes estudios en la literatura cientifica. Sin
embargo, debido principalmente a las discusiones en las clasificaciones de los mismos y
las guias utilizadas, es que algunas decisiones terapéuticas pueden ser discutidas. Con
este fin, la OMS en 1952 decidio6 crear un método de clasificacion para estas lesiones. Asi,
tras un acuerdo internacional comun, en 1971, se lanzo6 la primera tabla relativa a esta
clasificacion (Kramer, 1972). A lo largo de los afios, tras los avances tecnoldgicos en
términos de investigacion cientifica, se realizaron nuevos descubrimientos que tuvieron
un impacto directo en la clasificacion de 1971, publicando posteriormente las
clasificaciones de 1992 y 2005 (Le Charpentier, 1994; Barnes y col., 2005).
Seguidamente, en relacion a los nuevos consensos y descubirmientos, se propusieron
cambios con respecto a los métodos utilizados en estas dos ultimas las clasificaciones,
para finalmente llegar a las mas recientes, publicadas en 2017 en la cuarta edicion de la
revista y en el 2022 ( Philipsen y Reichart, 2002; Johnson y col., 2014; Speight y Takata,
2017; Vered y Wright, 2022).

Los TO pueden clasificarse de acuerdo al tejido de origen en epiteliales,
mesenquimaticos y mixtos, pero también es importante su clasificacion de acuerdo al
comportamiento biologico, donde las diferentes patologias se tipifican como benignas y

malignas; mientras que, en los TO se incorpora el término “localmente agresivo”,
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caracteristica propia de neoplasias benignas como el ameloblastoma y mixoma que
poseen la capacidad de infiltrar los tejidos vecinos, sobrepasando los aparentes limites
imagenologicos (Mosqueda-Taylor y col., 1997; Barnes y col., 2005; Speight y Takata,
2017).

Como ya fue descrito, durante la odontogénesis ocurren influencias ejercidas por
parte del mesénquima hacia el epitelio; de los odontoblastos al epitelio interno del 6rgano
del esmalte y en el inicio de la formacion de los tejidos duros dentarios; fendmeno que se
conoce como induccion y ha sido observado en los TO, dando origen a la clasificacion de
tumores epiteliales con minimo poder inductor como el ameloblastoma o con gran poder
inductor como el 0. De acuerdo a estos criterios de benignidad, malignidad y actividad
inductiva, es que se establecen las clasificaciones mas recientes propuestas por la OMS
(Speight y Takata, 2017; Vered y Wright, 2022).

En 2017 la oMS y la Agencia Internacional de investigacion del cancer, como
resultado de un consenso de expertos con una amplia experiencia en patologia
odontogénica publica la cuarta edicion de la clasificacion. El objetivo perseguido fue
simplificar las clasificaciones y utilizar criterios de definicion que puedan ser utilizados
globalmente en todas las situaciones (Speight y Takata, 2017). El cambio mas
significativo fue incluir en una misma clasificacion los TO, los tumores no odontogénicos,
las lesiones fibrooseas y los quistes, con la finalidad de que esta clasificacion sea el tinico
texto que clasifique y defina la gama completa de lesiones que pueden afectar los huesos
maxilares (Speight y Takata, 2017).

El grupo de la OMS en consenso considerd cuidadosamente la terminologia de las
lesiones, para asegurar que los nombres utilizados reflejaran la verdadera naturaleza de
las entidades. Por esta razon, esta edicion introduce al queratoquiste odontogénico y al
quiste odontogénico calcificante (Gorlin) a la clasificacion de quistes odontogénicos,
rechazando su denominacién como verdaderas neoplasias (Barnes y col., 2005; Speight
y Takata, 2017). Incluyen nuevas entidades como el carcinoma odontogénico
esclerosante y el tumor odontogénico primordial, mientras que se han eliminado otras
lesiones como el FDA, el FOA y el Odontoameloblastoma. También se ha restaurado al
fibroma cemento-osificante como lesioén de origen odontogénico, dado que se encuentra
en zonas donde se alojan los dientes (Speight y Takata, 2017).

La clasificacion de la oMs de 2005 (Barnes y col., 2005) reconocia para los TO
malignos a los sarcomas y carcinomas odontogénicos, mientras que identificaba tres

grupos para los TO benignos (figura 6):
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- tumores con epitelio odontogénico y estroma fibroso, sin ectomesénquima
odontogénico.

- tumores con epitelio odontogénico y ectomesénquima odontogénico con o sin
formacion de tejidos duros dentarios.

- tumores con ectomesénquima odontogénico o mesénquima con o sin inclusion de
epitelio odontogénico.

La clasificacion mencionada anteriormente se consider6 como demasiado
compleja y por lo tanto en 2017, se reconoce la tradicional subdivision de TO epiteliales,
mesenquimaticos y mixtos, cambio que se mantiene en la ultima edicion del 2022 (figura
7) (Speight y Takata, 2017; Vered y Wright, 2022)

En la clasificacion de 2017 el ameloblastoma tuvo modificaciones de
terminologia, mientras que en 2005 se clasificaban en sélido/multiquistico,
extradseo/periférico, desmoplasico y uniquistico, en 2017 se simplificé y establecieron
los siguientes subtipos: ameloblastoma, ameloblastoma uniquistico y ameloblastoma
extradseo/periférico. El adjetivo "solido/multiquistico" para el ameloblastoma
convencional se descarto en esta edicion al considerar que no tenia significacion bioldgica
y podia conducir a confusion con el ameloblastoma uniquistico. EI ameloblastoma
desmoplasico se reconocié como un subtipo histoldégico y no como una entidad clinico-
patologica independiente, porque a pesar de sus caracteristicas clinicas Unicas y a veces
radiograficas, se comportaba como cualquier ameloblastoma convencional (Barnes y col.,
2005; Speight y Takata, 2017).

A su vez, el Odontoameloblastoma que fue incluido en la clasificacion de 2005,
es eliminado como entidad aparte, ya que si bien la asociaciéon de un ameloblastoma con
un O estd bien establecida y aceptada, el grupo de consenso establecidé que no se
justificaba denominarla como una entidad separada. El Odontoameloblastoma también se
ha eliminado debido a que los datos disponibles sobre esta condicién se consideraron
insuficientes para justificar su reconocimiento como entidad genuina, las lesiones
informadas con esta denominacion probablemente sean una mezcla coincidente de un
ameloblastoma con otro tumor odontogénico epitelial, con un O u otro tumor en desarrollo
(Barnes y col., 2005; Speight y Takata, 2017).

El FOA y el FDA fueron descartados por los expertos como entidades bien
definidas, justificando que en la mayoria de los casos, representan estadios de desarrollo
de 0y, por lo tanto, retenerlos como entidades separadas seria ilogico (Barnes y col.,

2005; Speight y Takata, 2017).

15



El TO queratoquistico se traslada a la categoria de quistes como Queratoquiste
Odontogénico. Se concluyd que la mayoria de los casos de tumor odontogénico
queratoquistico y tumor odontogénico quistico calcificante se comportan clinicamente
como lesiones no neoplasicas y se tratan como quistes (Barnes y col., 2005; Speight y
Takata, 2017).

Se han incorporado nuevas entidades como el Carcinoma odontogénico
esclerosante, el carcinosarcoma odontogénico y el tumor odontogénico primordial. En
cuanto a las lesiones 6seas, dentro del grupo de fibromas osificantes, se agreg6 el prefijo
“cemento” a la variante que se limita a los maxilares (Speight y Takata, 2017).

En el 2022 la oMS incorpora nuevas modificaciones (figura 8), reconociendo en el
tumor odontogénico epitelial calcificante tres subtipos histopatologicos (células claras,
quistico/microquistico y no calcificado/rico en células de Langerhans). Luego de ser
omitido en la edicién de 2017 como término descriptivo de ameloblastoma, el término
"convencional" se reintrodujo en esta clasificacion; se reconoce una nueva entidad
separada de esta neoplasia denominada ameloblastoma adenoide, definida como una
neoplasia epitelial caracterizada por una arquitectura cribosa y estructuras similares a
ductos, con presencia frecuente de dentinoide (Vered y Wright, 2022).

Actualmente contintia la discusion sobre las modificaciones establecidas para el
grupo de TO mixtos. Como en la clasificacion de 2017, atin esta en controversia el estado
del FDA y FOA, ya que se presentan como lesiones intermedias entre el FA y el 0. La OMS
en el 2022, las sigue definiendo como O en desarrollo, aunque el FDA y FOA presentan
mutaciones BRAF V600E similares al FA, mutacion no detectada en los 0. Ademas, varios
casos de FDA y FOA muestran comportamiento biologico localmente agresivo, gran
tamafo y recurrencia, elementos que se corresponden mas con un comportamiento
neoplasico mas que tipo hamartoma. Se espera que un estudio molecular adicional aclare
si el FDA y FOA son entidades separadas, lesiones intermedias con un espectro de
comportamiento que finalmente resulta en la formacion del O, o si son una mezcla de O
en desarrollo y FA (Vered y Wright, 2022).

La tnica modificacion incorporada para los TO mesenquimaticos benignos fue
denominar al mixoma odontogénico con mayor cantidad de coldgeno fibromixoma,
previamente conocido como mixofibroma en la clasificacion de 2017 (Speight y Takata,

2017; Vered y Wright, 2022).
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Dentro de las modificaciones para las neoplasias malignas odontogénicas, se
define al carcinoma amelobléstico como un carcinoma odontogénico primario que
histologicamente se asemeja al ameloblastoma y no como la contraparte maligna del
ameloblastoma, como lo era en la clasificacion de 2017 (Speight y Takata, 2017; Vered

y Wright, 2022).

Clasificacion de los Tumores odontogénicos, OMS 2005

TUMORES BENIGNOS
Derivados del epitelio odontogénico con estroma fibroso maduro, sin ectomesénquima odontogénico:
Ameloblastoma solido multiquistico
Ameloblastoma extradseo, periférico
Ameloblastoma desmoplasico
Ameloblastoma uniquistico
Tumor odontogénico escamoso
Tumor odontogénico epitelial calcificante
Tumor odontogénico adenomatoide
Tumor odontogénico queratoquistico
Derivado del epitelio odontogénico con ectomesénquima odontogénico, con/sin formacion de tejido duro:
Fibroma ameloblastico
Fibrodentinoma ameloblastico
Fibro odontoma ameloblastico
Odontoma Compuesto o Complejo
Odontoameloblastoma
Tumor odontogénico quistico calcificante
Tumor dentinogénico de células fantasmas
Derivado del mesénquima y/o ectomesénquima odontogénico con/sin epitelio odontogénico:
Fibroma odontogénico
Mixoma odontogénico/mixofibroma
Cementoblastoma
TUMORES MALIGNOS
Carcinomas odontogénicos:
Ameloblastoma metastasico maligno
Carcinoma ameloblastico primario
Carcinoma ameloblastico secundario, intradseo
Carcinoma ameloblastico secundario, periférico
Carcinoma de células escamosas primario intradseo, de tipo solido
Carcinoma de células escamosas primario intradseo, derivado del tumor odontogénico queratoquistico.
Carcinoma de células escamosas primario intradseo, derivado de quistes odontogénicos
Carcinoma odontogénico de células claras
Carcinoma odontogénico de células fantasmas
Sarcomas odontogénicos:
Fibrosarcoma ameloblastico
Fibrodentinosarcoma ameloblastico
Fibroodontosarcoma ameloblastico

FIGURA 6. Clasificacion de los Tumores odontogénicos, OMS 2005 (Barnes y col., 2005)
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Tumores odontogénicos y maxilofaciales 6seos, OMS 2017

Carcinomas Odontogénicos

- Carcinoma ameloblastico

- Carcinoma intradseo primario, NOS

- Carcinoma odontogénico esclerosante

- Carcinoma odontogénico de células claras

- Carcinoma odontogénico de células fantasmas
Carcinosarcoma odontogénico

Tumores odontogénicos epiteliales benignos

- Ameloblastoma
Ameloblastoma tipo uniquistico
Ameloblastoma tipo periférico/extradseo
Ameloblastoma metastatizante

- Tumor odontogénico escamoso

- Tumor odontogénico epitelial calcificante

- Tumor odontogénico adenomatoide

Tumores odontogénicos epiteliales y mesenquimaticos mixtos benignos
- Fibroma ameloblastico
- Tumor odontogénico primordial
- Odontoma
Odontoma, tipo compuesto
Odontoma, tipo complejo
- Tumor dentinogénico de células fantasmas

Tumores odontogénicos mesenquimaticos benignos
- Fibroma odontogénico
- Mixoma/mixofibroma odontogénico
- Cementoblastoma
- Fibroma cemento-osificante

FIGURA 7. Clasificacion de Tumores odontogénicos y 6seos maxilofaciales, OMS 2017 (Speight
y Takata, 2017)
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Tumores odontogénicos y maxilofaciales 6seos, OMS 2022

Tumores odontogénicos epiteliales benignos
- Tumor odontogénico adenomatoide
- Tumor odontogénico escamoso
- Tumor odontogénico epitelial calcificante
- Ameloblastoma
o Ameloblastoma extradseo/periférico
o Ameloblastoma, unquistico
o Ameloblastoma, convencional
o Ameloblastoma adenoide
o Ameloblastoma metastasico
Tumores odontogénicos epiteliales y mesenquimaticos mixtos benignos.
- Odontoma
- Tumor odontogénico primordial
- Fibroma ameloblastico
- Tumor dentinogénico de células fantasmas

Tumores odontogénicos mesenquimales benignos
- Fibroma odontogénico
- cementoblastoma
- Fibroma cemento-osificante
- Mixoma odontogénico

Tumores odontogénicos malignos
- Carcinoma odontogénico esclerosante
- Carcinoma ameloblastico
- Carcinoma odontogénico de células claras
- Carcinoma odontogénico de células fantasma
- Carcinoma intradseo primario
- Carcinosarcoma odontogénico
- Sarcomas odontogénicos

FIGURA 8. Clasificacion de Tumores odontogénicos y 6seos maxilofaciales, OMS 2022 (Vered y
Wright, 2022)

2.3. Epidemiologia, clinica e imagenologia de los Tumores Odontogénicos

2.3.1. Epidemiologia de los Tumores odontogénicos

Se desconoce la etiologia de los TO benignos y malignos, la mayoria parecen surgir
de novo, sin un factor causal aparente. Son lesiones raras que constituyen menos del 1 %
de todas las neoplasias orales, la mayoria de estas son benignas, pero algunas muestran
cierta recurrencia. Las neoplasias malignas odontogénicas a su vez, constituyen un
porcentaje minimo, ya que en las diversas series publicadas a nivel mundial su frecuencia
varia entre 0,1 % y 6.1 % de todos los TO (Speight y Takata, 2017; Feria y col., 2019;
Bianco y col., 2020). Se reporta que mas del 95 % de todas las neoplasias odontogénicas

son benignas, y que aproximadamente el 75 % de éstas estarian representadas por O,
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ameloblastomas y mixomas, las cuales pueden considerarse como relativamente mas
frecuentes (Aregbesola y col., 2018; Tolentino, 2018).

Los estudios epidemiologicos sobre TO realizados en diferentes partes del mundo
enfatizan la variacion de la incidencia y el patrén de distribucion. Se describe al
ameloblastoma como el segundo tumor benigno mas frecuente, mientras que el primero
estaria representado por el O, con una incidencia anual estimada de 0,5 casos por un
millon de habitantes segin la OMS en 2017 (Speight y Takata, 2017), con incidencias mas
altas en Africa, China e India en comparacién con el mundo occidental (Soluk-Tekkesi y
Wright, 2018).

En un estudio multicéntrico reciente que incluyé 4.399 TO provenientes de 20
centros de patologia oral de diez paises sudamericanos —entre ellos, el Servicio de
Anatomia Patologica de la Facultad de Odontologia de la Udelar—, se analiz6 de manera
retrospectiva su frecuencia, caracteristicas clinicas y distribucion histopatoldgica. Sobre
un total de 207.434 biopsias revisadas, los TO representaron el 2,1% de las muestras. La
serie mostrd un ligero predominio femenino (54,3 %) y una edad media al diagndstico de
27,8 afos, con mayor concentracion de casos en la segunda década de la vida. La mayoria
de los pacientes se encontraban asintomaticos (87,8 %), y casi todas las lesiones fueron
intradseas (97,3 %), afectando preferentemente la mandibula, en particular su region
posterior. Los tumores benignos fueron marcadamente predominantes (99,1 %), y tres
entidades —0O (38,5 %), ameloblastoma (34%) y mixoma odontogénico (8%)—
concentraron mas de las tres cuartas partes de los diagndsticos en la region (Schuch y
col., 2025).

Conocer la epidemiologia de los TO es importante, porque permite establecer su
expresion en diversas poblaciones, identificar los grupos de riesgo y reconocer los
posibles factores asociados a su desarrollo, asi como establecer sistemas de diagnostico
diferencial. Con la identificacion temprana de las caracteristicas clinicas e
imagenologicas de estas lesiones se contribuye a mejorar el pronodstico pues, a mayor
tiempo de evolucion, mayores son las destrucciones y afectaciones como deformidades
faciales, parestesias, pérdida dental e incluso, la muerte (Alberto y col., 2018).

2.3.2. Clinica de los Tumores odontogénicos

Los TO constituyen un grupo heterogéneo de lesiones con gran variabilidad desde
el punto de vista clinico e histopatoldgico, existiendo un subgrupo de tumores benignos
con comportamiento bioldgico agresivo que debe ser considerado para su abordaje

terapéutico (Feria y col., 2019).
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La gran mayoria de los TO se presentan de forma intradsea dentro del esqueleto
maxilofacial, mientras que los extra 6seos ocurren casi siempre en la mucosa portadora
de dientes. Las caracteristicas clinicas de la mayoria de los TO benignos son inespecificas,
mostrando un crecimiento expansivo lento sin sintomatologia evidente. Por el contrario,
en los TO malignos el dolor comunmente es el primer sintoma, seguido de una hinchazon
que se desarrolla, pudiendo, incluso erosionar o atravesar la cortical de los huesos
maxilares. Los tumores benignos centrales tienen un comienzo insidioso, lento,
asintomatico, minima alteracion funcional y sin repercusion sobre el estado general del
paciente; pudiendo en su evolucion llegar a tener grandes dimensiones y presentar
deformacion facial importante. Por lo cual el motivo de consulta mas frecuente es la
deformacion maxilar o facial, ausencia de piezas dentarias o mal posiciones adquiridas
(Johnson y col., 2014; Feria y col., 2019; Schuch y col., 2025).

Existen algunos de estos tumores que tienen mayor agresividad local, como el
ameloblastoma o el mixoma, que si bien son tumores benignos, tienen un crecimiento
rapido, agresivo, invasivo, penetrando en el tejido esponjoso de los huesos maxilares
provocando una invasion 6sea importante y este comportamiento no coincide con las
caracteristicas tipicas de benignidad (Barnes y col., 2005; Johnson y col., 2014).

En general se presentan con mayor frecuencia en la mandibula, en adultos jovenes,
sin predileccion por el sexo, con una ligera tendencia al sexo masculino descripta por
algunos autores, variaciones que se podrian corresponder a diferencias en los factores de
riesgo y los determinantes sociales en cada poblacion (Alberto y col., 2018).

2.3.3 Imagenologia de los Tumores odontogénicos

Debido a que los TO pueden estar compuestos de tejidos duros y blandos, su
aspecto imagenoldgico varia desde imagenes radiolucidas, radiomixtas o radiodensas
segun las caracteristicas histopatologicas de los tejidos, que pueden variar desde esmalte,
dentina, cemento, hueso, tejido pulpar, etc. Las radiografias dentales intraorales suelen
ser el primer medio para identificar la presencia de una lesion intradsea, la radiografia
panoramica es obligatoria como componente del protocolo de diagnostico, mientras que
para definir el diagnéstico definitivo y orientacion terapéutica de los TO en muchos casos
se debe realizar tomografias computarizadas que abarquen tanto la topografia general
como la estructura fina de la lesion, brindando asi informacion valiosa sobre la extension
de la neoplasia, la tridimensionalidad y la relacion con las estructuras vecinas y elementos

nobles (Barnes y col., 2005; Alberto y col., 2018).
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2.4. Tumores odontogénicos benignos mixtos

Los TO benignos mixtos, segun la OMS en 2005, contienen una combinacién de
elementos epiteliales y mesenquimaticos odontogénicos que se encuentran en las
diferentes etapas de la odontogénesis, con o sin poder inductivo y formacion de tejidos
mineralizados (dentina, esmalte y/o cemento). En el FA, los dos componentes tisulares
representan una etapa precoz de la odontogénesis, previa a la formacion de estructuras
calcificadas como el esmalte y la dentina. Mientras que, el O representa la etapa final de
la odontogénesis y contiene principalmente esmalte maduro, dentina y pulpa (Barnes y
col., 2005).

2.4.1. Fibroma ameloblastico

El FA es un tumor benigno, raro, mixto, compuesto por mesénquima odontogénico

que se asemeja a la papila dental y un tejido epitelial parecido al epitelio odontogénico,
en el que no hay presentes tejidos duros dentales (Speight y Takata, 2017).
Fue descrito por primera vez por Kruse en 1891 (Kruse A., 1891) y representa del 1,5 %
al 6,5 % de todos los TO. La mayoria de los casos se diagnostica en pacientes jovenes,
con una media de 15 afios y un rango etario de 7 semanas a 57 afos. Es ligeramente mas
frecuente en hombres que en mujeres, con una relacion masculino: femenino de 1.4:1. Se
localiza con mayor frecuencia en la mandibula (relacion mandibula:maxilar de 3.3:1),
fundamentalmente en la region posterior (82 % de los casos). A menudo se asociado a un
diente no erupcionado, generalmente de crecimiento lento e indoloro. Puede causar
expansion mandibular y rara vez, alcanza un tamafio notable, con deformidad facial
(Barnes y col., 2005; Verma y Neha, 2016; Speight y Takata, 2017).

Radiograficamente, es un hallazgo incidental en el 12 % de los casos,
presentandose en la mayoria (56 %) como una radiolucidez unilocular bien definida,
corticalizada y generalmente pequefia. Los tumores multiloculares se asocian
frecuentemente con lesiones mas grandes. La asociacion con un diente impactado
(generalmente un primer o segundo molar permanente) se observa en el 80 % de los casos,
mientras que la reabsorcion radicular y la perforacion cortical son poco comunes (Barnes
y col., 2005; Kulkarni y col., 2013; Speight y Takata, 2017).

Histopatoldgicamente se caracteriza por presentar un componente mesenquimal
mixoide rico en células que contiene fibroblastos orientados al azar y ampliamente
separados que se asemejan a la papila dental. El componente epitelial puede mostrar un
patréon de hebras alargadas y estrechas de dos capas apretadas y paralelas de células

cuboidales a columnares, similares a la ldmina dental y a los periodos de casquete y
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campana tempranos de la odontogénesis. Hacia los bordes, hay engrosamientos
ocasionales, con un area simil reticulo estrellado entre las células cuboidales periféricas.
A menudo rodeando el componente epitelial de la lesion, se encuentra una zona de
hialinizacién que ocasionalmente tiene asociadas éareas de calcificacion focal. El
componente epitelial también puede mostrar un patrén que se asemeja al estadio folicular
del 6rgano del esmalte. Se puede observar una capsula de colageno (Speight y Takata,
2017). El epitelio odontogénico muestra una bicapa de células de aspecto ameloblastico,
los bordes se engrosan y redondean, impartiendo una apariencia de casquete. El
componente epitelial se asemeja al 6rgano del esmalte en que las células periféricas son
columnares, tienen nucleos hipercromaticos con polaridad inversa y tienen un patrén de
empalizada. Las células periféricas encierran un nucleo central que se asemeja al reticulo
estrellado (Speight y Takata, 2017).

Sobre la base de las caracteristicas histopatologicas, no es posible distinguir entre
el FA y el O en etapa temprana antes que madure. Sin embargo, son raros los FA que
muestran la formacion de tejidos duros dentales y alcanzan un tamafio excepcional. Estas
lesiones se conocen como FDA 0 FOA, pero es muy probable que desarrollen O en su
evolucion (Fabris y col., 1991; Gritz y col., 1991; Chen y col., 2005; Speight y Takata,
2017).

Debemos considerar como diagnosticos diferenciales varias neoplasias de origen
odontogénico. Por ejemplo, se establece que, si en el FOA no se aprecia el componente de
tejido duros, puede ser dificil distinguirlo del FA. Mientras que, la diferenciacion del FA
de un ameloblastoma es una distincién importante, las islas epiteliales son mas grandes y
mas prominentes en un ameloblastoma, mientras que las islas en el FA son cordones y
hebras mas atenuados. Ademas, el ameloblastoma carece del estroma mesenquimatico
mixoide primitivo caracteristico del FA y el FOA. Distinguir un FOA de un O en desarrollo
es una posible falla diagndstica (Linard y col., 2009).

Anteriormente, si se observaba dentina, las lesiones se denominaban FDA y si se
observaba dentina y esmalte, la lesion se denominaba FOA. Sin embargo, estas
caracteristicas son indistinguibles de un O en desarrollo, y se considera que si se dejaran
las lesiones, continuarian madurando hasta convertirse en lesiones completamente
calcificadas. Por lo tanto, el grupo de consenso en 2017 acordd eliminarlos de la
clasificacion, ya que “lo mas probable es que desarrollen O". Sin embargo, esto sigue
siendo controvertido y se reconoce que algunas de estas lesiones pueden alcanzar tamafios

grandes y aparecer en grupos de edad que no siempre son compatibles con un hamartoma.
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Las caracteristicas clinico-patologicas de estas lesiones no siempre apoyan la idea de una
maduracion progresiva a O y al menos alguno puede ser una verdadera neoplasia (Barnes
y col., 2005; Speight y Takata, 2017; Vered y Wright, 2022).

En cuanto al tratamiento es importante destacar que la lesion estd bien encapsulada
y se separa facilmente de la cripta 6sea que lo rodea. Se ha observado un niimero de
recidivas relativamente alto para ser una lesion benigna. Los tumores pequefios y
asintomaticos, especialmente en nifios pequefios, se extirpan de forma conservadora con
enucleacion simple, sin embargo, el tratamiento ultraconservador puede dar como
resultado la recurrencia que ocurre en aproximadamente el 16 % de los casos. Los
tumores extensos y destructivos se deben tratar radicalmente, con resecciones en bloque
de maxilares y margenes de seguridad quirurgicos. La transformacion sarcomatosa es
rara, aunque se informa que alrededor del 50 % de estos casos se desarrollaron en el
contexto de un FA recurrente (Speight y Takata, 2017).

El fibrosarcoma amelobléstico es una rara neoplasia odontogénica, considerada la
contraparte maligna del FA. Histologicamente, la porcion mesenquimal muestra la
malignidad caracteristica del sarcoma y el componente epitelial ameloblastico muestra
histologia benigna. Este es un tumor localmente agresivo que se puede presentar de novo
o surgir de una FA preexistente; con predileccion por los hombres entre 26 y 27 afios, la
region mandibular posterior (Pillay y col., 2016).

Una revision sistematica sobre el FDA y FOA realizada por Chrcanovic y Gomez
(2017), constatdé que de los 42 casos de FDA solo se reportaron dos recurrencias
diagnosticadas como fibrosarcoma ameloblastico tras multiples recidivas, sugiriendo que
la recurrencia es inusual; mientras que, los FOA mostraron una tasa similar del 10 %. El
40 % de los casos de FOA recurrieron como O complejos, diagndstico que plantea la
posibilidad de que las lesiones primarias en estos casos particulares en realidad eran O en
desarrollo (Chrcanovic y Gomez, 2017). Estos autores en su revision concluyeron que,
tomados en conjunto todos los datos analizados, no se apoya el concepto de maduracion
progresiva de los FOA y FDA a lesiones como los O (Chrcanovic y Gomez, 2017).

2.4.2. Fibrodentinoma ameloblastico

El FDA fue definido por la OMS en 2005 como un TO mixto que consiste en un
ectomesénquima odontogénico que se asemeja a la papila dental, hebras epiteliales y
nidos que se asemejan a la lamina dental y al o6rgano del esmalte, con formacion de

dentina. Las caracteristicas epidemiolédgicas, clinicas e histologicas se describen en
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conjunto con las caracteristicas del FA, con las diferencia de la formacion de dentina en
su histologia (Barnes y col., 2005).

Es considerado por algunos autores como una neoplasia que estaria entre el FA y
el FOA, en el que se ha formado dentina, aunque el mecanismo exacto de la histogénesis
es incierto. Es un TO de frecuencia rara, existen pocos casos reportados en la literatura;
generalmente ocurre en personas menores de 20 afios de edad, con una media de 8 afos,
se manifiesta clinicamente como una lesion asintomatica y de crecimiento lento. Presenta
predileccion por la zona mandibular posterior en regiéon de premolares y molares.
Frecuentemente el crecimiento provoca expansion Osea de la region involucrada y
perturbaciones en la erupcion dentaria (Lopez y Téllez, 2009).

Radiograficamente, se muestra como una zona radiolticida uni o multilocular, con
bordes bien definidos, en ocasiones se observa la presencia de material radiopaco amorfo
y la mayoria de las veces se encuentra asociado con una pieza dentaria no erupcionada
(Lopez y Téllez, 2009; Alberto y col., 2018).

Desde el punto de vista histologico esta compuesto por cordones e islas de epitelio
odontogénico sobre un componente ectomesenquimal primitivo, ricamente celular,
semejante a la papila dental, donde se destaca la formacion de dentina displasica (Barnes
y col., 2005).

El tratamiento consiste en la enucleacion simple y curetaje de la lesion. La
recurrencia puede ocurrir y en raras ocasiones puede malignizarse a un fibrosarcoma
ameloblastico (Lopez y Téllez, 2009).

2.4.3. Fibro-odontoma amelobldstico

El FOA fue definido por la OMS en su clasificacion de 2005 como un tumor con las
caracteristicas histologicas de la conjuncion del FA junto con la presencia de dentina y
esmalte (Barnes y col., 2005).

Fue descrito por primera vez en 1967 por Hooker, distinguiéndolo como uno de
los 0 ameloblasticos més agresivos (Kramer, 1972). Es un TO benigno extremadamente
raro en frecuencia, considerado en las ultimas actualizaciones de la oMS de 2017 y 2022,
como una variante inusual del FA, al igual que el FDA, debido a que presentan
caracteristicas histologicas similares asociadas a la produccion de tejidos duros dentarios
(Speight y Takata, 2017; Vered y Wright, 2022).

Es comunmente diagnosticado en radiografias de rutina en pacientes con ausencia

de erupcion dental o con aumento de volumen asintomatico. Afecta principalmente a
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pacientes jovenes entre la primera y segunda década de la vida, sin predileccion por el
sexo (Gritz y col., 1991; Barnes y col., 2005; Cruz y col., 2020).

Clinicamente se presenta con mayor frecuencia en la region mandibular posterior
y se caracteriza por ser una lesion asintomatica, de tamafio variable y crecimiento lento
que genera expansion 6sea. La mucosa que lo recubre es normal y usualmente se
encuentra asociado a dientes no erupcionados (Barnes y col., 2005).

En la revision sistematica de Chrcanovic y Gomez (2017) se concluyd que ambas
entidades (FDA y FOA) mostraban similitudes, como una mayor prevalencia en hombres y
en mandibula, edad media similar de los pacientes, tasa de perforacion del hueso cortical,
tasa de asociacion con dientes desplazados y/o no erupcionados y reabsorcion de la raiz
dental, asi como el tamafio medio de las lesiones. Pero difieren con respecto a la presencia
de radiopacidades visibles en la radiografia, los FOA mostraron mayor prevalencia de
radiopacidades visibles en los exdmenes radioldgicos en comparacion con los FDA,
asociando mayor multilocularidad en el FDA (Chrcanovic y Gomez, 2017).

Radiograficamente el FOA, exhibe una radiolucidez unilocular o multilocular bien
delimitada con niveles variables de radiopacidad segun el grado de mineralizacion. Se
puede observar un patron radiolucido expansivo que generalmente contiene focos
radiopacos pequefios, ya sean solitarios o multiples de tamafio irregular. Varia de pocos
milimetros a centimetros generando expansion de tablas Oseas y desplazamiento de
estructuras anatomicas (Barnes y col., 2005; Cruz y col., 2020).

Histopatologicamente se compone de tejidos blandos y duros. El componente de
tejido blando es idéntico al del FA, mientras que el componente de tejido duro consiste en
estructuras dentales mineralizadas. Estos dos componentes pueden estar presentes en
diferentes proporciones. Se caracteriza por presentar islotes y cordones de epitelio
odontogénico inmerso en un tejido conectivo embrionario que imita la pulpa dental
primitiva. La formacion de osteodentina y esmalte también puede observarse
microscopicamente, el tejido conectivo es moderadamente celular, con fibroblastos en
forma de huso (Barnes y col., 2005; Loreto y col., 2013).

El tratamiento de eleccion es la enucleacion o escision local conservadora con
extraccion de dientes retenidos asociados, para otorgar un excelente pronostico y minima
recurrencia. Su potencial de transformacion por si solo no justifica un tratamiento radical,
considerando al tratamiento radical aquel que implica reseccion maxilar o mandibular
con margenes de seguridad (Loreto y col.,, 2013). Sin embargo, se ha descrito su

recurrencia en distintos periodos luego de su enucleacion con o sin conservacion de sus
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dientes asociados, incluso reportan la existencia de recurrencia luego de 12 afios de
seguimiento postquirdrgico con transformacion maligna a fibrosarcoma ameloblastico y

metastasis (Howell y Burkes, 1977).
2.4.4. Odontoma

El O es una lesion hamartomatosa mixta con epitelio y mesénquima odontogénico
que contiene ademas esmalte, dentina, pulpa y cemento en formas reconocibles de diente,
denominado O compuesto o bien como una masa nudosa sélida, O complejo; ambas
variantes suelen encontrarse sobre dientes no erupcionados (Speight y Takata, 2017;
Vered y Wright, 2022).

Dado que la mayoria se presentan durante el periodo de desarrollo dentario y que
a menudo alcanzan un tamafo fijo, no se consideran neoplasias verdaderas, sino
hamartomas (Barba y col., 2016; Speight y Takata, 2017). La etiologia es desconocida,
pero la mutacion genética en un germen dental es un posible factor (Barnes y col., 2005).
Los O son, con algunas diferencias, las lesiones odontogénicas no quisticas mas
frecuentes. Cominmente se diagnostican en la primera y segunda década, sin predileccion
por algiin sexo (Speight y Takata, 2017). Pueden aparecer en cualquier area de los
maxilares, los O compuestos se localizan principalmente en la region maxilar anterior y
los complejos en la zonas posteriores mandibulares, seguidos de cerca por el maxilar
anterior (Speight y Takata, 2017; Vered y Wright, 2022).

Las lesiones suelen descubrirse porque un diente no hace erupcion en el tiempo
previsto. Cuando el diente asociado logra hacer erupcién alrededor del O, una
tumefaccion asintomatica puede ser la unica evidencia clinica de que existe una lesion
(Martinovic-Guzman y col., 2017).

Imagenologicamente los O compuestos suelen estar localizados ya sea sobre las
coronas de dientes no erupcionados o bien entre las raices de los erupcionados. Las
lesiones suelen ser uniloculares y contienen estructuras radiopacas multiples que se
parecen a dientes en miniatura; pueden contener pocas o muchas estructuras analogas a
dientes en miniatura. Los O complejos suelen encontrarse sobre dientes retenidos y
pueden alcanzar un tamafo de hasta varios centimetros. Tienen el aspecto de una masa
radiopaca solida que presenta alguna nodularidad y estan rodeados por una fina zona
radiolucida. Las lesiones son uniloculares y estdn separadas del hueso normal por una
linea nitida de corticalizacion (Palacios y col., 2016; Speight y Takata, 2017).

Histopatologicamente en el O compuesto se observan multiples dientes

rudimentarios que exhiben dentina, cemento, matriz de esmalte y pulpa; a menudo con
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tejido conjuntivo fibroso adyacente consistente con el foliculo dental. Los O en etapa
temprana muestran tejido que se asemeja a un germen dental en desarrollo, con poco
producto mineralizado. Mientras que los maduros consisten principalmente en dentina
tubular que encierra zonas de matriz de esmalte, el epitelio reducido del 6rgano del
esmalte con células fantasmas dispersas que ocasionalmente pueden rodear hendiduras o
estructuras circulares huecas que representan el esmalte maduro eliminado durante la
desmineralizacion del procesamiento histologico. Una delgada capa de cemento a
menudo estd presente en la periferia de la masa. La cépsula de tejido blando, si estd
presente, a menudo incluye tejido conectivo inmaduro con cordones o islotes de epitelio
ameloblastico, con un patron similar al que se observa en el FA (Barba y col., 2016;
Martinovic-Guzman y col., 2017; Speight y Takata, 2017).

EL 0 complejo se diferencia del compuesto porque estd constituido por una sola
masa nudosa y desorganizada de esmalte, dentina y pulpa, sin formaciéon de diente
reconocible. Ambas formas, compuesta y compleja, pueden contener también epitelio
reducido del esmalte, ameloblastos secretores y odontoblastos funcionales. En el tejido
conjuntivo circundante abundan los islotes de residuos odontogénicos y calcificaciones
esféricas. Ambas formas de O estan bien encapsuladas y se enuclean facilmente del hueso
circundante (Speight y Takata, 2017).

Estas neoplasias se eliminan mediante cirugia conservadora, debido a su bajo
potencial de crecimiento, la recurrencia después de la eliminacion completa es inusual,
por lo que el prondstico es excelente (Barnes y col., 2005).

2.5. Generalidades de los Biomarcadores moleculares

Los Institutos Nacionales de Salud (NIH, por sus siglas en inglés, National
Institutes of Health) establecieron la definicion de biomarcador como aquellas
caracteristicas biologicas, bioquimicas, antropométricas y fisioldgicas, objetivamente
mensurables, capaces de identificar procesos fisioldgicos o patologicos, o bien una
respuesta farmacoldgica a una intervencion terapéutica (Torres y Pérez, 2016; Wettersten
y Maisel, 2016). Las denominadas biomoléculas son todas de naturaleza organica con
diferentes grados de complejidad, estructura y distribucion. Sin embargo, no todas las
biomoléculas son utilizadas como biomarcadores moleculares. Un biomarcador
molecular es una biomolécula que ha sido estudiada y caracterizada con el potencial de
permitir la identificacion de un fendmeno particular a nivel de espacio y tiempo en un
organismo (Clive, 2014; Wettersten y Maisel, 2016). Segtin los NIH existen diferentes

tipos de biomarcadores que segin la finalidad pueden ser de diagndstico, prondstico,
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prediccion o investigacion. A su vez, seglin su funcion a nivel tisular pueden diferenciarse
en proteinas que forman parte de mecanismos bioldgicos asociados al comportamiento
tumoral como, proliferacion celular, angiogénesis, apoptosis, adhesion celular, invasion
y supresion tumoral (Clive, 2014).

Los tratamientos de las patologias neoplasicas son cada dia mas individualizados
gracias al analisis de los biomarcadores, moléculas que se pueden encontrar en las células
tumorales. En los ultimos anos, el descubrimiento de determinados biomarcadores
especificos en las neoplasias, permitieron conocer el comportamiento biologico, clave
para individualizar los tratamientos (Arango, 2012).

2.5.1. Caveolina 1

Las Cav son proteinas integrales de la membrana plasmatica presentes en
estructuras celulares denominadas Caveolas. Las Caveolas son pequefias invaginaciones
de 50-100 nm de didmetro en la membrana plasmatica, con una cubierta estriada que le
confieren los oligdmeros de Cav que la constituyen, altamente enriquecidas en colesterol,
fosfolipidos y esfingolipidos, y son abundantes en diversos tipos de células (Rothberg y
col., 1992).

Cav-1, una proteina de andamiaje de 21-24 kDa, es un componente estructural
importante de las Caveolas (Rothberg y col., 1992). Cav-1 est4 altamente expresado en
células terminalmente diferenciadas o quiescentes que incluyen células musculares,
adipocitos, células endoteliales, monocitos, macrofagos, células dendriticas, microglia y
astrocitos, mientras que, los linfocitos T humanas parecen carecer de la proteina Cav-1
(Fernow y col., 2007).

Entre las proteinas de Cav, Cav-1 se expresa altamente en células epiteliales que
incluyen queratinocitos, glandulas salivales y epitelio del tracto respiratorio, asi como
osteoblastos, células endoteliales y musculos esqueléticos. Se explica que algunas
moléculas de senalizacion relacionadas con Cav-1, determinan funciones como la
detencion de la progresion del ciclo celular mediante el ahorro en la etapa Go / Gi, en la
transformacion celular, programacion de la muerte celular activando la via de la proteina
quinasa 3 y actuando como un oncogén o gen supresor de tumores segun el tipo de tumor
y el estadio (Williams y col., 2005; Jaafari-Ashkavandi y col., 2014).

Junto con Cav-1, la estructura de las Caveolas estd compuesta por Cav-2 y Cav-
3, ademas, de cuatro proteinas adicionales conocidas como Cavinas 1-4. Cav-1 y Cav-2
se encuentran en abundancia en la mayoria de las células del sistema cardiovascular,

mientras que, Cav-3 se limita al misculo esquelético y algunas células de musculo liso.
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Para la integridad estructural de las Caveolas, Cav-1 o Cav-3 son importantes, pero Cav-
2 es prescindible, su rol estd menos definido (Rothberg y col., 1992; Stan, 2005; Ariotti
y Parton, 2013).

Los mecanismos de las multiples funciones descritas para las Caveolas no se
comprenden completamente y siguen siendo controversiales. Esto se complica atin mas
debido a la evidencia emergente de que las Caveolas sirven como organelos de deteccion
mecanica y pueden jugar un papel en la proteccion de las células frente al estrés mecanico,
mediante el estiramiento o la internalizacion de la estructura de las Caveolas (Stan, 2005;
Parton y Del Pozo, 2013; Kovtun y col., 2014; Lamaze y col., 2017).

Cav-1 también estd presente en células independientes de la estructura de las
Caveolas, lo que sugiere funciones celulares adicionales. Ademas, de ser un componente
de las Caveolas, Cav-1 estd involucrado en varios procesos celulares que incluyen la
regulacion del ciclo celular, la endocitosis, la transcitosis, la transduccion de sefiales
complejas, el transporte de sustratos, la homeostasis lipidica, la angiogénesis y la
apoptosis (Zou y col., 2011).

Se las asocia, asimismo, con el desarrollo de patologias como el céancer, la
transformacion celular, resistencia insulinica, cardiopatias, anormalidad en el desarrollo
pulmonar y distrofia muscular, entre otras (Lee y col., 1998; Goetz y col., 2008).

En la actualidad, si Cav-1 funciona como un oncogén o un supresor tumoral en la
progresion del cancer sigue siendo controvertido. Ciertos estudios informaron que Cav-1
se podria comportar como supresor tumoral en el cancer de pancreas, cancer de ovario,
carcinoma de células escamosas laringeo, adenocarcinoma de pulmén y adenocarcinoma
esofagico (Lee y col., 1998; Wiechen y col., 2001; Kato y col., 2004; Gu y col., 2007;
Han y col., 2009). Por el contrario, la expresion de Cav-1 aument6 en cancer de prostata,
de vejiga, renal, esofagico y en el carcinoma escamocelular de cabeza y cuello (Prade y
col., 2012; Yang y col., 2012; Liang y col., 2014). Curiosamente, la expresion alta del
marcador se ha asociado con un estadio tumoral avanzado, metastasis a ganglios linfaticos
y pobre pronostico de pacientes con cancer, lo que puede implicar que Cav-1 puede
funcionar como un promotor tumoral. En las etapas iniciales de la progresion tumoral, las
células de los tejidos pueden sufrir una transformacion oncogénica a través de varios
mecanismos. La expresion disminuida de Cav-1 puede promover la rapida expansion de
estas células anormales. En las etapas posteriores, con el tumor de mayor tamafo y la
progresion maligna, las células cancerosas tienen que adaptarse a un microambiente

complejo. La sobreexpresion de Cav-1 puede suprimir la apoptosis celular y adquirir
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resistencia a multiples farmacos. Como consecuencia, la expresion elevada de Cav-1
puede mejorar la capacidad de supervivencia de las células cancerosas (Xue y col., 2010).

Asimismo, estudios han encontrado que Cav-1 y Cav-2 promueven
colectivamente el progreso maligno del carcinoma. Recientemente, se ha identificado el
papel oncogénico de Cav-1y Cav-2 en el cancer de mama, cdncer de prostata y carcinoma
escamoso esofagico (Van den Eynden y col., 2006; Sugie y col., 2015).

Por otra parte, Schwab y col. (2007) informaron de la expresion de Cav-1 en
células epiteliales y mesenquimales del germen dentario en diversas etapas del desarrollo.
Ese estudio determin6 que Cav-1 podria participar en la odontogénesis. La expresion de
de la misma se ha demostrado previamente en el 6rgano del esmalte, especialmente en el
epitelio interno del 6rgano del esmalte y en las células ameloblasticas del germen dental
en desarrollo (Schwab y col., 2007).

Jaafari-ashkavandi y col. (2014) encontraron expresion de Cav-1 en todos los
quistes odontogénicos analizados y en el 58 % de los ameloblastomas en estudio,
sugiriendo que esta proteina podria funcionar como supresor de tumores en lesiones
odontogénicas, disminuyendo su agresividad (Jaafari-Ashkavandi y col., 2014).

2.5.2. MOC-31

La molécula de adhesion de células epiteliales MOC-31 es una glicoproteina
transmembrana que se expresa en la membrana de la mayoria tejidos epiteliales normales
y se sobreexpresa en tumores de origen epitelial, es una molécula de adhesion celular que
permite la formacion de uniones estrechas entre las células el epitelio (Litvinov y col.,
1997; Balzar y col., 1999).

El gen correspondiente a dicha molécula, codifica una proteina de 40 kDa que
consiste en un dominio extracelular de 289 aminoacidos de largo EpEX y un dominio
intracelular corto EpICD de 26 aminoacidos (Balzar y col., 1999), tiene la capacidad de
anular la adhesion celular mediada por e-cadherina una vez interrumpida la conexion
entre a-catenina y F-actina. La adhesion intercelular deteriorada es un parametro
importante en la determinacion del impacto prondstico en la patologia tumoral (Andriescu
y col., 2019).

El anticuerpo contra la adhesion molecular de células epiteliales MOC-31 es de
uso generalizado, la tincion positiva para este marcador es citoplasmatica con acentuacion
membranosa, aunque una tincion fuerte puede parecer simplemente citoplasmatica. En
general, se informa que tiene una sensibilidad del 85 % al 100 % para el adenocarcinoma,

el carcinoma de células escamosas de pulmoén, el adenocarcinoma de mama y el
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carcinoma seroso de ovario (Chapel y col., 2020). Se han descrito varias funciones
bioldgicas de las moléculas de adhesion de células epiteliales que se asocian al carcinoma,
incluida la adhesion celular y la sefializacidn mitogénica (Litvinov y col., 1997; Balzar y
col., 1999); ademas de haber sido identificado como un marcador de células madre
iniciadoras del cancer, por lo que seria un objetivo interesante para la terapia (Maetzel y
col., 2009).

Ademas, fue identificada en la mayoria de los epitelios glandulares y los tumores
originados en esos epitelios. No estd presente en el epitelio escamoso, los hepatocitos, las
células tubulares proximales renales, las células parietales gastricas y células
mioepiteliales. Los estudios han demostrado que MOC-31 se presenta en alta tasa en
colangiocarcinomas (Ryu y col., 2012).

El uso de este anticuerpo esta indicado, después de un diagnodstico diferencial
clinico, como complemento para la identificacion de células epiteliales. Se ha demostrado
su utilidad en la diferenciacion del adenocarcinoma, mesotelioma y células mesoteliales
del liquido pleural, mostrando mayor expresividad en el primero y escasa o nula en los
dos ultimos. Dicho biomarcador es altamente sensible y especifico para la deteccion de
adenocarcinomas (Hyun y Barnes, 2012).

Un trabajo publicado por Bologna y col. (2017) sobre el perfil
inmunohistoquimico del tumor odontogénico primordial, reportd que las células
epiteliales que rodean la periferia del tumor fueron positivas para MOC-31. Por tal
motivo, sugieren que existiria un grado variable de diferenciacion y maduracion de las
células que componen el compartimento epitelial en dicha neoplasia odontogénica
(Bologna-Molina y col., 2017).

Conociendo que esta molécula de adhesion celular permite la formacion de
uniones estrechas entre las células epiteliales y que puede afectar negativamente la
formacion del complejo cadherina/catenina, se ha demostrado que MOC-31 es un
marcador ventajoso para sefialar la diferenciacion de células epiteliales. La expresion
reducida se ha correlacionado con una supervivencia deficiente en condiciones
cancerosas, hecho que podria estar relacionado con la diferenciacion, proliferacion e
invasion tumoral (Litvinov y col., 1997).

2.5.3. Conexina 43

Para garantizar la adecuada funcion en los tejidos, se requiere una comunicacion
intercelular rdpida entre las células y su microambiente. En condiciones fisiologicas

normales, las células responden a una serie de estimulos externos que incluyen
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mediadores solubles, la matriz extracelular circundante y su estroma vecino. Como tal,
las interacciones cé¢lula-célula y célula-matriz extracelular son mecanismos de
comunicacion integrales mediante los cuales se mantiene la homeostasis, para permitir
una sefializacion precisa en respuesta a estimulos tanto externos como internos. A nivel
celular, las moléculas de adhesion juegan un papel fenotipico critico, como lo demuestra
su multifuncionalidad al proporcionar soporte estructural y mediar en la organizacién
citoesquelética. Ademas, los complejos de adhesion, incluidas las uniones adherentes, las
uniones estrechas y las uniones gap, son necesarios para el inicio y la integracion de las
cascadas de sefalizacion que pueden parecer no relacionadas con su funcién canoénica
(Sinyuk y col., 2018).

Las uniones gap son canales intercelulares que conectan el citoplasma de las
células vecinas. Estos canales permiten la interaccion entre células regulando el
intercambio directo de mensajeros secundarios, metabolitos pequefos o iones
inorgénicos. Estas uniones gap estan ubicadas en la membrana plasmatica celular y estan
compuestas por dos hemicanales 1llamados conexonas que se ensamblan a partir de seis
subunidades proteicas oligomerizadas llamadas Cx. Las proteinas que componen las
subunidades de los hemicanales pueden ser homoméricas y constan de un solo tipo de
proteina de la familia de las Cx o heteroméricas / hetero-multimérico que consta de dos
o mas familias de Cx. Cuando los hemicanales de dos células opuestas se unen forman
una unién gap (Phillips y col., 2017).

En general, las Cx y uniones gap se encuentran en numerosos tipos de células en
todo el cuerpo, la expresion de estas proteinas varia segun el tipo de célula y a menudo
una misma célula expresa mas de una Cx (Aasen y col., 2016). Ademas, muchos tipos de
células co-expresan dos o mas Cx que pueden tener funciones superpuestas o distintas.
Por ejemplo, se ha demostrado que los queratinocitos expresan Cx-26, Cx-43, Cx-31y
Cx-30 (Wiszniewski y col., 2000).

El estudio de las uniones gap, la funcién de las Cx y el papel que juegan en el
desarrollo del céncer ha sido investigado en varias neoplasias; gran parte de estas
investigaciones se han centrado en torno a la hipotesis de que la pérdida de la
comunicacion intercelular es caracteristica de las células cancerosas, siendo un impulsor
de la tumorigénesis (Aasen y col., 2016; Phillips y col., 2017). Es importante destacar
que las Cx realizan tres funciones celulares principales. Permiten la comunicacion
intercelular de unidn gap entre células a través de los hemicanales, permiten ademas, la

comunicacion celular con el entorno extracelular y sirven como un sitio de interaccion
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proteina-proteina para regular las vias de sefializacion. Se ha descubierto que las propias
Cx promueven el crecimiento y la invasividad de las células tumorales, y han surgido
como dianas antitumorales atractivas debido a su diversidad funcional. Sin embargo, las
Cx también pueden servir como supresores de tumor y, por lo tanto, se necesita una
comprension completa de las funciones de las Cx y las uniones gap en condiciones
fisiologicas y patoldgicas antes de aplicar las estrategias terapéuticas (Sinyuk y col.,
2018).

Cx-43 es una proteina que se ha estudiado en una variedad de canceres humanos
que incluyen prostata, pulmoén, higado, cerebro y mama. La evidencia indica que las Cx,
incluida Cx-43, tienen papel supresor tumoral en tumores primarios, pero su papel en la
progresion del cancer y la metastasis es bastante controvertido (Phillips y col., 2017).
Estudios relacionados al cancer de mama humano sugieren que los niveles de Cx-43
aumentan o disminuyen con el estadio del cancer, de la misma manera que la localizacion
de Cx-43 en las uniones gap podria desempefiar un papel en la determinacion de la
gravedad de la enfermedad. Sin embargo, la evidencia apoya tanto roles pro como anti-
metastdsicos para Cx-43 y muchos informes indican que los niveles de Cx-43 son tanto
elevados como reducidos en cancer de mama (Phillips y col., 2017).

El estudio de las Cx en el cancer ha aumentado considerablemente y ha
demostrado ser mas compleja de lo que se habia hipotetizado originalmente. Actualmente
se acepta que las Cx tienen una amplia gama de funciones y no sélo funciones supresoras
de tumores. Por ejemplo, en células de melanoma de raton, se informo que la expresion
de Cx-26 desempefiaba un papel critico en la intravasacion y extravasacion de células
tumorales a través de la comunicacion gap heterdloga con células endoteliales,
vinculando la expresion de Cx con la invasion (Ito y col., 2000; Sinyuk y col., 2018).
Ademas, en multiples lineas celulares de cancer de prostata, la expresion de Cx-43 se
correlacion6 con la migracion de células tumorales. Por tanto, lejos de actuar
simplemente como un represor del crecimiento tumoral, la alta expresion de Cx también
puede asociarse con un mal prondstico (Zhang y col., 2015).

Si bien se ha descubierto que la expresion de Cx se correlaciona con un aumento
o una disminucion del crecimiento de las células cancerosas, dependiendo tanto de la
neoplasia como de la subunidad de Cx, todavia se desconoce exactamente qué moléculas
se intercambian entre las células tumorales. Dado el tamano de la familia de Cx, es dificil
precisar sus funciones exactas en la biologia del céncer, ya que existen mas de 20

subunidades de Cx en los seres humanos y cada una puede tener funciones diferenciales
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en la iniciacion, progresion y/o metastasis del tumor. Por tanto, es imperativo considerar
a cada miembro de la familia en el contexto del tipo de cancer especifico y su papel
funcional particular en lo que se refiere al fenotipo de la célula tumoral. Ademas, es
importante recordar que los estudios epidemioldgicos que comparan el estado funcional
de Cx con la aparicion del cancer y su progresion estan en gran parte ausentes. Como tal,
si bien la expresion de Cx se puede vincular al prondstico del paciente, es un desafio
estudiar la distribucion temporal de la sefializacion mediada por Cx a lo largo del curso
del desarrollo y crecimiento del cancer (Delmar y col., 2018).

Se describe su importancia en el desarrollo de osteoblastos y osteoclastos
(Lecanday col., 2000) y se sugiere que esta proteina contribuye a la diferenciacion de los
ameloblastos, con participacion en procesos patoldgicos dentales, pero es escaso el
conocimiento en el rol que desempefia durante el desarrollo de los TO (Al-Ansari y col.,
2018).

Al-Ansari y col. (2018) informaron que la expresion de Cx-43 est4 asociada con
la formacién de uniones comunicantes durante el desarrollo dentario, participando en la
amelogénesis, la dentinogénesis, la citodiferenciacion, asi como la deposicion y
mineralizacion de la matriz (Al-Ansari y col., 2018). Por otro lado, Silveira y col. (2023)
en base a los resultados obtenidos sobre la inmunomarcacién de Cx-43 en los FOA y FDA,
sugirieron que la proteina expresada de forma conjunta en el epitelio amelobléstico y el
mesénquima odontogénico, podrian resultar en la produccion de los tejidos mineralizados
(Silveira y col., 2023).

Zhong y col. (2015) encontraron sobreexpresion de Cx-43 y Cx-32 en muestras
de queratoquiste en comparacion con las de MB. Este estudio reveld por primera vez que
Cx-43 y Cx-32 estan regulados a la baja en los queratoquistes, sugiriendo una posible
asociacion con la regulacion del crecimiento, la antiapoptosis y la autofagia en esta
patologia odontogénica (Zhong y col., 2015).

2.5.4. Ki-67

El antigeno Ki-67, codificado por el gen MKI67 (10q26.2), es una proteina
nuclear no histonal que se presenta unida al 4cido desoxirribonucleico (ADN) (Cuylen y
col., 2016). Asimismo, se encuentra conformado por 3256 aminoacidos que en funcion
de su disposicion, se reconocen dos isoformas, de 345 y 395 kDa ( Liy col., 2015; Cuylen
y col., 2016; Sales Gil y Vagnarelli, 2018; Takkem y col., 2018; Jing y col., 2019; Dias
y col., 2021; Gadbail y col., 2021). Ademas, este antigeno, se destaca por el hecho de

encontrarse presente en todas las fases activas del ciclo celular (Gi, S, G2 y M), estando
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ausente solamente en las células en reposo (Go) (Watanabe y col., 2010; Li y col., 2015;
Bhuyan y col., 2018; Kintawati y Pramesti, 2019).

La proteina Ki-67 es sintetizada de forma continua desde el inicio de la fase S
hasta las primeras etapas de la fase M, disminuyendo su concentracion fuertemente en las
instancias finales de la misma (Liy col., 2015; Dias y col., 2021). De hecho, se le adjudica
a esta proteina funciones importantes para la integridad celular, tanto en la interfase como
en la mitosis (Cuylen y col., 2016; Sun y Kaufman, 2018; Sales Gil y Vagnarelli, 2018;
Dias y col., 2021). En este sentido, juega un rol clave en la conformacion de la capa
pericromosdmica (estructura que previene la agregacion de los cromosomas
condensados) en las primeras instancias de la fase M, mientras que, en la interfase es
responsable del mantenimiento de la integridad de la heterocromatina (Cuylen y col.,
2016; Sun y Kaufman, 2018; Sales Gil y Vagnarelli, 2018; Dias y col., 2021).

Aunque Ki-67 contiene varias regiones funcionales conservadas, la conservacion
de la secuencia primaria fuera de estas regiones es baja. Regiones principales de la
proteina Ki-67 incluyen un dominio asociado a la cabeza de horquilla N-terminal, una
proteina Dominio de unién de fosfatasa 1, una gran region central que comprende
repeticiones en tandem, y un dominio de uniéon a cromatina LR C-terminal (rico en
leucina/arginina) (Schluter y col., 1993). Ademas, el transcrito primario de MKI67
experimenta empalme alternativo, dando lugar a distintas isoformas proteicas.
Inicialmente se describieron dos variantes principales, con pesos moleculares
aproximados de 320 kDa y 350 kDa, que difieren entre si por la inclusion alternativa del
exon 7 (Gerdes y col., 1991).

Estudios sugieren que las isoformas de Ki-67 pueden impactar diferencialmente
en la proliferacion celular y la progresion del ciclo celular. En particular, el inicio de la
mitosis requiere la importacion activa de ciclina B3 al nticleo durante la transicion Go/M, y
la localizacién mitética de Ki-67 esta regulada por el equilibrio de la fosforilacion de
CDK/ciclina y la desfosforilacion de la proteina Dominio de union de fosfatasa 1. Por lo
tanto, Ki-67 estd implicado en las principales transiciones estructurales nucleares durante
la entrada mitotica y salida del ciclo celular (Schmidt y col., 2003).

Con la ayuda del anticuerpo para Ki-67 se puede establecer una determinacion
exacta y rapida de la fraccion de crecimiento de una determinada poblacion de células
humanas, independientemente de si es normal o maligna. Hasta ahora, se ha informado
de una correlacion significativa entre los valores medios de la fraccion de crecimiento

determinada con Ki-67 y la evaluacion histopatoldgica de malignidad en algunas
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entidades tumorales. Sugiriendo en algunos estudios que la evaluacion de la fraccion de
crecimiento con Ki-67 podria ser un marcador prondstico independiente (Gerdes y col.,
1991).

Desde su identificacion, el anticuerpo Ki-67 es reconocido por la mayor parte de
la comunidad cientifica como el biomarcador prototipo de proliferacion celular, debido a
que permite reconocer la fraccion total de células en proliferacion, es decir, la proporcion
de células tumorales que se encuentran en ciclo celular. De hecho, es utilizado de forma
rutinaria en el estudio de la agresividad tumoral, en la determinacion del potencial
maligno de las lesiones epiteliales, como parametro de clasificacién tumoral y como
indicador prondstico (Gonzalez-Moles y col., 2010; Gonzalez-Gonzélez y col., 2016;
Cortegoso y col., 2017; Marangon Junior y col., 2018; Takkem y col., 2018; Sales Gil y
Vagnarelli, 2018; Jing y col., 2019; Nazar y col., 2020; Dias y col., 2021; Gadbail y col.,
2021).

Estudios plantearon la posibilidad de que las contribuciones de Ki-67 a la
progresion del ciclo celular pudieran ser especificas del tipo celular, al menos en células
humanas. De hecho, estudios recientes han demostrado que los diferentes efectos del
agotamiento de Ki-67 sobre la progresion del ciclo celular humano estan correlacionados
con el estado de los puntos de control de Gi/S. Fibroblastos primarios humanos, asi como
lineas celulares diploides no derivadas de tumores son capaces de inducir el inhibidor de
la quinasa dependiente de ciclina proteina de punto de control p21 tras el agotamiento de
Ki-67. Por lo tanto, estas células se han denominado "Ki-67- sensibles”. p21 es necesaria
para la represion transcripcional por el Rb/E2F y complejos DREAM, los cuales reprimen
los genes necesarios para la progresion del ciclo celular durante las fases Gi/s. En lineas
celulares competentes en puntos de control de p21, el agotamiento de Ki-67 mediado por
ARNip (4cido ribonucleico) retrasa la entrada a la fase S y regula a la baja de forma
coordinada los niveles de ARNm relacionados con la replicacion del ADN (Sun y Kaufman,
2018).

Investigadores describen expresion de Ki-67 en TO epiteliales como el
ameloblastoma, TO epitelial calcificante, TO adenomatoide y en el queratoquiste
odontogénico, encontrando diferencias significativas en la expresion de Ki-67 en las
neoplasias con respecto a los gérmenes dentales de control; concluyendo que podria tener
relacion con la promocion del crecimiento tumoral, desempefiar un papel en la

oncogénesis, invasion y proliferacion de los TO epiteliales (Zhon y col., 2010).
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En cuanto al comportamiento de este biomarcador en patologia buco-maxilofacial,
se han publicado trabajos que evallian su inmunoexpresion en lesiones odontogénicas
como Jaafari-Ashkavandi y col. (2019) que demostraron la expresion de MCM3 y Ki-67
en quistes y TO frecuentes como el ameloblastoma, especialmente en lesiones mas
agresivas; estableciendo que podrian tener un papel en la patogénesis de estas lesiones y
podrian ser marcadores confiables para evaluar la actividad proliferativa (Jaafari-

Ashkavandi y col., 2019).

2.6. Generalidades del estudio genético en neoplasias

Las neoplasias en general son enfermedades genéticas, causadas por cambios en
ciertos genes que controlan la funcidon celular, especialmente la proliferacion. Las
mutaciones de la linea germinal pueden predisponer al riesgo de desarrollar cancer e
influir en la respuesta del huésped a la neoplasia. Las caracteristicas patologicas de
practicamente todos los tumores estan impulsadas por la adquisicion de mutaciones
somaticas que alteran los procesos que controlan la proliferacion celular, la movilidad y
la apoptosis (Morlan y col., 2009). Ciertos cambios génicos pueden causar la evasion
celular de los controles normales de crecimiento, permitiendo asi la transformacion y el
crecimiento neoplésico. La deteccion de mutaciones somaticas o de linea germinal tiene
el potencial de influir en la toma de decisiones en oncologia. Cada vez mas, las
mutaciones somaticas se han propuesto como biomarcadores para el pronostico del cancer
y la prediccion de la eficacia terapéutica (Morlan y col., 2009). Por tal motivo, cobra
importancia la realizacién de pruebas génicas en este tipo de pacientes a través de una
adecuada implementacion del asesoramiento genético para lograr un abordaje mas
integral y completo que permita a los pacientes tomar mejores decisiones entorno a sus
padecimientos. Al comparar la secuencia del ADN en las células neoplasicas con el de las
células normales, los cientificos pueden identificar los cambios genéticos especificos en
las células cancerosas que pueden estar impulsando el crecimiento del cancer de un
individuo. Esta informacidn es relevante en el momento de la toma de decisiones
terapéuticas, seleccionando las terapias mas eficaces con blancos terapéuticos obtenidos
del estudio genético (Monge y Herra, 2020).

2.6.1. BRAF

El gen BRAF localizado en el cromosoma 7q34, codifica una proteina
perteneciente a la familia raf de quinasas de proteina serina/treonina. Esta proteina

desempefia un papel en la regulacion de la via de sefializacion MAP kinasa/ERK que afecta

38


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jaafari-Ashkavandi%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30225187

la division celular, la diferenciacion y la secrecion. Las mutaciones en este gen, mas
comunmente la mutacidon V600E, son las mutaciones causantes de cancer mas
frecuentemente identificadas en el melanoma y en varios otros tipos de cancer,
incluyendo linfoma no Hodgkin, céncer colorrectal, carcinoma tiroideo, carcinoma
pulmonar no de células pequeiias, leucemia de células pilosas y adenocarcinoma de
pulmoén (Marranci y col., 2017).

Las cascadas de proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPK) son vias de
sefializacion claves que regulan una amplia variedad de procesos celulares, incluida la
proliferacion, diferenciacion, apoptosis y respuestas al estrés. La via MAPK incluye tres
quinasas principales, MAPK quinasa quinasa, MAPK quinasa y MAPK que activan y
fosforilan proteinas posteriores. Las quinasas reguladas por sefiales extracelulares ERK1
y ERK2 son serina-treonina quinasas ubicuas conservadas evolutivamente que regulan la
sefializacion celular tanto en condiciones normales como patologicas. La expresion de
ERK es fundamental para el desarrollo y su hiperactivacion juega un papel importante en
el desarrollo y la progresion del cancer. La via Ras / Raf / MAPK / ERK es la cascada de
sefializacion mas importante entre todas las vias de transduccion de sefiales MAPK y juega
un papel crucial en la supervivencia y el desarrollo de las células tumorales (Zaman y
col., 2019; Yan-Jun y col., 2020).

La cascada de quinasas de tres niveles que constituye la via de sefalizacion de
MAPK / ERK es una de las vias de sefializacion oncogénicas mejor estudiadas. La
activacion de esta via da como resultado una amplia gama de efectos que conducen a la
activacion transcripcional y la sefializacion del crecimiento celular. Es importante
destacar que, en condiciones normales, una serie de reguladores negativos de la
sefializacion de ERK son objetivos directos de la salida de ERK, estos circuitos de
retroalimentacion negativa aseguran que la duracion y la magnitud de la sefalizacion de
la via sean apropiadas para los estados fisiolégicos normales (Yan-Jun y col., 2020). El
ajuste fino de esta regulacion de sefializacion es crucial para mantener la homeostasis
normal y del crecimiento. La regulacion fisiologica de la sefializacion de MAPK se
desregula en muchos contextos de enfermedades, incluido el cancer (Downward, 2003).

En las células de mamiferos, hay tres proteinas RAF que son: ARAF, BRAF y CRAF
(también conocidas como RAF1). Los miembros de la familia RAF estdn compuestos por
los siguientes tres dominios conservados: 1, 2 y 3 (CR1, CR2, CR3), respectivamente. CR1
es un dominio autorregulador de union a RAS GTP, CR2 es una region rica en serina y CR3

es un dominio catalitico de proteina quinasa de serina / treonina que fosforila la secuencia
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consensuada en sustratos proteicos (McKay y col., 2011). Aunque las tres RAF quinasas
juegan un papel importante en la fisiologia normal, BRAF es la RAF quinasa principalmente
alterada en muchos tipos de canceres; por ejemplo, casi el 60 % de los melanomas, el 60
% de los canceres de tiroides, el 15 % de los canceres colorrectales y el 5-8 % de los
canceres de pulmon (Leicht y col., 2007). La especificidad biologica de BRAF (y no otros
RAF) como oncogén no se comprende completamente. Las posibles explicaciones son la
naturaleza especifica del tejido y del contexto de BRAF, de los niveles de regulacion y/o
expresion y/o su capacidad para activar MEK, en comparacion con craf’y araf que pueden
funcionar de manera mas amplia como genes "domésticos" (Downward, 2003).

La proteina BRAF contiene 766 aminodcidos; su region CR1 abarca el rango del
aminoacido 120 al 280. CR1 autoinhibe el dominio de quinasa CR3 para proteger a las
células de la cinética de reaccion inapropiada del sustrato de quinasa. Los aminoacidos
155-227 constituyen el dominio de unidon a RAS. Tras la union de RAS-GTP, esta region
libera la interaccion autoinhibidora CR1- CR3 para liberar CR1y cesa la inhibicion de la
quinasa. Los aminoacidos 234-280 constituyen un motivo de dedo de zinc que se une a
un ¢éster de forbol (diacilglicerol) que participa en el acoplamiento de la membrana RAF
después de la union de RAS-GTP. CR2, por otro lado, funciona como una bisagra para CR1
y CR3. CR3, una estructura de doble lobulo, contiene el dominio quinasa y abarca el rango
del aminodcido 457 al 717 (Avruch y col., 2001; Brennan y col., 2011). EI 16bulo N-
terminal mas pequefio se une al ATP, mientras que, el 16bulo C-terminal se une a las
proteinas del sustrato. El 16bulo N-terminal también contiene el lazo P que estabiliza la
union de ATP a través de la interaccion electrostatica con el grupo fosfato cargado
negativamente. Las interacciones hidrofobicas estabilizan la interaccion con el
nucledsido ATP (Brennan y col., 2011).

El gen BRAF mutado actia como gen impulsor en canceres de origen tisular
multiple, se han identificado aproximadamente 200 alelos mutantes de BRAF en tumores
humanos. Hasta ahora, se han caracterizado funcionalmente casi 30 mutaciones distintas
de BRAF (Jones y col., 2008), estas se pueden clasificar en tres clases segin su efecto
sobre la actividad del gen. Las mutaciones de clase 1 son independientes de RAS y
funcionan como un monomero activo. Por el contrario, el BRAF mutante de Clase 2
funciona como un dimero activo. Tanto las proteinas BRAF mutantes de Clase 1 como de
Clase 2 se vuelven en gran medida independientes de sus reguladoras RAS GTPasas. Este
desacoplamiento da como resultado la activacion constitutiva de BRAF que es

independiente de los estimulos para el crecimiento y la proliferacion en el cancer. Por el
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contrario, las proteinas BRAF mutantes de Clase 3 dependen de la sefializacion RAS para
una activacion optima (Bivona, 2019). Por tanto, la actividad de BRAF mutante de Clase
3 depende de los niveles de RAS-GTP. Es asi, que el bloqueo de la sefializacion RAS es una
estrategia terapéutica potencial para los tumores con mutaciones clase 3 en BRAF, en
contraste con las mutaciones de clase 1 o 2 (Jones y col., 2008; Zaman y col., 2019),

La via de sefializacion de BRAF detallada en la figura 9 muestra que en las células
normales, el estimulo del crecimiento externo activa el receptor tirosina quinasa y RAS
que transmite sefiales de crecimiento a la cascada de la ruta quinasa de MAPK. En los
canceres impulsados por BRAF el BRAF mutante (braf*) puede actuar en RAS
independientemente como monoémero (Clase 1) y como dimero (Clase 2) o actuar de
manera dependiente en RAS (Clase 3) para hiperactivar el crecimiento celular. Los
tumores de clase 1 y clase 2 responden a la terapia dirigida a inhibidores de BRAF (Zaman

y col., 2019).
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FIGURA 9. Senalizacion mediada por BRAF en células normales y cancerosas. Adaptado de

Cancers Targeting Oncogenic BRAF: Past, Present, and Future. Cancers (Zaman y col., 2019)

Se identificaron mutaciones BRAF V600E en TO como ameloblastoma,
carcinomas ameloblasticos, FA'y FOA. Tanto las neoplasias malignas odontogénicas como
los TO mixtos tienen mutaciones BRAF V600E en comun, pero con menor frecuencia que
la observada en el ameloblastoma (Oh y col., 2021). Se identificaron mutaciones

somaticas, activantes y mutuamente excluyentes en RAS-BRAF y FGFR2. También se
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identificaron mutaciones somaticas en SMO, CTNNB1, PIK3CA y SMARCB1. BRAF V600E
fue la mutacion mas comun, encontrada en el 62 % de los ameloblastomas, en los FA'y
FDA, pero no en otros TO. Esta mutacion se asocid con una edad de inicio mas joven, en
tanto que, los casos de BRAF tipo salvaje surgieron con mayor frecuencia en el maxilar
y mostraron recurrencias mas tempranas. Las células del ameloblastoma demostraron una
activacion constitutiva de la via MAPK in vitro. La proliferacion y la activacion de MAPK
fueron inhibidas de forma potente por el inhibidor de BRAF vemurafenib. Se sugiere que
la activacion de mutaciones de FGFR2-RAS-BRAF juega un papel critico en la patogénesis
de la mayoria de los casos de ameloblastoma. Las mutaciones somaticas en SMO,
CTNNBI, PIK3CA y SMARCBI1 pueden funcionar como mutaciones secundarias. Las
mutaciones de BRAF V600E tienen implicaciones tanto de diagndstico como de
prondstico. La respuesta in vitro del ameloblastoma a un inhibidor de BRAF sugiere un
papel potencial para la terapia dirigida (Brown y col., 2014).

You y col. (2019) encontraron la mutacion del gen BRAF en todas las muestras
analizadas de FA, dicha mutacion BRAF fue una mutacion puntual con una transversion
de timina-adenina en el nucledtido 1799 del exon 15, lo que resulté en un cambio en el
residuo 600 que sustituyo la glutamina por valina. Esta mutacion fue el activador mas
fuerte de la via de sefializacion RAS / RAF / MEK / ERK-MAPK. Esto ayudé a provocar una
mutacioén de ganancia de funcion debido a una sustitucion de V60OE. Muchos estudios
identificaron que BRAF regulaba la supervivencia, la apoptosis y la proliferacion de
células induciendo la activacion de las vias MAPK. Para los casos en estudio, ninguna de
las variables como edad, sexo, ubicacion, recurrencia y tratamientos tuvo una correlacion
estadisticamente significativa con la mutaciéon BRAF (Youy col., 2019).

2.6.2. PTCHI Y SMO

El gen PTCHI codifica un miembro de la familia de proteinas ptch y un
componente de la via de sefializacion erizo. La sefializacion erizo es importante en el
desarrollo embrionario y la tumorigénesis. La proteina codificada es el receptor de los
ligandos erizos que incluyen erizo sonico, erizo indio y erizo del desierto. Después de la
union por uno de los ligandos de erizo, la proteina codificada se trafica lejos del cilio
primario, aliviando la inhibicion del receptor acoplado a proteinas G, lo que resulta en la
activacion de la sefializacion (Hoyos y col., 2019).

La proteina codificada por el gen SMO es un receptor acoplado a proteinas G que

interacta con la proteina ptch. La proteina codificada traduce sefiales a otras proteinas
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después de la activacion por un complejo de proteinas erizo / proteina ptch (Hoyos y col.,
2019).

El gen hedgehog (erizo) original se hallé en Drosophila y su nombre se debe a la
apariencia del fenotipo mutante que daba origen a un embrioén cubierto de denticulos
puntiagudos con aspecto de un erizo. Presenta las siguientes tres formas o ligandos
homoélogos en los mamiferos: Sonic Hedgehog (Shh), Indian Hedgehog y Desert
Hedgehog. La via de sefializacion Shh es un sistema altamente conservado cuyo gen es
el mas ampliamente estudiado entre los de la familia hedgehog de los vertebrados.
Participa en la regulacion de la formacion y supervivencia de las células progenitoras en
el desarrollo embrionario animal orquestando la comunicacion entre diferentes tipos
celulares, su proliferacion, diferenciacion y especializacion (Ingham y Mcmahon, 2001).

Los diferentes tejidos y 6rganos requieren distintos niveles de expresion de Shh
en diversos estadios para el desarrollo normal y su funcionalidad, por lo que cualquier
alteracion de la actividad de la via puede derivar en alteraciones de los mismos a nivel de
control del desarrollo (Ingham y Mcmahon, 2001). La via también tiene funciones en el
adulto, las enfermedades asociadas con el mal funcionamiento de esta via incluyen al
carcinoma de células basales (Hoyos y col., 2019). Los componentes de la via de
sefializacion Shh son PTCHI, SMO, GLI 1, GLI 2, GLI 3 y SUFU (Hoyos y col., 2019;
Ingham y Mcmahon, 2001).

PTCHI es un receptor que presenta 12 dominios transmembrana y se une a
cualquiera de los tres ligandos Hedgehog con igual afinidad en mamiferos. Su gen
correspondiente se localiza en el locus 9922.3. Su funcion es inhibir a SMO por medio de
un mecanismo que no es conocido con exactitud, si bien se sugiere que se produce algun
tipo de cambio conformacional (Wilson y Chen, 2009).

PTCH]I acthia como un gen supresor tumoral de esta via, siendo también uno de
los genes diana regulados por g/i 1 (Tukachinsky y col., 2016). En ratones se ha visto que
los heterocigotos ptchl mutantes presentan anomalias similares a los pacientes con
sindrome de Gorlin, enfermedad hereditaria de caracter autosdémico dominante que se
caracteriza por presentar una triada clasica de multiples nevus, queratoquistes
odontogénicos e hiperqueratosis palmoplantar (Gorlin, 2004).

SMO es un receptor con 7 dominios transmembrana, del tipo “receptor acoplado
a proteinas G”, esencial para la activacion de la via Shh y conservado desde las moscas a
los humanos, localizandose en el cromosoma 7p32.3. Antes de ser activada la via Shh,

SMO se encuentra inhibido por PTCH]. Tras la union de Shh a PTCHI y a otros co-
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receptores, se produce la translocacion de SMO al cilio primario, posiblemente en
vesiculas, donde se inicia la transduccion de senal. Se discute como es dicha transduccion,
pero se plantea la cuestion de que existen varias vias que puede depender del tipo celular
o tejido, del momento del estado de diferenciacion de la célula o del organismo, asi como
de una serie de otros factores (incluidas las diferencias entre especies). Una de esas vias
conduce a la no fosforilacion de GLI, el cual se estabiliza y es capaz de iniciar la
transcripcion. SMO puede, ademads, funcionar como un oncogén y su activacion no
regulada conduce al desarrollo del cancer (Wilson y Chen, 2009).

Se han propuesto tres modelos, detallados en la figura 10, para explicar la
implicacion de la sefalizacion aberrante en el desarrollo y/o mantenimiento de la via Shh
dependiente del cancer, una de ellas ligando-independiente y otras dos ligando-
dependientes con distinto carécter, autocrino o paracrino (Rubin y Sauvage, 2006).

- Ligando-independiente: la via se activa de forma intrinseca mediante mutaciones
que implican pérdida de funcién en componentes inhibidores de la via, como
PTCHI y SUFU, o por medio de mutaciones que implican ganancia de funcion
de componentes activadores como SMO. Es la forma de activacion aberrante de
la via Shh que se reconocio en pacientes con carcinoma basocelular. Se presentan
alteraciones genéticas de la via, afectando a componentes que promueven el
crecimiento celular intrinseco y/o a propiedades de supervivencia de los tumores
(Teglund y Toftgard, 2010).

- Ligando-dependiente, autdcrina: Las células tumorales producen una activacion
autonoma de la via Shh. Aquellos tumores con elevada expresion de ligandos
Hedgehog en los que, sin embargo, no se identifican alteraciones genéticas de los
componentes de la via, como los de colon, mama, pulmén, pancreas, prostata,
glioblastomas o melanomas, sugieren que estos ligandos podrian ser la base de
una sefializacion autdcrina o yuxtacrina de la via Shh ligando dependiente
(Teglund y Toftgard, 2010).

- Ligando-dependiente, paracrina: las células de tumores de prostata, pancreas o
colorrectal, producen ligando Hedgehog, y las células estromales cercanas
responden mediante la produccion adicional de factores de crecimiento para
apoyar el crecimiento tumoral o su supervivencia, como el factor de crecimiento
insulinico y el factor de crecimiento endotelial vascular (Rubin y de Sauvage,

20006).
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Existe una variante de este modelo, el paracrino reverso, en el que las células
estromales secretan ligando Hedgehog afectando a la activacion de la via Shh en las
células tumorales, las cuales a su vez inducen la produccion de factores que mantienen la
secrecion de Hedgehog o inducen a otros factores promotores tumorales, como se ha

observado en linfoma no Hodgkin y mieloma multiple (Mar y col., 2011).
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FIGURA 10. Modelos de activacion de la via Sonic Hedgehog que contribuyen al cancer. A.

Activacion independiente del ligando. B. Activacion autocrina. C. Activacion paracrina. D.
Activacion paracrina inversa. Adaptado de The controversial role of the Hedgehog pathway in

normal and malignant hematopoiesis. Leukemia (Mar y col., 2011)

La proteina Shh se expresa en el epitelio dental e induce la expresion de gli /'y
PTCHI en el mesénquima (Mal¢i¢ y col., 2008). La actividad aberrante de la via Shh
ligada al cancer, se estableci6 a partir del descubrimiento de que las mutaciones causantes
de la pérdida de funcion en el gen PTCHI subyacian al sindrome del carcinoma
basocelular nevoide o sindrome de Gorlin, enfermedad caracterizada por desarrollar
carcinomas basocelulares en la piel a edad temprana que muestran, ademas, una elevada
incidencia de otras neoplasias como el meningioma, fibroma ovarico y rabdomiosarcoma
(Gorlin, 2004). Del mismo modo, se ha comprobado que las formas esporadicas de
carcinoma basocelular presentan frecuentemente mutaciones inactivadoras de PTCHI, o
menos habitualmente, mutaciones activadoras de SMO (Corcoran y Scott, 2001).
Asimismo, también se produce en varias neoplasias como el tumor neuroectodérmico
primitivo, algunos tumores de pulmon, intestino, prostata, ovario, estdmago o melanoma
(Berman y col., 2003; Karhadkar y col., 2004; Chen y col., 2007; Stecca y col., 2007).

Sweeney y col. (2014) a partir de un estudio con ameloblastomas, identificaron
mutaciones somaticas altamente recurrentes en dos vias clave de sefializacion del factor
de crecimiento o desarrollo, las vias Shh y MAPK. En total, el 39 % de los tumores tenian

mutaciones en SMO 'y el 46 % tenian mutaciones BRAF. Las mutaciones de SMO y BRAF

45



tendian a ser mutuamente excluyentes, lo que sugiere que estas alteraciones podrian
definir dos etiologias genéticas independientes para el ameloblastoma. Hubo cierta
correlacion entre el estado de la mutacion y los subtipos morfolégicos previamente
establecidos. Sorprendentemente, las mutaciones SMO exhibieron una marcada
preponderancia en ameloblastomas maxilares en comparacion con los casos
mandibulares, en cambio, las mutaciones BRAF exhibieron el patrén inverso, con una
frecuencia mas alta en mandibulares en comparacion con casos maxilares. Utilizando la
informacion disponible sobre el resultado clinico, observaron tendencia hacia una
recurrencia mas temprana para los tumores con mutaciones SMO, a diferencia de los que
poseian mutaciones BRAF que recurrieron dentro de los 3 afios posteriores al tratamiento
inicial (Sweeney y col., 2014).

Shimura y col. (2020) analizaron los exones completos de SMO, BRAF, PTCHI y
GNAS mediante secuenciacion de nueva generacion en 18 pacientes con enfermedades
odontogénicas. Obtuvieron como resultado que de los seis pacientes con ameloblastoma,
dos tenian la misma mutacion sin sentido en BRAF y un paciente con ameloblastoma
periférico tenia una mutacién sin sentido en PTCHI.De los siete pacientes con
queratoquiste odontogénico tenian algunos una mutacion sin sentido en PTCHI, BRAF'y
SMO. El paciente con O tenia mutaciones sin sentido en SMO, BRAF y PTCHI; en
cambio, la displasia cemento-Osea tenia mutaciones sin sentido en SMO y PTCH1, y el
tumor odontogénico adenomatoide tenia en SMO (Shimura y col., 2020).

2.6.3.CAVI

El gen CAV1 localizado en el cromosoma 7q31.2 codifica para la formacion de la
proteina Cav-1 ya descrita anteriormente, como el componente principal de las Caveola
ubicadas en la membrana plasmatica de la mayoria de los tipos celulares. El gen CAV1 es
un candidato a ser un gen supresor de tumores y un regulador negativo de la cascada Ras-
p42/44 MAPK. Los genes CAVI y CAV2 se encuentran proximos en el genoma,
concretamente en el cromosoma 7 y expresan proteinas que co-localizan formando
complejos heterooligoméricos estables. Mediante el uso de codones de iniciacion
alternativos en el mismo marco de lectura, se codifican dos isoformas (alfa y beta) de la
proteina a partir de un unico transcrito del gen (Fra y col., 1999).

Dado que Cav-1 es necesaria para la formacion de Caveolas, se expresa en la
mayoria de los tipos de células y tiene una amplia variabilidad de funciones e
interacciones moleculares, principalmente entre receptores de integrina y moléculas de

sefializacion intracelular, para las cuales los microdominios (uno transmembrana y dos
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citoplasmaticos) de la Caveolas son cruciales (Shimizu y col., 2017). Juega un papel
importante en varias funciones bioldgicas, como endocitosis, adhesion celular y
sefializacion celular (Sanchez-Romero y col., 2021).

Campos y col. (2019) realizaron una revision basada en el analisis de la dualidad
de funciones de CAV1 detallando su implicancia en el céncer, tanto como promotor o
como supresor de tumor. En esta revision, discutieron los mecanismos relevantes para el
desarrollo de la enfermedad metastdsica con un enfoque hacia los mecanismos intrinsecos
y/o extrinsecos asociados con la progresion de la enfermedad. En la figura 11 se muestra
la linea de tiempo que resume la evolucioén segin la comprension de los autores acerca
de la funcion CAV1. Los primeros estudios indicaron que al inicio de la linea de tiempo
se centraron en el papel estructural de la proteina y su funcién en el transporte de
colesterol. Luego, surgieron varios estudios relacionados con la presencia de CAVI con
la supresion de la sefializacion oncogénica y la transformacion celular correlacionada con
la pérdida de expresion del gen. En las etapas posteriores del cancer, a menudo se detectan
niveles elevados de proteina Cav-1 y se asocian con un fenotipo celular mas maligno
(metastasico), lo que indica que en este contexto, CA VI regula diferentes rasgos celulares.
Los mecanismos considerados hasta este punto estan vinculados a la funcion Cav-1
dentro de la célula (intrinseco). Mas adelante, se identifico que Cav-1 era una proteina
secretada con funciones extracelulares, dentro de ellas la mas relevante seria su

colaboracion para el desarrollo de enfermedades como el cancer (Campos y col., 2019).
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FIGURA 11. Linea de tiempo que resume la evolucion de la funcion de CAVI. Obtenido de
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En el contexto del cancer, CAVI es la isoforma que se asocia principalmente a
mecanismos tumorales, como transformacion maligna, angiogénesis, estadio tumoral,
metastasis, respuesta quimioterapéutica y prondstico (Sanchez-Romero y col., 2021).

Se ha informado que CAV'I estaria subexpresado en diferentes tipos de tumores
humanos, lo que sugiere una correlacion negativa entre su nivel de expresion y la
formacion y progresion del tumor, por lo que actuaria en estos casos como un supresor
de tumores. Sin embargo, se ha descubierto que CAV1 estd regulado positivamente en la
etapa tumoral avanzada de diferentes tipos de canceres, lo que demuestra su asociacion
con la invasidon y la metastasis. Los diferentes roles de CAVI en el cancer pueden
depender de la etapa del cancer y su interaccion con multiples moléculas de sefializacion
diferentes y tipos de células especificos, por lo que sigue siendo controvertido si CAV1
actiia como promotor o supresor de tumores (Gong y col., 2019).

Engelman y col. (1997) estudiaron la activacion de CAV1 por parte de oncogenes
en células NIH 313 (linea celular NIH3T3 obtenida a partir de fibroblatos embrionarios de
raton) con una forma activa de H-Ras, observando una regulacion negativa del nivel
transcripcional de cavl, mientras que, el tratamiento de estas células con un inhibidor de
la cascada de la quinasa Ras-p42/44 MAPK restituyo la expresion de CA V1 hasta alcanzar
los niveles normales (Engelman y col., 1997). Hay mas oncogenes implicados en la
regulacion negativa de CA V1 anivel transcripcional como HPV E6. En casi todos los casos,
el mecanismo de esta inhibicidén no se ha descrito, las excepciones incluyen la represion
por c-Myc y por la oncoproteina E6 del virus del papiloma humano. La activacion de c-
Myc reprime la expresion de CAVI a nivel transcripcional, y la oncoproteina E6
disminuye la expresion de CAV1 a través de la inhibicion de p53, porque en la secuencia
del promotor de CAV'I hay elementos de respuesta a p53 (Williams y col., 2003).

La decision de sobrevivir y proliferar o ir a la muerte celular programada, o
apoptosis, es esencial para el desarrollo, para mantener la homeostasis tisular y para
proteger de un dafio celular o gendmico. Las Caveolas/Caveolinas pueden estar
implicadas en la modificacion del balance entre sefales anti-apoptoticas y pro-
apoptdticas. Debido a la capacidad de unién y modulaciéon de Cav a diferentes proteinas
de vias de senalizacion, también podria regular, de manera similar, la accion de ciertos
oncogenes. Basandose en la capacidad de CAVI de inhibir la actividad de varios
oncogenes, se la ha propuesto como una proteina supresora de tumores (Mayoral y col.,
2007). Los experimentos de sobreexpresion de CAV indican que es un potente inhibidor

de vias proliferativas, puede interaccionar e inhibir moléculas implicadas en la
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supervivencia y proliferacion, puede suprimir la funcidon del receptor de Factor de
crecimiento epidérmico, de varios miembros de la cascada de quinasas Ras-p42/MAPK,
del receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas y de la fosfatidilinositol-3-
quinasa. Ademas, CAVles capaz de sensibilizar a las células hacia estimulos apoptéticos
y muerte celular inducida por acumulacion de ceramida, a través de un mecanismo
dependiente de la fosfatidilinositol-3-quinasa (Zundel y col., 2000).

Entre las funciones fisiologicas y de desarrollo de CAV1, se ha informado de su
expresion durante la odontogénesis en raton, particularmente en las etapas iniciales del
desarrollo dentario. Ademas, se observd un aumento gradual de CAVI en el epitelio
interno del esmalte, asa cervical y ameloblastos, al avanzar en los estadios. Esto sugiere
que CAV1 tiene un papel en el desarrollo de los dientes del raton, especialmente en la
diferenciacion y organizacion de los tejidos odontogénicos (Shi y col., 2016).

Sanchez y col. (2021) reportaron recientemente positividad para la proteina Cav-
1 en ameloblastomas y carcinomas ameloblasticos, asi como el aumento en la expresion
de la transcripcion del gen CA VI (Sanchez-Romero y col., 2021).

2.6.4. CTNNB1

La proteina codificada por el gen CTNNB/ ubicado en el cromosoma 3p22, forma
parte de un complejo de proteinas que constituyen uniones adherentes, necesarias para la
creacion y mantenimiento de las capas celulares epiteliales mediante la regulacion del
crecimiento y la adherencia entre las células. La proteina codificada también ancla el
citoesqueleto y puede ser responsable de transmitir la sefial de inhibicion de contacto que
hace que las células dejen de dividirse una vez que la capa epitelial estd completa (Dong
y col., 2016).

El gen CTNNBI proporciona instrucciones para producir una proteina llamada f3-
catenina, proteina presente en muchos tipos de células y tejidos, ubicada como ya
mencionamos, principalmente en las uniones adherentes que conectan las células vecinas
(Fodde y Brabletz, 2007). Juega un papel importante en la uniéon y comunicacion celular,
ademas, de participar como elemento esencial en la via de senalizacion Wnt. Ciertas
proteinas en esta via se unen a -catenina, lo que desencadena un proceso de varios pasos
que permite que la proteina se mueva hacia el nucleo celular. Una vez en el nticleo, -
catenina interactua con otras proteinas para controlar la expresion de varios genes
(Mantilla y col., 2015).

La via de sefializacion Wnt promueve el crecimiento, la proliferacion y la

diferenciacion celular. Se sabe que la sefalizacion Wnt estd involucrada en muchos
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aspectos del desarrollo antes del nacimiento. En los tejidos adultos, esta via juega un
papel en el mantenimiento y renovacion de las células madre, células que ayudan a reparar
el dafio tisular y pueden dar lugar a otros tipos de células (Fodde y Brabletz, 2007;
Katanaev, 2010; Mantilla y col., 2015).

-catenina es una proteina de 92 kDa, con 781 aminoacidos que consta de tres
dominios, amino-terminal, carboxi-terminal y central. El dominio amino-terminal (N-
terminal), de aproximadamente 150 aminoacidos, es la regién de unién a a-catenina, clave
en la interaccion célula-célula. En este dominio se localizan los sitios de fosforilacion de
las quinasas en la via de senalizacion Wnt/B-catenina, la glicogeno sintasa quinasa 38 y
la caseina quinasa la (Piedra y col., 2001). El dominio carboxi-terminal (C-terminal), de
100 aminoacidos aproximadamente, permite la interaccion con proteinas celulares para
su papel como factor de transcripcion de genes dependientes del factor de crecimiento de
células T/factor potenciador linfoide; genes como Cyclin D1, c-Myc y metaloproteinasas
de matriz celular MMP2, 3, 7,9, 13. El dominio central de 550 aminoacidos, esta formado
por una secuencia de 42 aminodcidos que se repite 12 veces, dominio conocido como
“repeticiones armadillo”; esta region que presenta una estructura en hélice, tiene como
funcidn la interaccion con proteinas como e-cadherina, axina, APC y Tct/Lef (Huber y
col., 1997).

La proteina -catenina, codificada por el gen CTNNBI, es el principal componente
de la via Wnt/B-catenina. La regulacion de esta via de sefializacion estd basada en la
presencia del ligando Wnt que produce la activacion; cuando la via esta activa se impide
la degradacion de la proteina B-catenina por accion de un complejo de proteinas conocido
como complejo de destruccion, conformado por quinasas, la proteina adenomatosis
poliposis Coli y la proteina axina. En ausencia del ligando Wnt la via no se activa y, como
consecuencia, la proteina B-catenina es fosforilada y posteriormente degradada en el
proteosoma, impidiendo sus funciones como factor de transcripcion y en la interaccion
célula-célula. Esta proteina participa también en la adhesion celular mediada por
cadherina, cuya desregulacion se ha asociado también con procesos oncogénicos debido
a la pérdida de la adhesion celular y al aumento de la capacidad de invasion de las células
tumorales (Mantilla y col., 2015).

B-catenina fue originalmente identificada por su asociaciéon con el dominio
citoplasmatico de las cadherinas y su papel en la adhesion celular dependiente de calcio.
Esta proteina es un componente principal en la adhesion célula-célula por interaccion con

la proteina cadherina (proteinas de adhesion intercelular); adicionalmente, -catenina
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regula la expresion génica a través de la via de sefializacion Wnt/B-catenina (Fu y col.,
2011).

B-catenina se encuentra en dos complejos moleculares que corresponden a estas
dos funciones: la el primera corresponde a B-catenina como parte de complejos de alto
peso molecular implicados en la adhesion celular mediada por e-cadherina; mientras que
en la segunda funcion de -catenina se encuentra en estado monomérico participando en
la sefializacion de la via Wnt/B-catenina. La coordinacion de estas dos vias es
fundamental para el control de los procesos como la formacion del eje y mesodermo en
el embrion, la diferenciacion de células madre y en procesos de patogénesis como la
carcinogénesis (Katanaev, 2010).

En la figura 12 se muestra el modelo de red molecular para la sefnalizacion de
CTNNBI con las redes extraidas para las vias del cancer, la via de sefializacion de Hippo
y la via de senalizacién de Wnt que se fusionan y muestran un modelo de red molecular.
Las moléculas de union de senalizacion Wnt y adherentes se cruzan a través de CTNNB,
por lo que CTNNBI activado induce la transcripcion de genes anti-apoptosis y genes pro-

proliferacion (Tanabe y col., 2016).
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FIGURA 12. Modelo de red para el gen CTNNBI. Obtenido de Gene expression and pathway
analysis of CTNNBI in cancer and stem cells. World Journal of Stem Cells (Tanabe y col., 2016)

La alteracion de la via de sefializacion Wnt/B-catenina se describe en diversas

neoplasias como el cancer de colon, cancer primario de higado, cancer de ovario y
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melanoma, entre otros (Mantilla y col., 2015). En neoplasias caracterizadas por alteracion
de la via de senalizacion Wnt/B-catenina son frecuentes las mutaciones en el gen
CTNNBI. Los cambios en la secuencia de este gen mas reportados se localizan en el exén
3 que codifica parte del dominio N-terminal de la proteina B-catenina en el cual se ubican
los residuos de serina y treonina, S45, T41, S37 y S33, blanco de las quinasas GSK3p y
CKla (Lee y col., 2007). Estas mutaciones producen cambios conformacionales en la
proteina que impiden su fosforilacion, lo cual resulta en la estabilizacién de B-catenina y
en su acumulacion citoplasmatica, posterior traslocacion al nticleo y en consecuencia,
transcripcion de los genes blanco de la via Wnt/B-catenina. Estas mutaciones en el exon
3 se han descrito en diferentes tipos de cancer incluyendo céncer de colon, de higado, de
ovario, en melanoma y en tumores desmoides (Fodde y Brabletz, 2007). El
hepatoblastoma, cadncer primario de higado, que se presenta principalmente en nifos, es
una neoplasia con alta frecuencia de mutaciones en el gen CTNNBI (Laurent-Puig y col.,
2001).

Pentheroudakis y col. (2014) demostraron que el 20.7 % de muestras de tumores
primarios de origen desconocido presentaban mutaciones en los exones 3, 4 y 5 del gen
CTNNBI; y que en el 19.5 % de los casos estas mutaciones estaban relacionadas con la
activacion de la via Wnt y asociadas con el mal prondstico de los pacientes
(Pentheroudakis y col., 2014). Las mutaciones S45A, T41A, S37A, S33A aumentan la
capacidad de transformacion de las células; pudiendo también afectar la proliferacion y
migracion celular. En ensayos in vitro con células MDCK, una linea celular no
transformada de células epiteliales con expresion de cadherina y componentes de la via
de senalizacion Wnt “wild type”, se observo que las mutaciones S37A y S33A generan
disminucion en la densidad celular, mientras que, las mutaciones T41A y S45A aumentan
el nimero de células en la fase Go del ciclo celular. Adicionalmente, en este modelo se
demostr6 que la mutacion S45A aumenta la migracion celular y los niveles de ARNm de
ciclina D1, un gen blanco de la activacion transcripcional por B-catenina (Provost y col.,
2005).

Gondak y col. (2020) reportaron mutaciones patogénicas en los genes CTNNBI y
apc, que forman parte de la via de sefializacion de Wnt, en areas sdlidas del tumor
odontogénico maligno con gran cantidad de material dentinoide. De acuerdo con la
activacion de la sefalizacion de Wnt, los tumores mostraron una fuerte acumulacion de

B-catenina en el citoplasma y en los nucleos (Gondak y col., 2020).
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Ohata y col. (2018) identificaron mutaciones del gen CTNNBI en el carcinoma
odontogénico de células fantasma, destacando la mutacion S33C, este hallazgo permitid
sugerir que CTNNBI podria ser un objetivo comun para la patogénesis de tumores
acompaifiados de células fantasma (Ohata y col., 2018).

(2006)

nuclear/citoplasmatica de B-catenina y la mutacion del gen CTNNBI en varios TO,

Miyake y col. examinaron la importancia de la expresion
reportandose mutacion en el codon 40 del exon 3 solo en un ameloblastoma, pero no en
el resto de los ameloblastomas y TO malignos. Estos hallazgos confirmaron que la
mutacion CTNNBI no es frecuente en el ameloblastoma y los TO malignos, aunque la
anomalia de la sefializacion de Wnt puede estar asociada con algunos de estos tumores
(Miyake y col., 2006). En la tabla 1 se resumen las caracteristicas generales de los genes

BRAF, SMO, PTCHI, CAV1y CTNNBI.

TABLA 1. Caracteristicas generales de los genes BRAF, SMO, PTCHI, CAVI1 y CTNNBI. Se
detalla el tipo de gen, la localizacion cromosoOmica, la via de sefializacion junto con la proteina y
sus funciones (Williams y Terence, 2005; Koike y col., 2010; Farias y Gomes, 2012; Brown y
col., 2014; Sweeney y col., 2014; Diniz y col., 2015; Twigg y col., 2016; Kim S, 2019; You y
col., 2019)

Gen Tipo Cromosoma Pr?telna Funciones ~ Yla .
codificada sefializacion
B-Raf Crecimiento,
BRAF Oncogén 7q34 (familia RAF) . d1V1519n y MAPK/ERK
diferenciacion
Supresor Formacion de Soni
PTCHI1 UPTESOt 919232 Patched 1 estructuras onie
tumoral . . Hedgehog
embrionarias
Oncogén o Endocitosis,
CAV1 g 7q31.2 Caveolin-1 adhesion y Ras-ERK
Supresor -
sefializacion
Regulacion y
Oncogén o . coordinacion
CTNNBI1 Supresor 3p22.1 B-catenina de la adhesion Wnt
célula-célula
Desarrollo Sonic
SMO Oncogén 7q32.1 Smoothened embrionario y
h . Hedgehog
omeostasis
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Capitulo 3 | Metodologia

En este capitulo se describe la metodologia utilizada para llevar a cabo el trabajo
de investigacion planteado y las etapas para el cumplimiento de los objetivos propuestos.
En primer lugar, se muestran las aprobaciones necesarias para la realizacion del trabajo,
incluyendo la aprobacion del comité de ética, entre otras (§ 3.1). Ademas se detalla el
disefio del estudio (§ 3.2), la obtencion de la muestra (§ 3.3), los criterios de inclusion y
exclusion propuestos (§ 3.4), asi como también los mecanismos de calibracion realizados
previo al inicio del trabajo de campo inmunohistoquimico (§ 3.5). En segundo lugar, se
separa la metodologia aplicada para el trabajo inmunohistoquimico y genético. Para el
estudio inmunohistoquimico se describe el procesamiento, el procedimiento de conteo y
el analisis estadistico utilizado (§ 3.6). Mientras que, para el estudio genético se detalla
el disefio de primers, el procesamiento y el analisis estadistico (§ 3.7). En tercer lugar, se
presenta la operacionalizacion de las variables utilizadas en el estudio (§ 3.8). Finalmente,
se exponen los recursos y financiacion (§ 3.9), ademas de la declaracion de conflictos de
interés (§ 4.0).

3.1. Consideraciones éticas

El proyecto fue registrado en la Unidad de Investigacion de la Facultad de
Odontologia con el numero 21-002, registrado en el Ministerio de Salud Publica con el
nimero 3948745 (anexo 1), aprobado por al Comité de Etica de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de la Republica en agosto del 2021 con el Exp. No.
091900-000084-21 (anexo 2) y aprobado por la Comision honoraria asesora del Instituto
Nacional de Donacién y Trasplante de Células, Tejidos y Organos (Indt), en setiembre
del 2021 (anexo 3).

El estudio se rigio por las consideraciones éticas respectivas a la investigacion con
seres humanos regulada a nivel nacional por el decreto del Poder Ejecutivo N° 379/008
del 4 de agosto de 2008.

Para asegurar la confidencialidad de cada individuo se utiliz6 un ID de
identificacion (n° de caso), no utilizando en ninguna de las instancias del proyecto el
nombre y apellidos reales de los pacientes seleccionados, asignandoles con este fin, un
codigo para su identificacion. Ademads, se limitd a la persona responsable del proyecto, el

acceso a toda informacion que pueda identificar a los pacientes seleccionados.
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3.2. Diseiio del estudio
Se realiz6 un estudio analitico, observacional, transversal y retrospectivo, basado en el
andlisis de muestras histopatologicas de archivo.

3.3. Obtencion de la muestra

La poblacion de estudio con 13.874 casos estuvo constituida por todos los
diagnésticos histopatologicos realizados y archivados en el Laboratorio de Anatomia
Patologica de la Facultad de Odontologia UdelaR, para el periodo comprendido entre
1958 y 2022, inclusive. A partir de la misma, se obtuvo una muestra representada por 20
casos con diagnostico histopatoldgico de ocho FA, un FDA y cinco FOA (incluyendo seis
diagnésticos de 0), todos conservados en bloques de parafina. Los O seleccionados fueron
complejos y se incluyeron aquellos més recientes y representativos, considerando que las
muestras en la evaluacion histolégica contaran con tejidos blandos y duros
representativos de la lesion para el procesamiento inmunohistoquimico. El tipo de
muestreo fue no probabilistico, por conveniencia. Las muestras para control (5 CPy 5 MB)
también estaban incluidas en bloques de parafina. Las muestras de MB se correspondieron
a biopsias donde estaba presente la MB sin patologias.

Los casos seleccionados que cumplieron con los criterios de inclusion y exclusion
planteados a continuacion, fueron sujetos a revision histologica, donde se rectifico el
diagnostico histopatologico de acuerdo a lo establecido por la OMS en 2005 (Barnes y
col., 2005). Dicha evaluacion se hizo en conjunto con la Profa. Dra. Verdnica Beovide,
experiente en el diagnostico histopatoldgico.

Segtin los criterios establecidos por la OMS en 2005, histopatologicamente el FA
consiste en hebras epiteliales ramificadas y anastomosadas que forman nidos de
diferentes tamafios, con un borde periférico de células columnares similar al epitelio
interno del esmalte y una zona central laxa, idéntica al reticulo estrellado. Las hebras
epiteliales se encuentran en un estroma rico en células mixoides con fibroblastos que se
asemejan a la papila dental. Cuando en los FA se observa dentina displésica se denominan
FDA, a diferencia de los FOA que presentan la histologia del FA con formaciones de tejidos
duros dentarios. Finalmente consideramos O aquellos casos donde la histologia se
presenta como una capsula de tejido conectivo laxo que contiene hebras o islas de epitelio
odontogénico, con formacion de dentina tubular o displasica y esmalte, con cemento que

puede ser escaso (Barnes y col., 2005).
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En el Laboratorio de Patologia Molecular Estomatoldgica de la Facultad de
Odontologia, UdelaR se realizé todo el procesamiento y analisis inmunohistoquimico, asi
como el estudio genético, a excepcion de la secuenciaciéon que se realiz6 con la
empresa Macrogen, Inc. (Corea del Sur), pero el analisis informdtico de las secuencias
se realiz6 en el Laboratorio de Patologia Molecular Estomatoldgica.

Se revisaron las fichas clinico-patologicas de cada uno de los casos seleccionados,
ingresando en la planilla electronica disefiada para la ejecucion del proyecto (apéndice 1),
las variables correspondientes a sexo, edad, localizacion del tumor y diagnostico
histopatologico.

3.4. Criterios de inclusion y exclusion

3.4.1. Criterios de inclusion

Se incluyeron aquellos especimenes con diagnostico histopatologico de FA, FDA,
FOA 'y O, conservados en bloques de parafina en condiciones dptimas de preservacion y
representatividad para el analisis inmunohistoquimico y genético.

Se incluyeron los diagnosticos con fichas clinicas completas, donde se detallara la
edad, sexo y localizacion de la lesion.

Se incluyeron como control para el anélisis inmunohistoquimico muestras con
diagnostico de CP, en tanto que, para el analisis genético, mediante reaccion en cadena de
la polimerasa cuantitativa con transcripcion inversa (RT-qPCR, por sus siglas en inglés,
Quantitative reverse transcription PCR), se incluyeron muestras de MB. Para
inmunohistoquimica los CP se seleccionaron por ser tejidos odontogénicos normales con
epitelio y mesénquima odontogénicos, esto permite comparar la expresion de
biomarcadores en un tejido asociado al desarrollo dentario. No se utilizaron gérmenes
dentarios debido a las limitaciones éticas. Para el estudio genético el uso de MB como
control en teoria proporciona ADN y ARN de calidad permitiendo obtener un nivel basal
de expresion génica.

3.4.2. Criterios de exclusion

Se excluyeron aquellos especimenes que al ser revalorados no fueron

diagnosticados histopatologicamente como FA, FDA, FOA 'y O.

Se excluyeron aquellos especimenes no representativos de la lesion en estudio.

3.5. Calibracion
Se determind la reproducibilidad intra e interobservador (McHugh, 2012; Witte y

Witte, 2017). En el conteo inmunohistoquimico la concordancia intraexaminador se
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realiz6 mediante el andlisis de diez muestras en dos momentos y para dos biomarcadores,
T1 (evaluacion inicial) y T2 (15 dias después). El intervalo de 15 dias entre T1 y T2 se
considerd adecuado para disminuir el sesgo del andlisis previo de las muestras en T1. La
calibracion interobservador siguiendo los mismos criterios, fue realizada conjuntamente
con la Dra. Natalia Tancredi (Profesora Adjunta de la Subunidad de Anatomia Patolégica
de la Facultad de Odontologia de la UdelaR). Si bien las observadoras, Gonzéalez y
Tancredi, realizamos cuantificaciones de manera independiente, sin conocimiento de las
cifras establecidas por la otra, previo al conteo y con el fin de establecer el grado de
concordancia interobservador, ambas analizamos y acordamos los criterios morfoldgicos
necesarios para el reconocimiento de las células positivas a los biomarcadores estudiados
en las laminas de inmunohistiquimica. Se utilizé el coeficiente de correlacion interclase
para el calculo del grado de concordancia inter e intraobservador para dos biomarcadores
(B1 y B2), obteniendo un coeficiente de correlacion interclase interobservador para B1 =
0,85 y B2 = 0,86 e intraobservador B1= 0,96 y B2 = 0,82. (Cortés-Reyes y col., 2010;
McHugh, 2012).
3.6. Estudio inmunohistoquimico

3.6.1. Procesamiento inmunohistoquimico

Se realizd el procesamiento inmunohistoquimico con pautas similares a otros
trabajos de investigacion publicados anteriormente por el equipo del Laboratorio de
Patologia Molecular de la Facultad de Odontologia de la UdelaR (Bologna-Molina y col.,
2013, Bologna-Molina y col., 2017; Sanchez-Romero y col., 2021). Se obtuvieron cortes
de 3 um de espesor, posteriormente montados en laminillas tratadas con poly-L-lisina.
Los cortes fueron desparafinados en la estufa a 45° C por 30 minutos y posteriormente
colocados en xilol por 5 minutos. Se hidrataron a continuacion en un tren de
concentraciones decrecientes de alcoholes (absoluto, 96 %, 80 %, 70 % y 50 %) y lavados
con agua destilada. Para el desenmascaramiento de los epitopes se realiz6 la recuperacion
antigénica con solucién de citrato de sodio 10mM (pH 6.2) en olla a presion en
microondas a potencia maxima (750 W) por 5 minutos, dejando enfriar a temperatura
ambiente y posteriormente lavando con agua destilada. Las peroxidasas enddgenas se
bloquearon con perdxido de hidrogeno (H202) al 0.9%, seguido por lavados con agua
destilada y solucion salina amortiguada con solucion salina de fosfatos pH 7.4 (PBS). Se
montaron las laminillas en placas cubiertas y colocadas en bastidores para la realizacion

de inmunohistoquimica por capilaridad. Se incubaron con los siguientes anticuerpos
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primarios: anti-Ki-67 (MIB-1; dilucién 1:100, Dako Corporation, EE. UU.), anti-Cav-1
(Caveolin 1; dilucion 1:100, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX), anti-MOC-31 (Ep-
CAM; diluciéon 1:100, Dako Corporation, EE. UU.) o anti-Cx-43 (CX-1 B1; diluciéon
1:100, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.), por un periodo de 60 minutos
a temperatura ambiente (tabla 2). Posteriormente, las secciones se incubaron con
anticuerpo anti-raton/anti-conejo biotinilado y con el complejo estreptavidina/peroxidasa
(LSA-B + Estreptavidina-biotina marcada, Dako Corporation, Carpinteria CA, EE. UU.)
durante 30 minutos cada uno, a temperatura ambiente. Los productos de la reaccion se
visualizaron con sustrato de 3,3’diaminobenzidina-H>O> (Dako Corporation, Carpinteria,
CA, USA). Las secciones fueron contratefiidas con hematoxilina de Mayer (Bologna-
Molinay col., 2013,2017; Sdnchez-Romero y col., 2021). Como control interno negativo,
se omitio el anticuerpo primario y como control externo positivo, se utilizaron muestras

de cancer de mama para MOC-31, Cav-1 y Ki-67, osteoblastos y osteocitos para Cx-43.

TABLA 2. Caracteristicas de los biomarcadores. Informaciéon extraida de los Kkits

inmunohistoquimicos de cada biomarcador utilizado

Anticuerpo Clona Dilucion  Expresion Empresa

Membrana Dako Corporation, EE. UU.

Anti-MOC-31 Ep-CAM Monoclonal ~ 1:100

Citoplasma
Membrana Santa Cruz Biotechnology,
Anti-Cav 1 Caveolin 1 Polyclonal 1:100
Citoplasma  Dallas, TX
Thermo Fisher Scientific,
Anti-Cx-43 CX-1 Bl UU  Monoclonal  1:100 Membrana
Waltham, MA, EE.
Anti-Ki-67 MIB-1 Monoclonal  1:100 Nuclear Dako Corporation, EE. UU.

3.6.2 Procedimiento de Evaluacion de la inmunomarcacion

Todas las ldminas histologicas objeto de estudio, tanto las tefiidas con
Hematoxilina-Eosina como las obtenidas por técnica de inmunohistoquimica, fueron
pasadas a formato digital con el sistema de adquisicion y procesamiento de imagenes
Motic VM 3.0 Digital Slide Scanning System. En la figura 13 se muestra, a modo de
ejemplo, como se observa con este software una zona de la ldmina digitalizada de un FA
tefiido con Hematoxilina-Eosina.

En primera instancia, se visualizd la seccion tefiida con Hematoxilina-Eosina de

cada muestra de TO, confirmando el diagnostico histopatolégico. En cada caso, con el
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sofware Motic VM 3.0 — Motic Digital Slide Assistant (version 1.0.7.46, Copyright Motic
China Group Co., Ltd.2017) a 10x de magnificacion, se seleccionaron las dreas con mayor
representacion de la lesion, evitando zonas con alteraciones o con pliegues tisulares.
Posteriormente, a 20x de magnificacion se eligieron los cuatro campos mas
representativos y a 40x de magnificacion, se realizd la micrografia para su posterior
analisis con el software Image J (1.52v, Wayne Rasband, National Institutes of Health,

USA).
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FIGURA 13. Lamina digitalizada de un Fibroma ameloblastico tefiido con Hematoxilina-Eosina,
visualizado con el software Motic DS Assistant. El software Motic VM 3.0 — Motic Digital Slide
Assistant permite evaluar las laminas histologicas que han sido escaneadas de forma muy similar
a la visualizacion obtenida con el uso del microscopio optico. Magnificacion de la imagen es de

0.86x

Para la positividad citoplasmdtica y/o membranosa de Cav-1, MOC-31 y Cx-43,
la cuantificacion se realiz6 de acuerdo con la escala semicuantitativa de la tabla 3
(Bologna-Molina y col., 2017). Evaluamos el porcentaje de expresion, sin considerar la
intensidad de coloracion, usando una escala aplicada en trabajos anteriores de
investigacion realizados en el Laboratorio de Patologia Molecular (Bologna-Molina y
col., 2017). Se consider6 una puntuacion de 0 ("esencialmente sin tincién") para la tincion
inmunohistoquimica negativa o positiva de < 5 % de las células, + ("Débil-moderado")

para tincion de 5 % a 50 % de las células y ++ ("fuerte positivo") para tincion positiva >
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50 %. Las reacciones se consideraron positivas al observar marcacion celular con un
patron de tincion membrana y/o citoplasma para MOC-31 y Cav-1; membranoso para Cx-

43 (Bologna-Molina y col., 2017).

TABLA 3. Escala semicuantitativa utilizada para el conteo inmunohistoquimico de Cav-1, MOC-

31 y Cx-43 (Bologna-Molina y col., 2017)

Puntuacién Escala semicuantitativa Tincion
0 Esencialmente sin tincion Negativa o <5 %
+ Débil-moderada >5%y<50%
++ Fuerte positivo >50%

La cuantificacion de Ki-67 se llevo a cabo considerando como células positivas
aquellas cuyo nucleo se tifio de marrén, independientemente de la intensidad de la tincion.
Los nucleos positivos podian mostrar una tincion uniforme o con zonas de mayor
marcacion (grumos). Se consideraron negativas, aquellas células que no presentan el
nucleo marrén (Jing y col., 2019; Bismah y col., 2020). Se contabilizaron en un aumento
al 40x, 1000 células neoplasicas y el nimero de células positivas para Ki-67. El grado de
positividad para cada caso se determin6 como el indice de proliferacion denominado en
la bibliografia como Indice de etiquetado, estableciendo el porcentaje de células positivas
en el nimero total de células evaluadas. El indice de proliferacion para Ki-67 se determin6
de la siguiente forma: (Numero de células positivas para inmunohistoquimica / Numero
total de células observadas) x100 ( Jing y col., 2019; Bismah y col., 2020; Dias y col.,
2021).

3.6.3. Analisis estadistico del estudio inmunohistoquimico

Todos los datos clinico-patoldgicos y la inmunoexpresion de los biomarcadores
se registraron en una planilla electronica Excel. Se realizd estadistica descriptiva de los
datos a través de medias y desviaciones estdndar para las variables continuas, y
distribucion de frecuencias para las variables categoricas. Se presentan los datos en tablas
para organizar y resumir la variabilidad en las observaciones realizadas.

Para evaluar el patron de expresion inmunohistoquimica se aplicé un modelo de
regresion logistica de efectos mixtos. Para comparar la expresion y establecer el grado de
similitud se realiz6 un modelo de comparacion multiple post-hoc y la prueba de Mann-
Whitney. Adicionalmente, se utilizaron tablas de contingencia con pruebas de chi-

cuadrado para evaluar la relacion entre la expresion y las variables clinicas. Se utilizo el
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paquete estadistico Stata y los resultados se consideraron significativos con un valor p <
0,05 (Witte y Witte, 2017). Los graficos se realizaron con el software GraphPad prisma
v. 8.0.0.

3.7. Estudio genético

3.7.1. Diserio de primers para PCR convencional y RT-qPCR

Para determinar la presencia de posibles cambios a nivel de la secuencia de los
genes BRAF, SMO, PTCHI, CAV1Y CTNNBI en el FA,FDA, FOAy O se disefiaron primers
especificos para PCR convencional para los genes mencionados y el gen GAPDH (gen
normalizador) utilizando el programa de libre acceso Primer-BLAST NCBI. Se verificé la
especificidad de los primers frente al genoma humano, utilizando la herramienta de
acceso libre Basic Local Alignment Search Tool.

Previo al disefio, se realizé una busqueda bibliografica con la finalidad de incluir
en las secuencias de los primers las mutaciones genéticas ya reportadas en patologias de
la esfera bucomaxilar, principalmente en aquellas de origen odontogénico (tabla 4)
(Williams y col., 2005; Koike y col., 2010; Farias y col., 2012; Brown y col. 2014;
Sweeney y col. 2014; Diniz y col. 2015; Twigg y col. 2016; Kim y Jeong, 2019; You y
col. 2019).

Se realiz6 el analisis termodinamico de los primers que se disefiaron para evitar la
complementariedad, tanto dentro del primer como entre los primers, evitando la
formacion de homodimeros, horquillas (hair pin en inglés) y heterodimeros.
Considerando como parametros de seleccion o rechazo, la ubicacién y nimero de
horquillas, un AS menor a 30 y AG menor a 3. Para los dimeros de primers estudiamos la
probabilidad de unién, el nimero, ubicacion y el AG al cual se generarian esos dimeros.

Por otro lado, para establecer cambios en los niveles de expresion de los genes en
estudio mediante RT-qPCR en las muestras de FA, FOA, FDA y O, se realiz6 el disefio de
primers especificos para los genes BRAF, SMO, PTCHI, CAVI, CTNNBI y el gen
GAPDH (gen normalizador), utilizando los mismos programas y realizando el mismo
analisis.

Debido a la heterogeneidad celular de la mayoria de los tumores solidos, las
mutaciones somaticas en un gen pueden estar presentes en baja cantidad dentro de un
fondo muy alto de secuencia del gen tipo salvaje, que puede diferir del mutante en un solo
nucledtido, por tal motivo para el diseno de los primers del gen BRAF utilizamos lo

establecido por Morlan y col. (2009), que basado en la tecnologia de PCR en tiempo real
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TagManH, combina la PCR especifica de alelo con un reactivo de bloqueo para suprimir

la amplificacion del alelo salvaje (Morlan y col., 2009).

TABLA 4. Mutaciones reportadas de los genes BRAF, SMO, PTCHI, CAVI1 y CTNNBI en
patologias de la esfera bucomaxilar (Williams y Terence, 2005; Koike y col., 2010; Farias
y Gomes, 2012; Brown y col., 2014; Sweeney y col., 2014; Diniz y col., 2015; Twigg y
col., 2016; Kim S, 2019; You y col., 2019)

Genes Mutaciones reportadas
BRAF V600E
PTCHI P1164L /P1164H / P1164R
CAV1 P132L
CTNNB1 S33P /S33C/S33Y / S33F / S33L / S45F /S45C /S45P
SMO L412F

3.7.2. Procesamiento genético

Primeramente, para determinar la presencia de posibles cambios a nivel de la
secuencia de los genes BRAF, SMO, PTCHI, CAVIy CTNNBI en el FA,FDA, FOAY O, se
extrajo el ADN utilizando el kit Quick-DNA FFPE Miniprep (Zymo Research, USA),
ajustando la temperatura para mejorar el crosslinking. Se realizaron las PCR
convencionales, utilizando el kit Ranger Mix DNA Polymerase (Bioline Meridian
LifeScience, EEUU) y los primers disefiados con sus respectivas temperaturas de
annealing en el termociclador Mastercycler Nexus (Eppendorff). Los productos de PCR
se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 3%. Se purificaron los productos
utilizando el kit Universal DNA Purification (PCR y Gel, Tiangen, Beijing) y se realiz6
la secuenciacion bidireccional con la empresa Macrogen, Inc. (Corea del Sur).

Por otro lado, se analizaron las muestras de FA, FOA, FDA y O para determinar
cambios en los niveles de expresion de los BRAF, SMO, PTCHI, CAV1 y CTNNBI
mediante el analisis de RT-qPCR. Se extrajo el ARN total de las muestras utilizando el kit
de extraccion Quick-RNA FFPE Kit (Zymo Research, USA). Se utiliz6 como grupo
control tejido proveniente de MB, por lo que también se le extrajo el ARN total.

Las transcripciones inversas se realizaron utilizando el SuperScript® III Frist-
Strand Synthesis para RT-PCR (Life Technologies, EEUU) con primers oligo-dT, de

acuerdo con las instrucciones del fabricante utilizando el termociclador Mastercycler
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Nexus (Eppendorff). El ARN y el ADNc obtenidos se cuantificaron utilizando un
espectrofotometro NanoDrop DS-11 (Denovix, EE. UU.).

Las RTq-PCR se amplificaron usando el termociclador del sistema de PCR en
tiempo real DTlite (DNA Technology, Rusia), se llevd a cabo utilizando Brilliant®
SYBR® Green (Bioline Meridian Life Science, EEUU) y los primers disefiados con una
temperatura de annealing de 60 °C. Ademas, de la fase de amplificacion donde se
cuantifico el producto obtenido, se realiz6 una curva de disociacién para observar la
formacion de un unico producto y corroborar la ausencia de dimeros de primers. Todos

los ensayos se realizaron por triplicado.

3.7.3. Andlisis estadistico de los resultados de la secuenciacion y
expresion genética

Una vez obtenidas las secuencias, se analiz6 el perfil alélico de cada muestra
mediante la alineacion independiente de ambas secuencias de genes utilizando el
programa de acceso libre Chromas Technelysium DNA Sequencing (Technelysium Pty
Ltd, South Brisbane QLD, Australia).

Por otro lado, las variaciones en los niveles de transcripcion se analizaron
utilizando el método 224¢T (Livak y Schmittgen, 2001). Los valores de Ct
proporcionados por la instrumentacion de PCR en tiempo real se importaron a una hoja
de célculo del Software Microsoft Excel. Se analizaron mediante el método 2-44CT,
tratando cada muestra por separado y promediando los resultados después de los célculos
para cada gen.

Usando el método 2-24€T, los datos se presentan como el cambio de veces en la
expresion génica de los genes de interés en los tejidos tumorales con relacion a los niveles
de expresion en los tejidos de control (MB); normalizados con la expresion del gen de
referencia endogeno.

Los niveles de expresion fueron categorizados de la siguiente manera: Sin
expresion (ausencia de amplificacion detectable del gen de interés), Expresion basal
(niveles de expresion génica comparables a los observados en tejidos control,
representando la expresion constitutiva del gen), sobreexpresion o subexpresion (niveles
superiores o inferiores con respecto a la expresion basal, evidenciando una mayor o menor
actividad transcripcional del gen analizado, respectivamente). Para la determinacion de
la expresion del gen BRAF, se evalud la presencia de su forma mutada y de tipo salvaje

(wild-type)
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Para la significacion estadistica se utilizo un test t de Student no paramétricos y se
consideraron significativos con un p-valor <0,05. Los analisis estadisticos y los graficos

se realizaron en el software GraphPad prisma v.8.0.0.
3.8. Operacionalizacion de las variables

3.8.1. Variables dependientes
- Expresion de MOC-31y Cav-1 en el FA, FOA, FDA 'y O (cuantitativa ordinal): se considera
positiva la tincién inmunohistoquimica membranosa y/o citoplasmatica mayor al 5 % de
las células.
- Expresion de Cx-43 en el FA, FOA, FDA y O (cuantitativa ordinal): se considera positiva
la tincién inmunohistoquimica membranosa mayor al 5 % de las células.
- Expresion de Ki-67 en el FA, FOA, FDA y O (cuantitativa ordinal): porcentaje de células
positivas: Numero de células positivas x 100 / Numero total de células observadas.
- Expresion de los genes BRAF, SMO, PTCHI, CAV1 y CTNNBI en el FA, FOA, FDA'y O
(cuantitativa de intervalo): se cuantifica y reporta como cuantas veces mas 0 menos se
expresa el gen en el tejido tumoral con respecto al tejido de control.
- Cambios a nivel de la secuencia en los genes BRAF, SMO, PTCHI, CAV1 y CTNNBI
en el FA, FOA, FDA y O (categorica nominal): se reporta si tiene SNV (Single Nucleotide
Variant, por sus siglas en inglés) y si es en homogénea o heterogénea (tabla 5).

3.8.2. Variables independientes
- Sexo: masculino y femenino, segtn lo establecido en la ficha histoldgica.
- Edad: en aios, seglin lo establecido en la ficha histoldgica.
- Localizacion: mandibular o maxilar, topografia de acuerdo a lo informado en la ficha

biopsica (tabla 5).

64



TABLA 5.Operacionalizacion de las variables

Variable Tipo de variable Operacionalizaciéon

Expresion de MOC-31 en FA, Dependiente Se considera positiva la tincion

FDA, FOA y O Cuantitativa ordinal ~ membranosa y/o citoplasmatica mayor al 5

(+o-) % de las células
Expresion de Cav-1 en FA, Depegdientel Se considera.positivarla.l tincion
FDA. FOA v O Cuantitativa ordinal ~ membranosa y/o citoplasmatica mayor al 5
’ Y (+o-) % de las células
. D dient . .. .,
Expresion de Cx-43 en FA, e.per.l en e. Se considera positiva la tincion
Cuantitativa ordinal

FDA y FOA membranosa mayor al 5 % de las células

(to-)

. . D ient , , .
Expresion de Ki-67 en FA, e.per.ldlen e. IP: Nmero de células positivas para x 100
Cuantitativa ordinal

FDA,FOAy O %) / Numero total de células observadas
(V]

Se cuantifica y se reporta cuantas veces

., mas o menos se expresa el gen en el tejido
Expresion de los genes BRAF, P g )

S Cavry Dk g s b
CTNNBI en el FA, FDA, FOA . . ., . .
intervalo amplificacion), basal (nivel de referencia),
yO . .y
1 (expresion aumentada) y | (expresion
disminuida).
Cambios a nivel de la secuencia
en los genes BRAF, SMO, Dependiente Se reporta si tiene SNV en una o dos
PTCHI, CAV1y CTNNBl enel  Categoérica nominal hebras.
FA, FOA,FDAy O
Edad Independiente Afos
Sexo Independiente masculino y femenino
Localizacion Independiente mandibular o maxilar

NOTA: FA (Fibroma ameloblastico). FDA (Fibrodentinoma ameloblastico). FOA (Fibro-odontoma ameloblastico). O
(Odontoma). SNV (Single Nucleotide Variant, por sus siglas en inglés).

3.9. Recursos y financiacion

Se utilizaron las instalaciones, equipamientos, insumos, muestras y recursos
humanos de los Servicios de Anatomia Patologica y Patologia Molecular Estomatologica,
del Departamento de Diagnodstico en Patologia y Medicina Oral, de la Facultad de
Odontologia, UdelaR.

La financiacion fue obtenida mediante “CSIC iniciacién a la investigacion 20217,
siendo la responsable la Dra. Natalia Gonzilez y “Grupos CSIC 2018, siendo el
responsable el Dr. Ronell Bologna.

Equipamiento existente para el procesamiento inmunohistoquimico: Kits de
inmunohistoquimica para los cuatro biomarcadores del estudio, horno de microondas,
freezer -20 °C, plancha con agitacion y calor, microscopios, tren de tinciones horizontal,

olla a presidbn para recuperaciébn antigénica, coverpaletes y racks para
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inmunohistoquimica por capilaridad, vasos de coplin, micrétomo, incluidor de parafina,
horno de incubacion y desparafinizacion, kit de micropipetas.
Equipamiento y reactivos existente para el estudio genético:

- Reactivos: kit de extraccion Quick-RNA FFPE Kit (Zymo Research, USA), kit
Quick-DNA FFPE Miniprep (Zymo Research, USA), sistema SuperScript® III
Frist-Strand Synthesis para RT-PCR (Life Technologies, EE. UU.), oligo-dT,
Brilliant® SYBR® Green q-PCR (BiolineMeridian LifeScience, EE.UU.),
electroforesis en gel de agarosa al 3%, kit Universal DNA Purification (PCR y
Gel, Tiangen, Beijing).

- Equipos: camaras de electroforesis (horizontal y vertical), pHmetro portatil,
fuente de poder, balanza estdndar, microcentrifuga, vortex, micropipetas, Cabina
de PCR (JS 997868. BLASOR, Uruguay), espectrofotometro NanoDrop DS-11
(Denovix, EE. UU.), termociclador para PCR convencional (Mastercycler® nexus
gradiente, Eppendorf Research, Alemania) y para PCR en tiempo real (DTlite,
DNA Technology, Rusia).

4.0. Declaracion de conflictos de intereses
Los responsables y participantes de este trabajo de investigacion declaran no tener

conflicto de intereses durante su desarrollo y ejecucion.

Capitulo 4 | Presentacion y analisis de los resultados

En el siguiente capitulo se muestran los resultados obtenidos del proceso de
investigacion. En primer lugar, se realiza un andlisis descriptivo de las variables
clinico-patologicas de los TO en estudio (§ 4.1). En segundo lugar, se describen los
patrones de expresion (cuantificacion y localizacién) de los anticuerpos estudiados,
detallando las asociaciones encontradas entre la inmunoexpresion de Cav-1, MOC-31,
Cx-43 y Ki-67 en las diferentes neoplasias y las variables clinico-patologicas (§ 4.2). Por
ultimo, se presentan los resultados del procesamiento y andlisis genético. Donde se
muestra el disefo de los primers para BRAF, SMO, PTCHI, CAV1, CTNNBI y GAPDH
(§ 4.3), seguido de los resultados obtenidos para la cuantificacion de la expresion genética

(§ 4.4) y la determinacion de mutaciones (§ 4.5).
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4.1. Analisis descriptivo de las variables clinico-patologicas de los tumores
odontogénicos

En el presente trabajo se incluyeron cinco pacientes con FOA, uno con FDA, ocho
con FA, seis con diagnoéstico de O complejo y cinco CP, conformando una muestra de 20
casos (mads cinco controles).

Si analizamos la muestra de TO sin incluir los CP, trece fueron hombres (65 %) y
siete mujeres (35 %), con un rango etario de 4 a 68 afos y una media de 23 afios. Del
total, trece se ubicaron en la mandibula (65 %) y siete en el maxilar (35 %).
Adicionalmente los CP, que fueron seleccionados al azar, se presentaron en mujeres y en
la mandibula, con una media de edad de 28 afios, datos que se muestras en las tablas 6 y
7.

Si analizamos cada patologia de forma individual, podemos ver que los FOA se
localizaron todos en la mandibula, el 60 % en hombres con una media de 12 afios y un
rango etario de 4 a 16 afios, en tanto que, los FA se ubicaron de igual manera en maxilar
o mandibula, un 62,5 % fueron masculinos con un rango etario de 5 a 68 afios y una media
de 27 afios. El FDA se localizé en la mandibula, en un masculino de 24 afios. Los O
seleccionados al azar para el estudio se localizaron el 50 % en la mandibula, 67 % en el

sexo masculino, con una media de 23 afios en un rango etario de 8 a 53 afios.
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TABLA 6. Caracteristicas clinico-patologicas de los tumores odontogénicos. Datos obtenidos de
los archivos del Laboratorio de Anatomia Patoldgica del Departamento de Diagnostico en

Patologia y Medicina Oral, Facultad de Odontologia de la UdelaR

N° caso Diagnéstico HP Edad (aiios) Sexo localizacion
1 FDA 24 M Mandibula
2 FOA 15 M Mandibula
3 FOA 15 F Mandibula
4 FOA 16 F Mandibula
5 FOA 14 M Mandibula
6 FOA 4 M Mandibula
7 FA 20 F Mandibula
8 FA 33 M Maxilar
9 FA 20 F Mandibula
10 FA 5 M Mandibula
11 FA 31 M Maxilar
12 FA 23 F Maxilar
13 FA 68 M Maxilar
14 FA 19 M Mandibula
15 o 53 F Mandibula
16 o 20 M Mandibula
17 o 14 M Maxilar
18 o 8 F Maxilar
19 o 27 M Mandibula
20 o 16 M Maxilar
21 CP 9 F Mandibula
22 CP 38 F Mandibula
23 CP 26 F Mandibula
24 CP 55 F Mandibula
25 CP 12 F Mandibula

Nota: HP (histopatologico). FA (fibroma ameloblastico), FDA (fibrodentinoma ameloblastico), FOA (fibro-odontoma
ameloblastico), O (odontoma) y CP (capuchon pericoronario). F (femenino) y M (masculino)
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TABLA 7. Resumen de las caracteristicas clinico-patoldgicas de los tumores odontogénicos. Datos
obtenidos de los archivos del Laboratorio de Anatomia Patologica del Departamento de

Diagnostico en Patologia y Medicina Oral, Facultad de Odontologia de la UdelaR

Parametros clinico-patologicos Pacientes
Sexo n (%)
Femenino 7 (35.0)
Masculino 13 (65.0)
Edad en aiios. Media (rango) 23 (4-68)
Localizacion n (%)
Mandibula 13 (65.0)
Maxilar superior 7 (35.0)

4.2. Patrones de expresion de los biomarcadores en los tumores
odontogénicos y su asociacion con las variables clinico-patologicas

Los anticuerpos utilizados se seleccionaron en base a los reportes de la literatura,
considerando la expresion de las proteinas en patologias de origen odontogénico. Se
determind la localizacion y el porcentaje de expresion de los biomarcadores empleados
(Cav-1, MOC-31, Cx-43 y Ki-67) tanto en globalidad como para cada neoplasia
odontogénica de forma individual. Se agruparon para el andlisis estadistico los FOA y FDA,
debido a la presencia de un solo caso de FDA y la consideracion de que son, segun la OMS,
neoplasias con similar comportamiento biologico (Speight y Takata, 2017; Vered y
Wright, 2022).

Cav-1 se expresdé en 17 neoplasias odontogénicas (85 %) con una tincion
membrana-citoplasma de moderada (+) a intensa (++) a nivel de los ameloblastos, zonas
de reticulo estrellado, mesénquima odontogénico y zonas de papila dental en los O (figura
14). Se observé expresion en el 100 % de los FOA/FDA, 83.3 % de los 0y 75 % de los FA,
con menor tincidén en los controles CP (20 %). No se observo tincion en dos de los ocho
FA 'y en cuatro de los cinco CP, ya que uno mostrd tincion moderada en el epitelio reducido
del o6rgano del esmalte (tabla 8 y 9).

En cuanto a la expresion tisular de MOC-31, se evidenci6 tincion de membrana-
citoplasma moderada (+) a intensa (++), en los ameloblastos y zonas de reticulo estrellado
de los FDA, FOA y FA de forma variable. Mostrando expresion en el 50 % de los FOA/FDA,
62.5 % de los FA 'y 20 % de los CP. Mostrando negatividad en el 100 % de los O (figura
15, tabla 8 y 9).
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Para la expresion de Cx-43, se observa una tincion de membrana moderada (+) a
intensa (++), principalmente en el mesénquima de la mayoria de las muestras analizadas,
pero con negatividad en el 100 % de los O (figura 16). La positividad mesenquimatica se
observo en el 100 % de los FOA/FDA y el 62.5 % de los FA, conjuntamente con la
positividad del 60 % de los CP. Ademas de la positividad mesenquimatica mencionada,
en el FDA, un FOA y un FA se observo marcacion mixta con inmunoexpresion de membrana
intensa (++) en los ameloblastos ademas de la tincidn mesenquimatica (tabla 8 y 9).

Finalmente, se determiné el indice de proliferacion en todas las muestras mediante
la tincion nuclear con el anticuerpo Ki-67. Se observd inmunomarcacion en el 50 % de
los FOA/FDA, 50 % de los FA'y 20 % de los CP, con un grado de proliferacion bajo (del 0,5
% al 5 % de las células neoplésicas). En contraste, el 50 % restante de FOA/FDA, el 50 %
de los FA, 80 % de los CP y la totalidad de los O no mostraron inmunomarcacion para este
biomarcador. La positividad observada fue de localizacion epitelial y/o mesenquimatica.
En las células ameloblésticas, se registr6 inmunomarcacion en un FDA (1,2 %), un FOA
(4,5 %) y dos FA (1,7 % y 0,6 %). Por su parte, el tnico CP positivo (0,4 %) presentd
marcacion en el epitelio reducido del 6rgano del esmalte. En cuanto al componente
mesenquimatico, un FOA (2,8 %) mostré marcacion exclusivamente en este tejido,
mientras que en un FA (5 %) la inmunoexpresion fue mixta, evidenciandose tincion tanto

de las células odontgénicas epiteliales como mesenquimaticas (figura 17, tabla 8 y 9).
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FIGURA 14. Inmunoexpresion de Caveolina 1 en el Fibroma Ameloblastico, Fibrodentinoma
Ameloblastico, Fibro-odontoma Ameloblastico y Odontoma. (A) Fibroma ameloblastico que
muestra positividad (++) en islas epiteliales ameloblasticas y células mesenquimales
odontogénicas. (B) Fibrodentinoma amelobléstico con positividad (++) solo en el componente
epitelial ameloblastico. (C) Fibro-odontoma Ameloblastico con positividad (++) en el
componente epitelial ameloblastico, mostrando ademas su relacion con la formacion de tejidos
dentales mineralizados (dentina). (D) Odontoma con positividad (++) en el componente epitelial.

Inmunohistoquimica, Caveolina 1, A, B, C, D: 20x.
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FIGURA 15. Inmunoexpresion de MOC-31 en el Fibrodentinoma Ameloblastico, Fibroma

Ameloblastico, Fibro-odontoma Ameloblastico, Odontoma y Capuchén pericoronario. (A)
Fibrodentinoma ameloblastico con positividad (++) en reticulo estrellado. (B) Fibroma
ameloblastico con positividad (+) en el reticulo estrellado. (C) Fibro-odontoma ameloblastico que
muestra positividad (++) en zonas de reticulo estrellado y ameloblastos. (D) Fibro-odontoma
Ameloblastico donde se observa positividad en islas epiteliales continuas con la formacion de
estructuras mineralizadas. (E) Odontoma, que resultdé negativo para inmunoexpresion de
proteinas. (F) Capuchdn pericoronario con positividad (+) en tejidos epiteliales odontogénicos.

Inmunohistoquimica, MOC-31, A, B, C, D, E, F: 20x.
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FIGURA 16. Inmunoexpresion de Conexina 43 en el Fibroma Ameloblastico, Fibro-odontoma
Ameloblastico y Odontoma. (A) Fibroma Ameloblastico con positividad (++) en células
mesenquimales odontogénicas. (B) Fibro-odontoma ameloblastico con tincidon positiva (++) en
ameloblastos y células mesenquimales odontogénicas. (C) Odontoma, que resulté negativo para

la inmunoexpresion con la proteina. Inmunohistoquimica, Cx-43, A: 9x, B, C: 20x.
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FIGURA 17. Inmunoexpresion de Ki-67 en el Fibroma Ameloblastico, Fibro-odontoma
Ameloblastico y Odontoma. (A) Fibroma ameloblastico con positividad nuclear en el 5 % de las
células, con tincion en células ameloblasticas. (B) Fibroodontoma ameloblastico con
inmunoexpresion del 4.5 %, involucrando tanto ameloblastos como células mesenquimales
odontogénicas. (C) Odontoma, que resultd negativo para la inmunoexpresion.

Inmunohistoquimica, Ki-67, A, B, C: 20x.
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TABLA 8. Expresion inmunohistoquimica. Localizacion y cuantificacion tisular de la expresion
de Cav-1, MOC-31, Cx-43 y Ki-67 en el Fibrodentinoma ameloblastico, Fibro-odontoma

ameloblastico, Fibroma ameloblastico, Odontoma y Capuchon pericoronario

N° Diagnéstico  Expresion Expresion Expresién  Expresion
caso HP Cav-1 MOC-31 Cx-43 Ki-67

1 FDA A/R ++ R+ A/M + Al12%
2 FOA A/M + 0 M + M 2,8 %
3 FOA A ++ R ++ M+ A45%
4 FOA M + 0 M+ 0

5 FOA A/M + 0 A/M ++ 0

6 FOA A/R ++ A/R ++ M+ 0

7 FA A/R ++ A/R ++ M++ 0

8 FA R+ R+ M+ A1,7%
9 FA A/R ++ 0 A/M++ A0,6%
10 FA A/R/M++ R+ M++ A-M 5%
11 FA R+ R+ 0 0

12 FA 0 0 M+ 0

13 FA 0 0 0 0

14 FA A/R ++ R+ 0 A0,5%
15 o P+ 0 0 0

16 o P+ 0 0 0

17 (0] E/P ++ 0 0 0

18 o E/P+ 0 0 0

19 o 0 0 0 0

20 (0] E/P ++ 0 0 0

21 CP 0 0 M+ 0

22 CP 0 0 E+ 0

23 CP 0 0 0 0

24 CP 0 0 0 0

25 CP E+ R+ M+ E 0,4 %

Nota: HP (histopatologico), FA (fibroma ameloblastico), FDA (fibrodentinoma ameloblastico), FOA (fibro-odontoma
ameloblastico), O (odontoma) y CP (capuchén pericoronario). A (ameloblastos), R (reticulo estrellado), M
(mesénquima odontogénico), P (papila dental), E (epitelio reducido del 6rgano del esmalte). Para la cuantificacion
semicuantitativa: 0 (esencialmente sin tincion), + (tincion débil moderada) y ++ (fuerte positivo). Para la cuantificacion
del Indice de proliferacion: (Numero de células positivas para inmunohistoquimica / Numero total de células
observadas) x100
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Los resultados de la inmunomarcacion global de la tabla 9 muestran que Cav-1 se
expreso en el 72 % de las muestras, con fuerte expresion en todas las neoplasias si se las
compara con los CP, mientras que, MOC-31 y Ki-67 se expresaron en el 36 % y 32 %
respectivamente del total muestral, con similar expresion entre los FDA/FOA y FA, no
expresandose en los O y el 80 % de los CP. La inmunomarcacién de Cx-43 se observo en

el 56 % de los casos, con negatividad total en el grupo de 0.

TABLA 9. Resultados globales e individuales de inmunoexpresion. Porcentaje global e
individual de la expresion para Cav-1, MOC-31, Cx-43 y Ki-67 en los Fibromas
ameloblasticos, Fibro-odontomas ameloblasticos/Fibrodentinomas ameloblasticos,

Odontomas y Capuchones pericoronarios

Muestra (n) Cav-1 MOC-31 Cx-43 Ki-67
n (%) n (%) n (%) n (%)
FOA/FDA (6) 6 (100.0) 3(50.0) 6 (100.0) 3(50.0)
FA (8) 6 (75.0) 5(62.5) 5(62.5) 4 (50.0)
0O (6) 5(83.3) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
CP (5) 1 (20.0) 1 (20.0) 3 (60.0) 1 (20.0)
TO (20) 17 (85.0) 8 (40.0) 11 (55.0) 7 (35.0)
Global (25) 18 (72.0) 9(36.0) 14 (56.0) 8(32.0)

NOTA: FA (Fibroma ameloblastico), FDA (Fibrodentinoma ameloblastico), FOA (Fibro-odontoma ameloblastico), O
(Odontoma), CP (Capuchén pericoronario), TO (Tumores Odontogénicos)

Para determinar el comportamiento de la expresion de los biomarcadores segun el
tipo de muestra (FOA/FDA, FA, O, CP), considerando el sexo, la edad y localizacion se ajustd
un modelo de regresion logistica con efectos mixtos. Se detectd un efecto significativo
segun el tipo de muestra (p=0,002) y también se detecté un comportamiento diferencial
entre biomarcadores, ajustando por las demas variables (p=0,001). Adicionalmente, se
observd que a medida que aumentaba la edad, la expresion de los biomarcadores en
conjunto disminuia (p=0,011) (tabla 10). Se confeccionaron tablas de contingencia con
pruebas de Chi-cuadrado para evaluar la relacion entre la expresion y las variables
clinico-patologicas, pero principalmente para determinar en que biomarcadores se
evidenciaba mejor la disminucion de la expresion con el aumento de la edad; donde se

observé una mayor tendencia a disminuir para MOC-31 (p=0.076) y Cav-1 (p=0.077).
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TABLA 10. Modelo de regresion logistica con efectos mixtos. Modelo utilizado para comparar el
comportamiento de los marcadores segin la variable: muestra (Fibrodentinoma
ameloblastico/Fibro-odontoma ameloblastico, Fibroma ameloblastico, Odontoma, Capuchones
pericoronarios), sexo y edad. Se muestran inicamente los factores que inciden sobre la expresion

de los biomarcadores

Variable LRT gl p-valor OR
TO 14,567 3 0,002%%*
Biomarcador 16,875 3 <0,001***

Sexo 0,001 1 0,972

Edad 6,374 1 0,011* 0,93

NOTA: TO (Tumores odontogénicos), LRT (valor del estadistico de cociente de verosimilitud, Likelihood Ratio Test
por sus siglas en inglés), g.1. (grados de libertad)

Para comparar la expresion de los biomarcadores y establecer el grado de similitud
considerando las variables clinico-patologicas, se realizd6 un modelo de comparacion
multiple post-hoc y la prueba de Mann-Whitney. Los resultados obtenidos muestran que
la expresion de los biomarcadores en conjunto para los FOA/FDA (72 %) se asemeja a la
expresion observada en los FA (78 %), mientras que, la expresion inmunohistoquimica en
los 0 (12 %) fue menor a la observada en los FOA/FDA y FA. Finalmente, la expresion en
los CP (19 %) se aproxim¢ a la observada en los 0. Destacan las diferencias en la expresion
entre los FDA/FOA y O (p=0,025), y entre FA'y O (p=0,008) (tabla 11).

Mediante las pruebas de Mann-Whitney se pudo establecer que biomarcadores
estaban relacionados con las semejanzas de expresion mencionadas anteriormente,
determinando que Cx-43 mostr6 diferencia en la expresion entre O y FDA/FOA (p=0,0022)
y entre Oy FA (p=0,0310). También se observaron tendencias similares para MOC-31 al
comparar O con FA (p=0,0310). En contraste, Cav-1 solo mostr6é diferencias en la

expresion entre CP 'y FDA/FOA (p=0,0087) (tabla 11).
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TABLA 11. Comparaciones multiples post-hoc y pruebas de Mann-Whitney. Comparaciones
multiples post-hoc de las expresiones inmunohistoquimicas en las muestras de Fibroma
ameloblastico, Fibrodentinoma ameloblastico / Fibro-odontoma amelobléstico, Odontoma y
Capuchon pericoronario, considerando las variables edad, sexo y localizacion. Se describe el
grado de semejanza en la expresion inmunohistoquimica y se muestran los p-valor significativos

de las pruebas

Tumor N p-valor p-valor
- Expresion IC 95% comparaciéon con comparacién con
odontogénico los O los FA
o 12 % (2,9 % - 37,9 %) - 0.008%**
Ccp 19 % (3,6 % - 57,7 %) 0.973 0.092
FOA/FDA 72 % (38,5 % - 91,5 %) 0.025* 0.984
FA 78 % (51,5 % - 92,5 %) 0.008** -

NOTA: FA (Fibroma ameloblastico), FDA (Fibrodentinoma ameloblastico), FOA (Fibro-odontoma ameloblastico), O
(Odontoma) y CP (Capuchoén pericoronario)

4.3. Disefio de primers para los genes BRAF, SMO, PTCH1, CAV1y CTNNBI

Como se describi6 en la metodologia, para determinar la presencia de posibles
cambios a nivel de la secuencia de los genes BRAF, SMO, PTCHI, CAVI, CTNNBI se
disefiaron los primers para PCR convencional, mediante el programa de libre acceso
Primer-BLAST NCBI. Previo al disefio, se realiz6 una busqueda bibliografica con la
finalidad de incluir en las secuencias de los primers las mutaciones genéticas ya
reportadas en patologias de la esfera bucomaxilar, principalmente en aquellas de origen
odontogénico (tabla 4) (Williams y col., 2005; Koike y col., 2010; Farias y col., 2012;
Brown y col. 2014; Sweeney y col. 2014; Diniz y col. 2015; Twigg y col. 2016; Kim y
Jeong, 2019; You y col. 2019).

Los primers finalmente obtenidos fueron de una longitud de entre 20 y 25 bases,
con un % GC menor a 61. Las Tm elegidas fueron proximas a los 60 °C, sin diferencias
mayores a 2 0 3 °C entre la Tm del primer forward y reverse (tabla 12). El largo del
producto a levantar por los primers fue disefiado préximo a las 400 bases y con la
consideracion que las posibles mutaciones se encontraran cercana a la region central del
producto, con el objetivo de mejorar el posterior andlisis de la secuenciacion. Estos
primers disefiados fueron analizados utilizando el programa Oligo Analyzer Tool
(Integrated DNA Technologies, USA), verificandose la ausencia de formacion de dimeros
de primers y estructuras secundarias tipo horquilla bajo las condiciones de temperatura

de trabajo. Asimismo, se realiz6 un andlisis BLAST de las secuencias obtenidas con la base
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de datos del NCBI, confirmandose su especificidad, ya que unicamente mostraron
complementariedad con el gen de interés (tabla 13). En el anexo 4 se muestran las
imagenes de las horquillas obtenidas mediante el Oligo Analyzer Tool (Integrated DNA
Technologies, USA) de las secuencias de los primers utilizados para PCR de los genes en

estudio.

TABLA 12. Caracteristicas de los primers disefiados para las secuenciaciones de los genes BRAF,
SMO, PTCHI, CAV1 y CTNNBI. Disefio realizado considerando las mutaciones reportadas en la
bibliografia para cada gen (Williams y col., 2005; Koike y col., 2010; Farias y col., 2012; Brown
y col. 2014; Sweeney y col. 2014; Diniz y col. 2015; Twigg y col. 2016; Kim y Jeong, 2019; You

y col. 2019)

Gen Long. Producto|Secuencia PFower (5 '-> 3') Secuencia PReverse (5 '-> 3') Largo PF|Largo PR[Tm PF|Tm PR|GC % PF|GC% PR
PTCH1 353/ GGATACCACCCTTCTAACCCA AAGCCGTCACAGTGGTGATG 21 20[ 58,52 60,6 52| 55
CTNNB1 374/ AACCCTGGCTATCATTCTGCT ACTTGTTCTTGAGTGAAGGACTGA 21 24{ 59,15 59,84 47| 41
SMO 379|CTGGTAGGAACGGGAGACCT TGCTCACGGTGTTTCGTCTG 20 20[ 60,32 60,87 60| 55
CAV 1 387|GAAGGGACACACAGTTTTGACG CTTGGAACTTGAAATTGGCACCAG 22 24{ 59,97 61,03 50| 45,83
BRAF 397| TTGACTCTAAGAGGAAAGATGAAGT |ACACTGATTTTTGTGAATACTGGGA 25 25| 57,45 58,93 36) 36)

NOTA: Long (longitud), P (primers), F (forward), R (reverse), Tm (temperatura de fusion)
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TABLA 13 Analisis de las secuencias de los primers utilizados para PCR y los pardmetros de

disefio. Se detalla el analisis de las horquillas (AG, Tm, AH y AS), el AG de los homodimeros y

el AG de los heterodimeros, obtenidos mediante Oligo Analyzer Tool (Integrated DNA
Technologies, USA)

Primers AG Horquilla Tm  AH Horquilla  AS Horquilla Heterodimero  Homodimero AG
(kcal.mole-1) (0C)  (kcal.mole-1) (cal.K-1mole-1) AG max. max.
(cal.LK-1mole-1)  (cal.K-1mole-1)

PTCH1 0.67 13.5 -16.6 -57.91 -39.98 -39.98

Fower 0.76 9.5 -13.9 -49.18

PTCHI1 -2.12 42.1 -39.1 -124.03 -39.98 -37.79

Reverse

CTNNBI1 -0.2 27.5 -24.2 -80.49 -40.03 -40.03

Fower 0.8 9.5 -14.5 -51.3

CTNNBI1 -0.8 32.3 -33.7 -110.33 -40.03 -39.9

Reverse -0.57 34.7 -18.2 -59.12

SMO -1.46 45.8 =223 -69.91 -38.96 -38.96

Fower 0.67 32.7 -26.5 -86.65

SMO -0.7 359 -19.9 -64.4 -38.96 -38.43

Reverse 0.07 233 -12.9 -43.51

CAV1 -0.43 31.6 -19.8 -64.98 -45.89 -39.97

Fower 0.31 19.9 -18.1 -61.75

CAV1 0.11 23.7 -24.8 -83.55 -45.89 -45.89

Reverse 0.31 213 -24.4 -82.88

BRAF -0.64 33.1 -24 -78.36 -42.83 -40.86

Fower -0.49 30.7 -26.2 -86.23

BRAF -1.52 40.5 -30.6 -97.55 -42.83 -42.83

Reverse

Para determinar los niveles de expresion de los genes BRAF, SMO, PTCHI,

CAVI1, CTNNB1 y GAPDH mediante el andlisis de RT-qPCR, se realiz6 el disefio de

primers especificos utilizando el mismo programa que para el disefio de los primers

anteriores. Con la finalidad de obtener primers eficientes, se realizé un analisis cuidadoso

de la region de interés, utilizando la base de datos del NCBI para evitar la

complementariedad inespecifica y también, evitar la formacién de dimeros de primers y

de estructuras secudarias que podrian resultar en la amplificacion de fragmentos no

deseados fuera de la region de interés. Este analisis se realizd con el programa Oligo
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Analyzer Tool (Integrated DNA Technologies, USA) (tabla 14). En el anexo 5 se

muestran las imagenes de las horquillas obtenidas mediante el Oligo Analyzer Tool

(Integrated DNA Technologies, USA) de las secuencias de los primers utilizados para

PCR de los genes en estudio. Las secuencias de los primers obtenidos tuvieron un tamafo

de entre 20 y 24 bases, con un % GC cercano a 60 % y el largo del producto de PCR se

disefi6 entre 70 y 110 bases. Las Tm fueron proximas a los 60 °C, sin diferencias mayores

a2 03 °C entre la Tm del primer forward y reverse (tabla 15).

TABLA 14 Analisis de las secuencias de los primers utilizados para qPCR y los parametros de

disefio. Se detalla el analisis de las horquillas (AG, Tm, AH y AS), el AG de los homodimeros y

el AG de los heterodimeros, obtenidos mediante Oligo Analyzer Tool (Integrated DNA
Technologies, USA)

Primers AG Horquilla Tm AH Horquilla AS Horquilla Heterodimero Homodimero

(kcal.mole-!)  (0C)  (kcal.mole-!) (cal.K-1mole-!) AG max. AG max.
(cal.LK-1mole-1)  (cal.K-1mole-1)

PTCHI 0.15 27.1 213 -70.93 -40.05 -39.52

Fower 0.1 258 348 1164

PTCHI -1.08 38.2 25.4 81.57 -40.05 -40.05

Reverse

CTNNBI 3.67 453 577 -181.2 -39.93 -39.93

Fower 338 59.3 32.8 -98.66

CTNNBI -5.98 67.8 47.6 -139.61 -39.93 -38.58

Reverse 322 451 51 -160.25

SMO -1.34 442 221 -69.64 392 -36.36

Fower 20.93 37 241 777

SMO -0.44 31.3 214 -70.29 392 392

Reverse 03 19 146 -49.98

CAVI -1.09 42.1 20.1 -63.76 387 37.14

Fower

CAVI 3.1 54.5 345 -105.29 387 387

Reverse -2.86 52.1 344 -105.77

BRAF Wt -1.45 41.7 273 86.71 -40.87 -40.87

Fower

BRAF Wt -1.58 43.8 26.6 -83.93 -40.87 -39.73

Reverse

BRAF Mut -1.45 41.7 273 86.71 41.94 41.94

Fower -1.36 51 17 15245

BRAF Mut -1.58 43.8 26.6 -83.93 41.94 -40.49

Reverse

GAPDH 0.83 38.4 -19.2 61.63 -39.27 -39.27

Fower

GAPDH 0.22 21.6 -18.6 63.11 39.27 36.11

Reverse 1.06 0.9 111 4077
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TABLA 15. Caracteristicas de los primers disefiados para las RT-qPCR de los genes BRAF, SMO,
PTCHI, CAVI, CTNNBI y GAPDH. Utilizando el programa de libre acceso Primer-BLAST
NCBI (Morlan y col., 2009)

Gen Long. Producto Secuencia PFower (5 '->3') Secuencia PReverse (5 '->3') SecuenciaPrimer bloqueador |\ pe | | oo pr | Tm PF | Tm PR | GC%PF | GC% PR
(3'Phosphorylation)

ptch1 86| TCCTCCCCGTCATTAGTGCT. CTGCCCCTGCCTACATCTTT 20 20] 60,33] 59,74 55 55
Ctnnb 1 91| GCGTTTGGCTGAACCATCAC GATTGCACGTGTGGCAAGTT 20 20] 60,39 59,97 55 50
smo 77 [ ACCAGGACATGCACAGCTAC GAATGTGGCCAGGGTGAAGA 20 20] 60,04] 59,96 55 55
Cav1 103 | CAGTGCATCAGCCGTGTCTA TCTGCAAGTTGATGCGGACA 20 20] 60,11] 60,25 55 50
Brafwt 86| AGTGAAATCTCGATGGAGTGGG GCATTCTGATGACTTCTGGTGC AGT GAA ATC TCG ATG GAG TGG G 2 22] 59,83 59,9 50 50
Braf mut 91| TACAGAGAAATCTCGATGGAGTGG, TTGCATTCTGATGACTICTGGTG TTG CATTCT GAT GAC TTC TGG TG 24 23] 59,66] 59,25] 45,83 43,48
Gapdh 72| CACCATCTTCCAGGAGCGAG GACTCCACGACGTACTCAGC 20 20] 60,18] 60,18 60 60

NOTA: Long (longitud), P (primers), F (forward), R (reverse), Tm (temperatura de fusion), mut (mutado), wt (wild
tipe)

4.4. Cuantificacion de la expresion génica para los genes BRAF, SMO,
PTCHI1, CAV1y CTNNBI

A continuacién se presentan los resultados correspondientes a la obtencion de ARN
total, asi como los hallazgos derivados del andlisis de la expresion génica en las muestras
que cumplieron con los criterios de calidad establecidos.

Se realizo la extraccion de ARN total en un total de 26 muestras correspondientes
a TO y MB (control enddgeno). Se obtuvo ARN total cuantificable en 19 de las 26 muestras
analizadas (73,1%), mientras que en siete muestras no se logré obtener material genético
detectable. Las concentraciones de ARN total obtenidas mostraron una amplia
variabilidad, con valores que oscilaron entre 1,29 ng/uL y 399 ng/uL.

En las muestras correspondientes a FA, todas presentaron ARN total cuantificable,
con concentraciones entre 10,07 y 399 ng/uL, siendo este Gltimo el valor mas alto
registrado en toda la serie. En los casos de FOA, tres de las cinco muestras presentaron
ARN total detectable, con concentraciones de 3,68 a 71,47 ng/uL, mientras que en dos
casos no se obtuvo material. En las muestras clasificadas como 0, solo una de las seis
presentd ARN total cuantificable (1,29 ng/uL), siendo el grupo con menor rendimiento en
la extraccion. Mientras que, el inico caso de FDA mostrd una concentracion de ARN total
de 117,68 ng/ul. Por ultimo, todas las muestras de MB presentaron ARN total
cuantificable, con valores entre 13 y 75,35 ng/uL. En la tabla 16 se muestran los
resultados de la extraccion de ARN total para cada muestra de TO, incluyendo los controles

enddgenos de MB, asi como, la cantidad de ADN copia obtenido para cada una.
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TABLA 16. Concentracion de ARN total (ng/uL) y ADN copia (ng/uL) en cada una de las muestras
correspondientes a tumores odontogénicos analizados y a mucosa bucal, esta tltima empleada

como control endogeno

Muestra  ARN total (ng/uL)  ADN copia (ng/pL)

FOA 1 71,47 789,07
FOA2 57,07 805,87
FOA3 — —
FOA 4 — —
FOA5 3,68 1187,26
FA 6 117,19 788,77
FA 7 72,91 1164,27
FA 8 83,4 751,89
FA9 399 971,33
FA 10 120,45 867,25
FA 11 10,07 1094,02
FA 12 84,79 1245,56
FA 13 62,61 799,8
FA 14 143,75 790,65
015 1,29 1105,12
016 — —
017 — —
018 — —
019 — —
020 — —
FDA 21 117,68 1113,6
MB 22 13 810,99
MB 23 62,83 1090,67
MB 24 61,44 911,16
MB 25 75,35 758,68
MB 26 25,83 970,68

NOTA: FA (Fibroma ameloblastico), FDA (Fibrodentinoma amelobléstico), FOA (Fibro-odontoma ameloblastico), O
(Odontoma), MB (Mucosa bucal) y — (ausencia de ARN detectable)

El andlisis de la expresion génica evidencidé variaciones en los niveles de
expresion entre los distintos tipos de tejido. En todas las muestras evaluadas, el gen
normalizador GAPDH presentd amplificacion adecuada (100 %), confirmando la calidad

del material genético y su validez como control endogeno. Las diferencias observadas
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incluyeron casos sin expresion, asi como expresion basal, leve sobreexpresion y leve
subexpresion de los genes analizados. No obstante, si bien se evidenciaron variaciones
en el patron de expresion génica, las diferencias entre los grupos analizados no alcanzaron
significacion estadistica.

Para los genes SMO, PTCHI, CTNNBI y CAVI, se confecciond un grafico
convencional en el que se representan los niveles de expresion génica relativos del ARNm,
normalizados frente al gen de referencia GAPDH. En cambio, para BRAF, dado que se
empled la metodologia descripta por Morlan y col. (2009), se evalu6 la cantidad de casos
que expresan la variante mutada o de tipo salvaje (wild-type), y el grafico se elabord
siguiendo el enfoque reportado por Huang y col. (2024). En el Grafico 1 se presentan los
niveles de expresion del ARNm de SMO, PTCHI, CTNNBI y CAV1, mientras que en el
Grafico 2 se muestra la expresion de BRAF' tipo salvaje y mutado (Huang y col., 2024).
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GRAFICO 1. Nivel de expresion génica relativa del ARNm de SMO, PTCHI, CTNNBI1 y CAV1 en
Fibroma ameloblastico, Fibrodentinoma ameloblastico, Fibro-odontoma ameloblastico y

Odontoma. Nora: Fibroma ameloblistico (FA), Fibrodentinoma ameloblastico (FDA), Fibro-odontoma

ameloblastico (FOA) y Odontoma (O)
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GRAFICO 2. Expresion génica de BRAF wild tipe (Wt) y mutado (Mut) en Fibroma ameloblastico,

Fibro-odontoma ameloblastico y Odontoma (Huang y col., 2024). Nota: wild tipe (Wt), mutado (Mut),

Fibroma ameloblastico (FA), Fibro-odontoma amelobléstico (FOA) y Odontoma (O)

Como se muestra en la tabla 17 para el gen PTCH1, se observd expresion basal en
la totalidad de los casos de FOA (3/3), FA (9/9) y FDA (1/1), mientras que en la muestra de
0 no se detecto expresion (1/1). Para el gen SMO, en los FOA se evidenciaron variaciones
en la expresion, con un caso de leve sobreexpresion (1/3) y dos de expresion basal (2/3).
En los FA, cuatro de los nueve casos presentaron leve sobreexpresion, mientras que los
restantes mostraron expresion basal (5/9). Tanto en el FDA como en el O se observd
expresion basal (1/1 en cada caso). En cuanto al gen CTNNBI, en los FOA se registrd
expresion basal en un caso (1/3) y leve subexpresion en dos de tres (2/3). En los FA Y FDA,
todos los casos presentaron leve subexpresion. Por su parte, en el O se observd leve
sobreexpresion (1/1). Respecto al gen CAVI, se evidencid leve sobreexpresion en la
totalidad de los casos de FOA (3/3), FA (9/9) y FDA (1/1). En el caso del 0, se observo leve
subexpresion (1/1). Finalmente, en relacion con el gen BRAF se detectd expresion de la
variante mutada en dos de los tres casos de FOA y en cinco de los nueve casos de FA. En
el FDA no se detect6 expresion, mientras que en el O se evidencié expresion de la variante

de tipo salvaje (wild-type) (1/1).
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TABLA 17. Niveles de expresion génica de los genes BRAF, SMO, PTCHI, CAV1 y CTNNBI en
las muestras de Fibro-odontoma ameloblastico, Fibroma ameloblastico, Fibrodentinoma

ameloblastico y Odontoma

Muestra (n) PTCHI SMO CTNNBI1 CAV1 BRAF
(n/n total) (n/n total) (n/n total) (n/n total) (n/n total)
FOA (3) Basal 3/3 Tleve 1/3 | leve 2/3 1 leve 3/3 Mut 2/3
Basal 2/3 Basal 1/3
FA (9) Basal 9/9 Tleve 4/9 | leve 9/9 1 leve 9/9 Mut 5/9
Basal 5/9
FDA (1) Basal 1/1 Basal 1/1 | leve 1/1 1 leve 1/1 -
o) Sin expresion ~ Basal 1/1 T leve 1/1 1 leve 1/1 Wt 1/1

NOTA: FA (Fibroma ameloblastico), FDA (Fibrodentinoma ameloblastico), FOA (Fibro-odontoma ameloblastico), O
(Odontoma), 1 (sobreexpresion), | (subexpresion), Mut (expresion del gen mutado), Wt (expresion del gen “Wild tipe”,

por sus siglas en inlgés), - (no levanto ni gen Wt ni Mut)

4.5. Determinacion de mutaciones para los genes BRAF, SMO, PTCH1, CAV1
y CTNNBI

Con el objetivo de caracterizar el perfil molecular de los TO incluidos en este
estudio, se llevo a cabo el andlisis de mutaciones en un panel de genes seleccionados por
su participacion en vias de sefializacion clave en la odontogénesis y en la tumorigénesis.
A continuacion, se presentan los resultados obtenidos del analisis mutacional.

Se realizo la extraccion de ADN en un total de 26 muestras correspondientes a TO
y MB. Se obtuvo ADN cuantificable en todas las muestras analizadas, con excepcion de
una; no obstante, la calidad del material genético present6 variabilidad entre los casos.
Considerando como muestras aptas aquellas con calidad buena o intermedia (£), se
obtuvieron 13 de 26 muestras utilizables (50 %), mientras que las restantes presentaron
calidad no apta para su analisis.

Como se muestra en la tabla 18, las concentraciones de ADN mostraron una amplia
variabilidad, con valores que oscilaron entre 0 y 79,31 ng/uL. En las muestras
correspondientes a FA, la mayoria presentd ADN de calidad adecuada, con concentraciones
entre 4,78 y 55,31 ng/uL, destacandose este grupo por presentar el mayor nimero de
muestras aptas. En los casos de FOA solo dos de las cinco muestras fueron consideradas
aptas, con concentraciones de 4,1 y 13,39 ng/uL, mientras que las restantes presentaron

baja concentracion o calidad no apta. En todas las muestras de O se pudo extraer ADN, con
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concentraciones entre 2,24 y 2,48 ng/uL, pero sélo una fue apta en calidad, evidenciando
en general bajos rendimientos de ADN. Mientras que, el Gnico caso de FDA, presentd una
concentracion de 9,67 ng/uL y calidad intermedia, considerandose apto para analisis
genético. Por ultimo, para las muestras de MB, dos de las cinco fueron consideradas aptas,

con concentraciones de 10,19 y 79,31 ng/uL.

TABLA 18. Calidad y concentracion de ADN (ng/uL) obtenida posteriormente al proceso de
extraccion en cada una de las muestras correspondientes a tumores odontogénicos analizados y a

mucosa bucal, esta tltima empleada como control endégeno

Muestras ADN ng/pLL.  Calidad

FOA 1 4,1 +
FOA 2 13,39 Buena
FOA 3 0,89 No apta
FOA 4 0,39 No apta
FOA 5 0 No apta
FA 6 10,02 No apta
FA 7 7,83 Buena
FA 8 9,27 Buena
FA9 55,31 Buena
FA 10 10,21 Buena
FA 11 4,78 No apta
FA 12 5,31 Buena
FA 13 6,01 Buena
FA 14 26,36 Buena
015 2,24 Buena
o016 2,4 No apta
017 2,1 No apta
018 2,48 No apta
Oo19 1,47 No apta
020 1,01 No apta
FDA 21 9,67 +
MB 22 8,51 No apta
MB 23 2,99 No apta
MB 24 79,31 Buena
MB 25 8,17 No apta
MB 26 10,19 Buena

NOTA: FA (Fibroma ameloblastico), FDA (Fibrodentinoma ameloblastico), FOA (Fibro-odontoma ameloblastico), O
(Odontoma), MB (Mucosa bucal) y + (calidad de ADN intermedia)

Los resultados de la secuenciacion de los genes PTCHI, SMO, CTNNB1y CAV1
no evidenciaron la presencia de mutaciones reportadas en ninguna de las muestras

analizadas correspondientes a FA, FDA, FOA y O, observandose en todos los casos la
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presencia de la variante de tipo salvaje (wild-type) (Grafico 3). En relacion con el gen
BRAF, se detectd la mutacion V60OE en la totalidad de los casos de FOA (2/2), FA (7/7) y

FDA (1/1), mientras que en el unico caso de O se observo la variante de tipo salvaje (Tabla

19 y Grafico 4).

A Wild-type ptch 1 B Wild-type smo C Wild-type ctnnb 1 D Wild-type cav 1

- = Bl = - = =
T T T c T C ¢ T

Grafico 3. Cromatogramas representativos de las secuenciacion de los genes SMO, PTCHI,
CTNNBI1 y CAVI1, en los que se observan secuencias wild type en Fibroma ameloblastico,
Fibrodentinoma ameloblastico, Fibro-odontoma ameloblastico y Odontoma. (A) PTCHI wild

type. (B) SMO wild type. (C) CTNNBI1 wild type. (D) CAV1 wild type.
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GRAFICO 4. Cromatogramas representativos de las secuenciacion de BRAF, en los que se observan

secuencias wild type o mutada en Fibroma amelobléstico, Fibrodentinoma ameloblastico, Fibro-

odontoma ameloblastico y Odontoma. (A) BRAF mutado. (B) BRAF wild type
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TABLA 19. Resultados de las secuenciaciones de los genes BRAF, SMO, PTCHI, CAVI y
CTNNBI, considerando las mutaciones reportadas en la bibliografia para cada gen, en el Fibro-
odontoma ameloblastico, Fibroma ameloblastico, Fibrodentinoma ameloblastico y Odontoma
(Williams y col., 2005; Koike y col., 2010; Farias y col., 2012; Brown y col. 2014; Sweeney y
col. 2014; Diniz y col. 2015; Twigg y col. 2016; Kim y Jeong, 2019; You y col. 2019)

Gen Mutaciones reportadas FOA FA FDA o
(n=2) (n=7) (m=1)  (n=1)
PTCH1 P1164L P1164H P1164R Wt Wt Wt Wt
SMO L412F Wt Wt Wt Wt
CTNNB1  S33P S33C S33F S33Y S33L Wt Wt Wt Wt
S45F S45C S45P

CAVI P132L Wt Wt Wt Wt
BRAF V600E Mut Mut Mut Wt

NOTA: FA (Fibroma ameloblastico), FDA (Fibrodentinoma ameloblastico), FOA (Fibro-odontoma ameloblastico), O
(Odontoma), Mut (deteccion de la mutacion reportada), Wt (no deteccion de la mutacion reportada, deteccion del gen
“Wild-tipe”)

Capitulo 5 | Discusién

En el siguiente capitulo se analizan los resultados obtenidos del trabajo de
investigacion propuesto, contrastaindolos con investigaciones previas y evaluando sus
implicaciones en la patologia odontogénica en estudio. En primer lugar, se realiza la
discusion de los resultados obtenidos del estudio de las variables clinico-patoldgicas (§
5.1). Seguidamente, realizamos el andlisis de los resultados inmunohistoquimicos (§ 5.2),
evaluando de forma independiente la inmunoexpresion de Cav-1 (§ 5.2.1), MOC-31 (§
5.2.2), Cx-43 (§ 5.2.3) y Ki-67 (§ 5.2.4), ademas de la correlacion de las mismas con las
variables clinico-patoldgicas. Por tltimo, se realiza el andlisis y la discusion de los
resultados relacionados con la deteccion de mutaciones y la determinacion de la expresion
génica de BRAF, SMO, PTCHI, CAV1y CTNNBI (§ 5.3.)

5.1. Variables clinico-patologicas de los tumores odontogénicos

Analizando las caracteristicas clinico-patoldgicas de las neoplasias en estudio y
comparando las mismas con los datos epidemiologicos reportados, se pueden observar
algunas similitudes y/o diferencias. Segun la oMS (2005), el FA se localiza en la zona

posterior de la mandibula, con una edad media de presentacion de 14,8 afos y sin
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predileccion por el sexo (Barnes y col., 2005). Sin embargo, nuestros resultados no
coincidieron con estos reportes, ya que la media de edad de los pacientes con FA fue de
27 afios, con mayor proporcion en el sexo masculino, pero sin una localizacion
predominante.

Por otro lado, una revision sistematica realizada por Chrcanovic y col. (2018)
sobre el FA y el fibrosarcoma ameloblastico también evidencid una mayor incidencia en
el sexo masculino. No obstante, los autores reportaron que los FA se localizaron
principalmente en la mandibula y en pacientes menores de 20 afios (Chrcanovic y col.,
2018). De manera similar, Atarbashi-Moghadam y col. (2019) sefialaron una mayor
incidencia a edades tempranas, predominantemente en el sexo masculino, con una
localizacion frecuente en la region posterior de la mandibula (Atarbashi-Moghadam y
col., 2019).

Analizando los datos que hacen referencia al FDA cabe resaltar que nuestra
muestra estaba constituida por un solo caso que se localizo en la mandibula, en un hombre
de 24 afios. Cuando la OMS en 2005 hace referencia a dicha patologia, la describe de
forma conjunta con las caracteristicas epidemiologicas del FA ya mencionadas,
diferenciandolas unicamente en la histologia (Barnes y col., 2005). A diferencia de esto,
una revision sistematica realizada por Chrcanovicv y Gomez (2017) sobre los FDA y FOA
mostré que como se observd en nuestro caso los FDA se localizan preferentemente en la
mandibula y en hombres, con la diferencia de que los casos se presentaban en las dos
primeras década de vida (Chrcanovicv y Gomez, 2017).

Como se describe anteriormente, los datos de nuestro estudio que hacen referencia
a la edad de presentacion del FA y FDA, mostraron diferencias con lo que reportan varios
autores. Esto podria explicarse por la influencia de varios factores, como: el tamafo
muestral pequefio donde es posible que no refleje completamente la distribucion etaria
general observada en estudios més amplios, como los de la OMS (Barnes y col., 2005).

Los resultados epidemiologicos obtenidos para los FOA muestran similitudes con
los reportes de la OMS, especialmente en la edad de presentacion, que es de
aproximadamente 12 afios. Sin embargo, mientras que la OMS no reporto6 predileccion por
localizacidon o sexo, en nuestras muestras todas las lesiones se encontraron en la
mandibula y el 60 % de los casos correspondieron a hombres (Barnes y col., 2005). Como
mencionamos anteriormente, la revision sistematica realizada por Chrcanovic y Gomez
(2017) mostro, al igual que nuestro estudio, una predileccion por el sexo masculino y la

mandibula. Sin embargo, la edad de presentacion fue mayor, ubicandose en la segunda
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década de vida (Chrcanovic y Gomez, 2017). Al igual que en los FA y FDA, algunas de las
diferencias encontradas en los FOA podrian atribuirse a las caracteristicas de la poblacion
estudiada, el tamafio de la muestra o incluso a variaciones en las metodologias utilizadas,
tanto en la recopilacion de datos como en su analisis.

Para finalizar, evaluamos los resultados obtenidos en los O, los cuales se
presentaron mayoritariamente en hombres con una edad media de 23 afios y sin
predileccion por la localizacion. Segin la oMS (2005), esta patologia suele manifestarse
entre los 10 y 20 afos, sin diferencias por sexo. En cuanto a la localizacion, los O
complejos se presentan en la region posterior de la mandibula, mientras que los
compuestos se encuentran en la zona anterior maxilar (Barnes y col., 2005). Las
diferencias observadas podrian deberse a que el grupo de O fue seleccionado al azar y no
representa la totalidad de los casos diagnosticados en el Laboratorio de Anatomia
Patologica.

5.2. Expresion inmunohistoquimica

A continuacion, se analizan los resultados de la expresion inmunohistoquimica de
las proteinas Cav-1, MOC-31, Cx-43 y Ki-67 en cada una de las patologias en estudio,
comparandolos con los reportes disponibles en la literatura. En general, los ensayos
inmunohistoquimicos revelaron que los TO bajo investigacion mostraron expresion
epitelial y mesenquimatica variable, con patrones de expresion similares entre los FA, FDA
y FOA, asi como bajas tasas de proliferacion consistentes con lesiones de comportamiento
clinico benigno. Mediante un modelo de regresion logistica, al comparar la expresion de
los biomarcadores con diferentes variables, se observo una tendencia a la disminucidn en
la expresion de las proteinas a medida que aumentaba la edad, especialmente para MOC-
31 y Cav-1 (tabla 11). Estos resultados son coherentes con la naturaleza pediatrica de
estos tumores, asi como con el posible comportamiento hamartomatoso de algunos casos.
Tal como propuso la OMS en 2017, algunas de estas lesiones podrian presentar un
comportamiento clinico tipo hamartoma, con una disminucion en la expresion de ciertas
proteinas a medida que avanza la edad (Speight y Takata, 2017). En las siguientes
subsecciones analizamos en particular la expresion de cada biomarcador y su correlacion
con las variables clinico-patologicas.

5.2.1. Expresion inmunohistoquimica de Cav-1

Cav-1 es una proteina integral de la membrana plasmatica que participa en varios
procesos biologicos y se expresa tanto en células epiteliales como mesenquimaticas,

constatandose su expresion en varias etapas el desarrollo dentario (Schwab y col., 2007).
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Asimismo, su expresion a sido descrita en lesiones quisticas odontogénicas y lesiones
neoplasicas con comportamiento clinico localmente agresivo, como los ameloblastomas
(Jaafari-Ashkavandi y col., 2014).

En este estudio, Cav-1 se expreso en la mayoria de las neoplasias, localizandose
en el componente epitelial y mesenquimatico, con preferencia por el reticulo estrellado y
los ameloblastos. No se observaron diferencias en la expresion de esta proteina entre las
muestras estudiadas; sin embargo, se determinaron diferencias en su expresion entre los
CP (tejidos de control) y los FDA/FOA (p=0,0087).

Este resultado es similar a lo reportado por Sanchez-Romero y col. (2021),
quienes describieron la expresion de Cav-1 tanto en TO benignos como malignos, con
menor expresion en el tejido gingival de control, lo que podria estar relacionado con
eventos protumorales (Sdnchez-Romero y col., 2021). En algunos tipos de cancer, la
expresion de Cav-1 se asocia con una mayor migracion celular, invasion y metastasis, ya
que puede facilitar la reorganizacion del citoesqueleto y mejorar la motilidad de las
células cancerosas (Arpaia y col, 2012; Yang y col, 2018). Ademas, Cav-1 puede activar
vias de sefializacion pro-supervivencia, como la via PI3K/AKT, favoreciendo el
crecimiento y la supervivencia del tumor en condiciones de estrés (Matthews y col, 2008).

En este estudio, se encontr6 una expresion amplia y variable de Cav-1 en los TO,
mientras que su expresion estuvo ausente en 4 de 5 tejidos de control odontogénicos no
neoplasicos. Sin embargo, Shi y col. (2016) demostraron que Cav-1 se expresa durante la
etapa embrionaria de los gérmenes dentales de raton, tanto a nivel epitelial como
mesenquimal, durante las etapas de diferenciacion y organizacion de los tejidos,
principalmente en el 6rgano del esmalte (Shi y col.,2016).

Este resultado podria explicarse considerando que la expresion de Cav-1 esta
asociada a procesos dinamicos de diferenciacion y proliferacion celular. Durante el
desarrollo embrionario, los gérmenes dentales presentan una intensa actividad
proliferativa y organizativa, lo que justificaria la expresion de Cav-1 en las etapas
tempranas de formacion dental, como lo reportdé Shi y col. (2016). Sin embargo, en los
tejidos odontogénicos adultos y en homeostasis, la ausencia de Cav-1 podria indicar que
esta proteina no es necesaria una vez que la diferenciacion y maduracion de los tejidos ha
concluido.

Por otro lado, la amplia y variable expresion de Cav-1 en los TO sugiere que esta
proteina podria estar involucrada en la biologia tumoral, posiblemente regulando la

adhesion celular, la sefializacion proliferativa y la interaccion entre el epitelio y el estroma
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en contextos neoplasicos (Sdnchez-Romero y col., 2021). Su presencia en los TO, pero no
en los tejidos de control, podria reflejar un estado de plasticidad celular o remodelacion
tisular caracteristico de los procesos neoplasicos.

En este sentido, la expresion de Cav-1 en los TO podria representar un rasgo
compartido con los tejidos en desarrollo, indicando que ciertas caracteristicas del epitelio
odontogénico embrionario podrian reactivarse en el contexto tumoral, favoreciendo la
proliferacion y la remodelacion del microambiente (Sdnchez-Romero y col., 2021).

Los hallazgos obtenidos para Cav-1 evidencian un comportamiento variable segun
la metodologia empleada. A nivel inmunohistoquimico, se observé una elevada expresion
en FA, FDA/FOA y O, con diferencias significativas unicamente entre los FDA/FOA y los CP.
Estos resultados sugieren que la participacion de Cav-1 estaria mas relacionada con
procesos bioldgicos comunes del desarrollo y la diferenciacion odontogénica que con
mecanismos especificos de cada entidad tumoral. En consecuencia, aunque Cav-1 podria
contribuir a la comprension de la biologia de estos tumores, su elevada inmunoexpresion
compartida entre FA, FDA/FOA y O indica que presenta una capacidad limitada como
biomarcador diagndstico para discriminar entre estas lesiones cuando se utiliza de forma
aislada. Su mayor utilidad probablemente radique en la integracion con otros
biomarcadores, como MOC-31, Cx-43 y el estado mutacional de BRAF, que demostraron
un mayor poder discriminativo entre las entidades estudiadas.

5.2.2. Expresion inmunohistoquimica de MOC-31

MOC-31 es una glicoproteina transmembrana que participa como molécula de
adhesion en las uniones estrechas de los epitelios, se describe su sobreexpresion en
neoplasias de origen epitelial como los ameloblastomas y su evidencia en lesiones
odontogénicas mixtas como el Tumor odontogénico primordial (Bologna-Molina y col.,
2017; Derderian y col., 2022). La odontogénesis es un proceso embriologico donde el
tejido estd en constante crecimiento y modificacion estructural; los TO imitan estas etapas
del desarrollo dentario que se evidencia en su morfologia histologica (Barnes y col., 2005;
Kwon y Rulang, 2018).

Ben Rejeb y col. (2021) observaron que MOC-31 se expresaba de forma variable
tanto en tumores benignos como malignos, en neoplasias no invasivas y carcinomas de
tiroides, lo que respalda la idea de que podria ser una molécula prondstica (Ben Rejeb y
col., 2021). MOC-31 desempena un papel multifacético en el cancer, influyendo en la
adhesion celular, la proliferacion, la invasion, la evasion inmunitaria y la resistencia a la

terapia. Su expresion y funcidn lo convierten en un biomarcador valioso y un objetivo
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potencial para intervenciones terapéuticas en el tratamiento del cancer (Maetzel y col.,
2009; Chapel y col., 2020). Existe poca informacion sobre la inmunoexpresion de esta
proteina en TO. En un estudio de Derderian y col. (2022), mostraron una expresion
disminuida de MOC-31 en ameloblastomas en comparacion con la variante maligna de
esta lesion (carcinoma ameloblastico) que mostrd una fuerte positividad epitelial
(Derderian y col., 2022).

Los resultados de nuestra investigacion mostraron fuerte expresion de MOC-31
en el epitelio odontogénico (ameloblastos y areas de reticulo estrellado) de los FDA, FOA
y FA, con negatividad en los Oy el 80 % de los CP. Como se menciond en el capitulo 2, la
OMS definié en 2005 a los FA, FOA y FDA como TO mixtos, caracterizados por la presencia
de un epitelio odontogénico neoplasico y un componente mesenquimatico similar a la
papila dental, con o sin formacion de tejidos duros dentarios. La marcada expresion de
MOC-31 en estas patologias podria estar relacionada con la presencia de células
epiteliales neoplasicas en activa proliferacion, las cuales requieren una mayor adhesion
celular y comunicacidon para su crecimiento y mantenimiento (Barnes y col., 2005;
Derderian y col., 2022).

Por otro lado, los O se definen como hamartomas odontogénicos bien organizados,
con una diferenciacion completa de tejidos duros (esmalte, dentina y cemento). Debido a
la maduracion completa de su epitelio odontogénico y la ausencia de actividad
proliferativa significativa, la falta de expresion de MOC-31 en esta patologia podria
reflejar la ausencia de necesidad de sus funciones en cohesion celular y proliferacion
(Barnes y col., 2005; Speight & Takata, 2017; Vered & Wright, 2022).

De manera similar, la no expresiéon de MOC-31 en los CP, tejidos de control sin
transformacion neoplasica, sugiere que su presencia podria estar asociada a cambios
neoplésicos o a un fenotipo mas activo del epitelio odontogénico, en lugar de estar
relacionada con estructuras odontogénicas en desarrollo o en estado de homeostasis
(Speight & Takata, 2017; Vered & Wright, 2022; Bologna-Molinay col., 2017; Derderian
y col., 2022).

Estos hallazgos sugieren que la expresion de MOC-31 podria desempefiar un
papel en la evolucidon neoplasica de los TO con componente mixtos, permitiendo
diferenciar lesiones como el FA, FDA y FOA de los 0. Ademas, la positividad a este
biomarcador en determinadas lesiones podria indicar la presencia de caracteristicas
proliferativas que requieren una cohesion epitelial activa, a diferencia de los 0, donde el

epitelio ya ha completado su funcién en la formacion de los tejidos duros.
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En sintesis, la marcada expresion de MOC-31 en FA, FDA y FOA, en contraste con
la ausencia en O y CP, sugiere que esta proteina podria vincularse principalmente con
procesos neoplasicos y con la regulacion de la adhesion celular en los TO, mas que con la
diferenciacion odontogénica fisiologica o con lesiones de tipo hamartomatoso.

5.2.3. Expresion inmunohistoquimica de Cx-43

Uno de los sistemas clave de comunicacion intercelular son las uniones
comunicantes, caracterizadas por su alta capacidad de intercambio de iones y moléculas
a través de canales en la membrana intercelular. Estas uniones estdn formadas por
proteinas estructurales llamadas conexinas, entre las cuales se destaca Cx-43 (Sinyuk y
col., 2018).

Se ha descrito su importancia en el desarrollo de osteoblastos y osteoclastos
(Lecanda y col., 2000) y se ha sugerido su participacion en la diferenciacion de los
ameloblastos, asi como en diversos procesos patologicos dentales. Sin embargo, el
conocimiento sobre su papel en el desarrollo de los TO sigue siendo limitado (Al-Ansari
y col., 2018). Asimismo, Cx-43 cumple un papel dual en el cancer, actuando tanto como
supresor como promotor tumoral, dependiendo del contexto celular, el tipo de cancer y
el estadio de la enfermedad. Su participacion en la comunicacidon intercelular, la
apoptosis, la metastasis y la quimiorresistencia la convierte en un elemento clave en la
biologia del cancer, asi como en un posible objetivo para intervenciones terapéuticas
(Bonacquisti y Nguyen, 2019).

Los resultados obtenidos para Cx-43 muestran una expresion predominantemente
mesenquimal, con diferencias significativas entre O y FDA/FOA (p = 0,0022) y entre O y
FA (p = 0,0310). Estos hallazgos coinciden con la propuesta de que Cx-43 es una proteina
asociada a células mesenquimales en los tejidos neoplasicos odontogénicos analizados
(Silveira y col., 2023).

Estudios previos han demostrado que Cx-43 desempefia un papel clave en la
formacion de uniones gap durante el desarrollo dental, participando en la amelogénesis,
dentinogénesis, diferenciacion celular y en la deposicion y mineralizacion de la matriz
(Silveira y col., 2023). En este estudio, la expresion de Cx-43 se detectd en todos los
casos de FDA y FOA, lo que sugiere un posible papel en la inducciéon de la odontogénesis,
facilitando la produccion de matriz dentinaria en FDA y de esmalte/dentina en FOA.

La diferencia en la expresion de Cx-43 podria explicarse en funcion del papel de
esta proteina en la induccion y maduracion de los tejidos odontogénicos. En el caso de

los FA, donde la expresion de Cx-43 es predominantemente mesenquimatica, la ausencia
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de material mineralizado podria estar relacionada con una menor capacidad inductiva en
estas neoplasias. Sin embargo, en aquellos FA que muestran positividad ameloblastica
para Cx-43, podria existir un potencial para la formacion de tejidos mineralizados, lo que
podria ser de interés a demostrar por futuras investigaciones.

Por otro lado, la ausencia de expresion de Cx-43 en los O puede explicarse por la
naturaleza hamartomatosa de estas lesiones. Dado que los O presentan un crecimiento
autolimitado y representan un estadio mas avanzado en la diferenciacion odontogénica,
la expresion de Cx-43 podria disminuir al haber culminado las fases tempranas del
desarrollo dentario, donde su funcion en la comunicacion intercelular y la mineralizacion
de la matriz es mas activa. Esto sugiere que la expresion de Cx-43 podria estar mas
relacionada con procesos de induccion y remodelacion de tejidos en formacién que con
estructuras odontogénicas ya diferenciadas.

La expresion diferencial de Cx-43 en los TO estudiados y en la similitud observada
entre los FDA/FOA y FA es compatible con la hipdtesis de que estas lesiones comparten
mecanismos biologicos; sin embargo, por si solos no permiten establecer que los FDA y
FOA constituyan variantes histologicas del FA (Siwach y col., 2017; Speight & Takata,
2017; Sanchez-Romero y col., 2021; Vered & Wright, 2022).

5.2.4. Expresion inmunohistoquimica de Ki-67

Desde su identificacion, el anticuerpo Ki-67 es reconocido por la mayor parte de
la comunidad cientifica como el biomarcador prototipo de proliferacion celular, debido a
que permite reconocer la fraccion total de células en proliferacion, es decir, la proporcion
de células tumorales que se encuentran en ciclo celular. De hecho, es utilizado de forma
rutinaria en el estudio de la agresividad tumoral, en la determinacion del potencial
maligno de las lesiones epiteliales, como parametro de clasificacién tumoral y como
indicador prondstico (Gonzalez-Moles y col., 2010; Gonzalez-Gonzélez y col., 2016;

Cortegoso y col., 2017; Dias y col., 2021; Gadbail y col., 2021).

Los resultados de nuestro estudio mostraron en general un grado de proliferacion
bajo (del 0,5 % al 5 % de las células neoplasicas), observandose positividad en el 50 %
de los FOA/FDA, 50 % de los FA 'y 20 % de los cP. Los O fueron negativos para el
biomarcador. La positividad que se observo fue epitelial y/o mesenquimatica. Mostraron
positividad en las células ameloblésticas un FDA (1,2 %), un FOA (4,5 %) y dos FA (1,7 %
y 0,6 %); por otro lado, el unico CP positivo (0,4 %) mostré6 inmunomarcacion en el

epitelio reducido del 6rgano del esmalte. En cambio, en un FOA (2,8 %) se observod
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marcacion exclusivamente mesenquimatica y en un FA (5 %) la inmunoexpresion fue

mixta, con tincion de las células odontogénicas tanto mesenquimaticas como epiteliales.

Comparando estos resultados con los reportados por Jabbarzadeh y col. (2021)
podemos observar grandes similitudes. Estos autores llevaron a cabo una revision
sistematica para evaluar los niveles de Ki-67 en quistes y TO. Los mismos sugirieron que
los niveles de Ki-67 eran mas elevados en los TO en comparacién con los quistes, y que
las neoplasias malignas mostraron una mayor expresion de este marcador en comparacion
con las lesiones benignas (Jabbarzadeh y col., 2021). Dichos autores observaron una baja
expresion de Ki-67 en la mayoria de los casos de FA, FDA y FOA, lo que sugiere un
crecimiento lento y una naturaleza menos agresiva. Sin embargo, algunos estudios han
reportado un aumento en la expresion en casos con mayor celularidad mesenquimatosa.
Mientras que, para los O la expresion de Ki-67 fue practicamente nula, lo que refleja su
naturaleza no proliferativa o lesion tipo hamartoma odontogénico (Jabbarzadeh y col.,
2021).

Podemos sugerir que las diferencias en la positividad del biomarcador pueden
explicarse por la variabilidad en la composicion celular y la actividad biologica de los
distintos tipos de TO. La baja proliferacion general, indicaria que la mayoria de las células
neoplésicas presentan una tasa de division reducida, lo que sugiere un crecimiento lento
en estos tumores.

Si analizamos las diferencias en la positividad entre las patologias, podemos
concluir que los FOA/FDA y FA (50 % positivos) son tumores con una combinacion de
células epiteliales y mesenquimaticas, lo que indica un potencial proliferativo bajo. En
cambio, los CP (20 % positivos) presentan un menor porcentaje de positividad,
posiblemente debido a una menor actividad proliferativa en su tejido. Las variaciones en
la distribucion segun el tipo celular reflejan la heterogeneidad tumoral y la interaccion
entre células epiteliales y mesenquimaticas, lo que podria influir en el comportamiento
biologico de estos tumores.

En resumen, debido a la baja frecuencia de estos TO, el andlisis estadistico
realizado fue descriptivo, basado en la formulacion de similitudes en la expresion
inmunohistoquimica y comparaciones multiples post-hoc. Este enfoque permitio
identificar caracteristicas inmunofenotipicas similares entre FDA, FOA y FA, mientras que
resaltd diferencias con Oy CP, los cuales presentaron una menor inmunotincion tisular.

Estas diferencias fueron mas evidentes al analizar la expresion de MOC-31 y Cx-43.
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MOC-31 mostré variaciones significativas entre Oy FA (p=0,0310), mientras que Cx-43
presentd diferencias entre O y FDA/FOA (p=0,0022) y entre O y FA (p=0,0310). Ademas,
las diferencias observadas en la expresion proteica entre O y los otros tipos de tejidos,
junto con las similitudes en la expresion de MOC-31 y Cx-43 entre FDA, FOA y FA,
sugieren la proximidad bioldgica entre los FDA, FOA y FA a nivel inmunohistoquimico, a
diferencia de los 0. Ademas, la ausencia de expresion de MOC-31 y Cx-43 en los O
refuerza la distincion entre estos tejidos y los demds examinados.

Por otro lado, en este estudio, al analizar la relacion entre la inmunoexpresion de
diversas proteinas y la edad del paciente, se observo una disminucion de la expresion de
MOC-31 (p=0.076) y Cav-1 (p=0.077) a medida que aumentaba la edad. Este hallazgo
subraya el caracter pedidtrico de estos TO, hecho que se justifica plenamente por la
prevalencia etaria de estas neoplasias odontogénicas, aunque también se han descrito
algunos casos en pacientes adultos mayores (Speight & Takata, 2017; Vered & Wright,
2022; Silveira y col., 2023).

Finalmente, los resultados obtenidos del estudio inmunohistoquimico en conjunto
nos dan herramientas que apoyan la hipdtesis de que algunos FOA y FDA pueden compartir
caracteristicas neoplasicas mas que hamartomatosas.

Sin embargo, la metodologia utilizada solo describe la inmunolocalizacion y
presencia de estas proteinas en las muestras estudiadas, lo que solo permite plantear
hipotesis sobre posibles funciones de las mismas dentro de la biologia tumoral de estas
lesiones odontogénicas.

5.3. Deteccion de mutaciones y determinacion de la expresion genética

A continuacion, se discuten los hallazgos obtenidos en relacion con la deteccion
de mutaciones y la expresion génica de BRAF, SMO, PTCHI, CAV1y CTNNBI en el FA,
FDA, FOAy O. La eleccion de estos genes responde a su implicancia en vias de sefalizacion
claves para el desarrollo y la tumorigénesis odontogénica, como las vias MAPK/ERK,
Hedgehog, caveolina y Wnt/B-catenina mencionadas en el Capitulo 2 (ver 2.6).

El andlisis mutacional permite identificar alteraciones genéticas estructurales que
pueden conducir a la activacion constitutiva o a la inactivacion de componentes claves de
las vias de sefializacion implicadas en la odontogénesis normal y patologica. A diferencia
del estudio de la expresion génica, la deteccion de mutaciones refleja eventos gendmicos
relativamente estables, potencialmente tempranos en el proceso de tumorigénesis, que
pueden actuar como impulsores del desarrollo y la progresion de estas lesiones (Kurppa

y col., 2014). En este sentido, la identificacion de mutaciones activadoras o inactivadoras
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en genes como BRAF, SMO, PTCHI, CAVI y CTNNBI permite explorar mecanismos
moleculares subyacentes que podrian explicar diferencias en el comportamiento
biologico de los TO analizados. Mientras que, el estudio de la expresion genética permite
evaluar el nivel de expresion transcripcional de genes claves en las vias de sefalizacion
estudiadas, y aporta informacion complementaria al analisis mutacional. A diferencia de
la deteccion de mutaciones, el andlisis de expresion refleja no solo alteraciones
estructurales en el ADN, sino también regulaciones epigenéticas, ambientales o
microambientales que pueden modular el comportamiento del tumor. Por tanto, este
abordaje permite identificar patrones de activacion o represion génica que podrian
correlacionarse con el grado de diferenciacion, actividad proliferativa y caracteristicas
histologicas de las lesiones (Kumamoto y col., 2006).

La evaluacion conjunta del perfil mutacional y de la expresion génica permite
realizar un abordaje integral de estas entidades, que tradicionalmente han sido clasificadas
en base a criterios histologicos, pero que cada vez maés requieren el respaldo de
herramientas moleculares para su adecuada caracterizacion (Speight y Takata, 2017). En
esta discusion se analizan comparativamente los resultados obtenidos, se contrastan con
la bibliografia actual y se discuten sus posibles implicancias bioldgicas, especialmente en
lo que respecta a la hipdtesis de que algunas de estas lesiones podrian representar
diferentes etapas de desarrollo de una misma lesion odontogénica.

Si observamos los resultados de las tablas 14 y 16, la variabilidad en la extraccion
de ARN total y ADN, asi como el menor rendimiento y calidad del ADN en algunas muestras,
puede atribuirse a factores relacionados con la conservacion del tejido, particularmente
en muestras fijadas en formol e incluidas en parafina, que favorecen la degradacion y
fragmentacion de los 4cidos nucleicos. Asimismo, las caracteristicas histoldgicas de los
TO, especialmente la presencia de componentes mineralizados, podrian haber limitado la
eficiencia de la extraccion y contribuido a la heterogeneidad en los resultados obtenidos.

De todas maneras, se logrd obtener material genético de calidad adecuada en un
nimero considerable de muestras, lo que permitio llevar a cabo los analisis moleculares
previstos y cumplir con los objetivos del estudio. Esto fue posible gracias a la
optimizacion de las condiciones de procesamiento y a la implementacion de
procedimientos orientados a maximizar la recuperacion de acidos nucleicos en las
muestras analizadas, como ser: desparafinizacion adecuada, optimizacion de los
protocolos de lisis y digestion enzimadtica, asi como el control de las condiciones de

extraccion.
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El andlisis conjunto de los genes evaluados evidencid patrones heterogéneos de
expresion, constatdndose distintos niveles de sobreexpresion, expresion basal,
disminucién e incluso ausencia de expresion génica segin la lesion estudiada. Sin
embargo, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
analizados. Este resultado podria atribuirse a diversos factores, entre ellos el tamafio
muestral limitado, la heterogeneidad biolodgica propia de las lesiones estudiadas y la
variabilidad intrinseca en los niveles de expresion génica. Asimismo, la naturaleza mixta
de estos tumores, con distintos grados de diferenciacion y proporciones variables de sus
componentes tisulares, podria contribuir a la dispersion de los resultados. No obstante, el
andlisis descriptivo permiti6 identificar algunos patrones de expresion recurrentes entre
las entidades estudiadas. Dado que estos hallazgos no alcanzaron significacion
estadistica, deben interpretarse con cautela y no permiten establecer asociaciones
concluyentes. Sin embargo, constituyen observaciones de interés biologico que podrian
orientar futuras investigaciones con un mayor tamafio muestral, un disefio especifico o
metodologias complementarias que permitan confirmar su relevancia.

En relacion con el estudio mutacional, el Unico gen que mostré hallazgos
relevantes fue BRAF, mientras que en el resto de los genes analizados no se detectaron
mutaciones en las regiones estudiadas. Esta ausencia de alteraciones genéticas debe
interpretarse con cautela, ya que el andlisis se centr6 en fragmentos especificos de
aproximadamente 200 pb, seleccionados en base a reportes previos de mutaciones en
otras patologias odontogénicas (Williams y col., 2005; Koike y col., 2010; Farias y col.,
2012; Brown y col. 2014; Sweeney y col. 2014; Diniz y col. 2015; Twigg y col. 2016;
Kim y Jeong, 2019; You y col. 2019). En este sentido, no puede descartarse la presencia
de mutaciones en otras regiones de los genes no evaluadas en este estudio. Asimismo, los
cambios observados en los niveles de expresion podrian estar mediados por mecanismos
alternativos, tales como modificaciones epigenéticas, regulacion postranscripcional o la
influencia del microambiente tumoral, lo que refuerza la complejidad de la regulacion
molecular en estas lesiones (Hanahan y Weinberg, 2011).

5.3.1. Gen BRAF

El gen BRAF codifica una serina/treonina quinasa perteneciente a la familia RAF,
clave en la via de sefializacion MAPK/ERK, que regula procesos como la proliferacion,
diferenciacion, supervivencia y apoptosis (Wellbrock y col., 2004). En condiciones
fisiologicas, esta via se activa mediante sefiales extracelulares y su control es esencial

durante la odontogénesis. En TO, la mutacion BRAF V600E —una sustitucion de valina
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por acido glutdmico en la posicion 600— induce una activacidon constitutiva de la via,
generando una sefializacion proliferativa independiente. Esta alteracion es frecuente en el
ameloblastoma (60-80 % de los casos) (Kurppa y col., 2014; Brown y col., 2014).

Si bien la mayoria de los estudios iniciales se han centrado en el ameloblastoma,
investigaciones mas recientes han identificado la presencia de BRAF V600E en otros TO,
como el FA, FDA y FOA, lo que sugiere una implicancia de BRAF en etapas tempranas del
desarrollo tumoral en distintos subtipos odontogénicos (Shimura y col., 2020; De Villiers
y col., 2021). Estos hallazgos han llevado a proponer que ciertas lesiones podrian
compartir una via oncogénica comun, posicionando a BRAF como un marcador molecular
relevante para el diagnostico, la clasificacion y, en casos seleccionados, como potencial
blanco terapéutico en tumores de comportamiento agresivo (Kaye y col., 2015).

En este contexto, y en concordancia con lo planteado por estos autores, en el
presente estudio nos propusimos evaluar la presencia de la mutacion BRAF V600E en TO
con histologia mixta, asi como analizar su patron de expresion génica, con el objetivo de
aportar evidencia local que permita profundizar en su rol en la patogénesis de estas
lesiones. En este sentido, nuestros resultados detectaron la mutacion BRAF V600E en la
totalidad de los casos de FOA, FA y FDA, mientras que el O analizado presento la variante
de tipo salvaje (wild-type). Estos hallazgos se alinean con lo reportado en la literatura,
reforzando la asociacién de esta mutacion con las lesiones como FA, FDA, FOA y su
ausencia en los O.

Desde el punto de vista metodologico, la mayoria de los estudios en TO —
especialmente en ameloblastomas y lesiones afines— se han enfocado
predominantemente en la deteccion de mutaciones, siendo BRAF V600E la alteracion
mas frecuentemente identificada (Brown y col., 2014), mientras que los analisis de
expresion génica y proteica han sido menos explorados. En muchos casos, la presencia
de la mutacion se asocia con sobreexpresion proteica evaluada por inmunohistoquimica;
sin embargo, esta correlacion no es constante y puede verse influenciada por variables
técnicas, como el tipo de anticuerpo empleado. Asimismo, se ha observado que algunos
tumores sin mutaciones detectables presentan niveles basales o levemente aumentados de
expresion de BRAF, lo que sugiere la participacion de mecanismos de regulacion
transcripcional o epigenética modulados por el microambiente tumoral. Tal como sefiala
Kumamoto (2006), la expresion de genes de la via MAPK, incluido BRAF, puede estar
presente aun en ausencia de mutaciones activadoras, aunque con una relevancia funcional

incierta, lo que refuerza la necesidad de abordajes integrados que combinen el analisis

101



mutacional y de expresion, particularmente en TO como FA, FDA, FOA y O (Kumamoto y
col., 2006).

En concordancia con estos planteos, en el presente estudio, si bien la mutacion se
encontr6 de manera consistente en las lesiones de FA, FDA'y FOA, el andlisis de la expresion
génica evidenci6 un patron diferente, observandose expresion de la variante mutada en
dos de los tres casos de FOA y en cinco de los nueve casos de FA. En conjunto, estos
resultados indican que la expresion de BRAF no se manifiesta de forma uniforme en todos
los casos, lo que podria reflejar una regulacion diferencial a nivel transcripcional. Este
comportamiento resulta concordante con lo descrito en la literatura, donde se ha sefalado
que la presencia de mutaciones no siempre se correlaciona de manera directa con los
niveles de expresion génica o proteica, sugiriendo la participacion de mecanismos
regulatorios adicionales que modulan la actividad de la via MAPK en estos tumores
(Kumamoto y col., 2006).

En este marco, resulta relevante considerar que, ademas de la mutacion clasica
V600E, Shimura y col. (2020) identificaron en BRAF variantes activadoras no clasicas,
como T440P, T263P, K51N y Y647D, localizadas préximas al dominio de activacion de
la proteina, con potencial impacto funcional aun en ausencia de la mutacion V60OE. Estos
hallazgos amplian el espectro de alteraciones posibles en este gen y refuerzan la hipdtesis
de que la activacion de la via MAPK en TO podria depender no solo de mutaciones
puntuales especificas, sino también de otras variantes menos frecuentes o de mecanismos
regulatorios adicionales que influyen en su expresion y actividad (Shimura y col., 2020).

En este contexto, la clasificacion de los TO —especialmente FA, FDA y FOA—
continia siendo motivo de controversia, en particular en relaciéon con su distincion
respecto de los O y su verdadero caracter neoplasico o hamartomatoso. Si bien la OMS
(2017) consider6 a los FDA y FOA como lesiones intermedias en la evolucion hacia los O,
evidencia reciente, como los hallazgos de este estudio, sugieren que estas entidades
comprenden un espectro bioldgico méas complejo que no necesariamente responde a una
progresion lineal de maduracion (Speight y Takata, 2017).

Estudios como los de Guo y col. (2024) y Ver Berne y col. (2025) han demostrado
que los FA y sus variantes presentan caracteristicas moleculares e histologicas que los
diferencian claramente de los 0. En particular, la alta prevalencia de mutaciones BRAF
V600E, coincidentes con las de nuestro estudio, y la presencia de alteraciones en el

numero de copias en el componente mesenquimal —ausentes en los O— apoyan la
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hipotesis de una naturaleza neoplasica verdadera en estas lesiones mixtas (Guo y col,
2024; Ver Berne y col., 2025).

Si comparamos nuestros resultados con los reportados por Guo y col. (2024),
quienes identificaron mutaciones BRAF V600E en el 68,4 % de los FA, 50 % de los FDA
y 53,3 % de los FOA, mientras que todos los O analizados fueron de tipo salvaje, se observa
una tendencia concordante en cuanto a la ausencia de mutaciones en los 0. Sin embargo,
a diferencia de lo reportado, en nuestro estudio la mutacion se detect6 en el 100 % de FA,
FDA y FOA analizados, lo que representa una frecuencia superior a la reportada por dichos
autores para BRAF (Guo y col, 2024). De forma concordante, el estudio multicéntrico de
Roza y col. (2025) inform6 que BRAF V600E mostrd positividad citoplasmatica del
mesénquima en el 81 % de los FA 'y el 54 % de los FDA/FOA, asociada ademas a un
comportamiento clinico mas agresivo, caracterizado por expansion dsea, mayor tamafio
tumoral y asociacién con otras lesiones. Estos hallazgos contrastan con la vision
tradicional que consideraba a estas entidades como lesiones hamartomatosas en desarrollo
(Roza y col., 2025).

Asimismo, la revision sistematica de Severino-Lazo y col. (2023) mostr6 una
prevalencia relevante de BRAF V600E tanto en tumores mixtos benignos como malignos,
sugiriendo su participacion en la proliferacion tumoral, la invasividad y la progresion,
aunque subrayo la necesidad de estudios con cohortes mas amplias para validar su utilidad
diagnostica y terapéutica (Severino-Lazo y col., 2023). Los avances en técnicas como la
microdiseccion por captura laser han permitido ademas confirmar que la mutacion BRAF
V600E se localiza predominantemente en el componente mesenquimal de los tumores
mixtos, apoyando la hipotesis de que este compartimento podria actuar como principal
impulsor del crecimiento tumoral (Coura y col., 2020; Oh y col., 2022).

La falta de sobreexpresion del gen BRAF en algunos casos con mutacion V60OE
observada en este estudio indica que no existe una correlacion directa entre el estado
mutacional y los niveles de expresion génica. En este sentido, la mutacion podria ejercer
su efecto a través de la activacion funcional de la via MAPK sin requerir un aumento en la
cantidad de ARN mensajero. Asimismo, factores como la regulacion epigenética, la
estabilidad del ARN o la eficiencia de la transcripcion podrian contribuir a la variabilidad
en los niveles de expresion observados entre las muestras.

En conjunto, la evidencia encontrada en el gen BRAF podria indicar que los FDA
y FOA quizés no todos deben considerarse meras variantes inmaduras de los O, sino

entidades biolégicamente activas con un potencial neoplasico diferenciado, similar al de
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los FA. La incorporacion de criterios moleculares, particularmente la deteccion de BRAF
V600E, resulta fundamental para el diagnéstico diferencial, la comprension de su
patogénesis y la eventual estratificacion.

5.3.2. Gen PTCHI y SMO

En condiciones fisioldgicas, la via de sefializacion Hedgehog se regula a través de
la interaccion entre sus componentes principales, donde PTCH]I actiia como un inhibidor
de SMO. En ausencia de ligando, PTCHI mantiene reprimida la actividad de SMO; en
cambio, cuando la via se activa, esta inhibicion se libera, permitiendo la transduccion de
la sefial (Wilson y Chen, 2009; Hoyos y col., 2019).

PTCH] actua como receptor de los ligandos Hedgehog y como inhibidor de SMO
en ausencia de sefial, funcionando ademés como un gen supresor tumoral regulado por
los factores de transcripcion GLI (Tukachinsky y col., 2016). La relevancia oncogénica
de esta via quedo establecida a partir del descubrimiento de mutaciones inactivadoras de
PTCHI en el sindrome de Gorlin y en carcinomas basocelulares esporadicos, asi como
de mutaciones activadoras de SMO en diversas neoplasias humanas (Corcoran y Scott,
2001; Berman y col., 2003; Gorlin, 2004). Estos hallazgos dieron origen a distintos
modelos de activacion aberrante de la via Shh —ligando-independiente y ligando-
dependiente, tanto autocrina como paracrina— que explican su participacion en el inicio
y mantenimiento del crecimiento tumoral (Rubin y Sauvage, 2006; Teglund y Toftgérd,
2010; Mar y col., 2011). En este contexto, los resultados obtenidos en el presente estudio
evidencian diferencias en el patron de expresion de ambos genes entre las distintas
lesiones odontogénicas analizadas.

En el 0, se observd ausencia de expresion génica de PTCHI junto con una
expresion basal de SMO, lo que podria indicar una participacion limitada de la via
Hedgehog en este tipo de lesion. Este hallazgo resulta coherente, como lo describe la
OMS, con el caracter hamartomatoso y el alto grado de diferenciacion de los o, donde los
mecanismos de sefializacion asociados a proliferacion activa tendrian un rol menos
relevante (Speight y Takata, 2017; Vered y Wright, 2022).

Por su parte, en el FDA, la expresion basal tanto de PTCH1 como de SMO sugiere
un estado de equilibrio o baja actividad de la via, sin evidencia de una activacion
significativa. Aunque el FDA comparte caracteristicas con el FOA, particularmente en la
presencia de tejidos duros en formacidn, los resultados muestran que en el FDA la
expresion tanto de PTCHI como de SMO se mantiene en niveles basales, a diferencia del

FOA donde puede observarse una leve sobreexpresion de SMO. Esta diferencia podria
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explicarse por variaciones en el grado y tipo de diferenciacion tisular entre ambas
entidades.

El FDA se caracteriza por la formacion predominante de dentina (o dentinoide),
mientras que el FOA presenta ademds formacion de esmalte, lo que implica un proceso de
diferenciacion mas complejo y coordinado, similar al desarrollo odontogénico mas
avanzado (Barnes y col., 2005). En este sentido, el FOA podria requerir una mayor
participacion de vias de sefalizacion como Hedgehog, lo que justificaria la leve
sobreexpresion de SMO observada en algunos casos. Por el contrario, en el FDA, la
diferenciacion estaria mas limitada o dirigida principalmente hacia el componente
dentinario, lo que podria asociarse a una menor activacion de la via Hedgehog, reflejada
en la expresion basal de ambos marcadores. Esto sugiere que, aunque ambas lesiones
estan relacionadas, no necesariamente comparten el mismo nivel de activacion molecular.

En contraste con los resultados descriptos para el O, algunos FA y FOA mostraron
una expresion basal de PTCHI acompafiada de una leve sobreexpresion de SMO, lo que
podria interpretarse como una activacion parcial de la via Hedgehog. Este patron podria
estar relacionado con un mayor potencial proliferativo, como se describe en los
queratoquistes recidivantes, sugiriendo que la via podria desempefiar un papel mas activo
en estas entidades (Gurgel y col., 2014).

Un aspecto relevante de este estudio fue la ausencia de mutaciones en ambos
genes, a diferencia de lo reportado en el queratoquiste odontogénico, donde las
mutaciones en PTCH I conducen a una activacion constitutiva de SMO, independiente de
la presencia de ligando (Shimura y col., 2020). En este sentido, los hallazgos del presente
trabajo sugieren que, en las lesiones odontogénicas analizadas, la posible activacion de la
via Hedgehog —particularmente en el FA y FOA— podria depender de mecanismos
regulatorios  alternativos, como modificaciones epigenéticas o regulacion
postranscripcional. Asimismo, no puede descartarse que existan mutaciones en otras
regiones del gen que no fueron evaluadas en esta oportunidad. En concordancia con esta
hipotesis, Shimura y col. (2020) describieron la presencia de multiples mutaciones en
PTCHI, tales como V582G, T456P, D461N y Y1316S, asi como en SMO, incluyendo
variantes como Y394S, Y399S y N396T. Estas mutaciones se distribuyen a lo largo de
los genes sin la identificacion de un “punto caliente” definido; en particular, algunas de
las variantes descritas en SMO no habian sido previamente reportadas como SNPs, lo que
sugiere la posible presencia de mutaciones somaticas con relevancia biologica en lesiones

odontogénicas. Este patron es consistente tanto con el gran tamafio de estos genes como
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con lo previamente descrito en el queratoquiste odontogénico y en el sindrome
basocelular, lo que refuerza la posibilidad de que alteraciones no detectadas en las
regiones analizadas puedan contribuir a la regulacion de la via en las lesiones estudiadas
(Shimura y col., 2020).

Si comparamos los resultados obtenidos en el O con los observados en los FA y
FOA, se evidencia que la ausencia de expresion de PTCH1 y la expresion basal de SMO
en el primero, contrastan en general con el patron de expresion en los FA y FOA, donde
PTCHI se mantiene en niveles basales y SMO presenta, el algunos casos, una leve
sobrexpresion. Este perfil molecular se acompana de diferencias en la actividad
proliferativa, ya que la inmunohistoquimica para Ki-67 evidencidé positividad en
aproximadamente el 50% de los FA, FDA y FOA, con un indice de proliferacion bajo,
mientras que los O resultaron negativos. En conjunto, estos hallazgos sugieren que, a
diferencia de los O, los FA y FOA presentan no solo una mayor implicancia funcional de
la via Hedgehog, reflejada en los patrones de expresion de PTCHI y SMO, sino también
un leve aumento en la actividad proliferativa, posiblemente asociado a un estado mas
activo de crecimiento o a etapas menos avanzadas de diferenciacion tisular (Gurgel y col.,
2014). En conjunto, estos hallazgos permiten proponer la existencia de un gradiente
bioldgico entre las lesiones, en el cual los O representarian el extremo mas diferenciado
y menos dependiente de esta via, mientras que los FA y FOA evidenciarian distintos niveles
de activacion. No obstante, este comportamiento no es uniforme entre todas las entidades.
La diferencia observada con el FDA, asi como con algunos FA y FOA, que presentaron un
patron de expresion basal para ambos genes, podria sugerir que algunas de estas lesiones
comparten un comportamiento bioldgico mas inocuo, similar al descrito para el 0, lo que
refuerza la heterogeneidad dentro de estos TO.

Comparando con la literatura, el estudio de Gurgel y col. (2014) demostré una
activacion constitutiva de la via en queratoquistes y ameloblastomas, con sobreexpresion
de PTCHI y SMO, la cual fue atin mayor en los casos recurrentes, asociandose a un
comportamiento mas agresivo. En contraste, en el presente estudio se observé una
activacion mas leve y heterogénea de esta via, con expresion basal de PTCH1 y solo una
leve sobreexpresion de SMO en algunos casos de FA 'y FOA. Estos hallazgos sugieren que,
a diferencia de lo reportado para queratoquistes, la via Hedgehog tendria un papel mas
limitado en estas lesiones, aunque su activacion parcial en algunos casos podria contribuir

a variaciones en el comportamiento biologico (Gurgel y col., 2014).
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En conjunto, los distintos estudios publicados, independientemente de la
metodologia empleada —desde andlisis de mutaciones hasta estudios de expresion
génica— coinciden en sefialar a la via Sonic Hedgehog como un eje molecular central en
la patogénesis del queratoquiste odontogénico, principalmente a través de alteraciones en
PTCHI y SMO. La consistencia de estos hallazgos refuerza la concepcion de esta lesion
como una entidad con base molecular neopléasica y permite explicar su comportamiento
clinico mas agresivo y su mayor tendencia a la recidiva (Guo y col., 2013; Gurgel y col.,
2014; Stojanov y col., 2020; Wang y col., 2023).

En contraste, los resultados obtenidos en el presente estudio evidencian que, en
los TO analizados, la participacion de esta via es mds variable y, en general, menos
intensa, con patrones de expresion basal de PTCHI y una leve sobreexpresion de SMO
restringida a algunos casos de FA y FOA, sin deteccion de mutaciones en las regiones
estudiadas. Asimismo, estos patrones permiten distinguir a los O de algunos FA y FOA, al
evidenciar una menor implicancia de la via en estos. En este contexto, estos hallazgos
sugieren que, a diferencia del queratoquiste odontogénico, la via Hedgehog no
constituiria el principal determinante molecular en estas lesiones, sino que su activacion
seria parcial y modulada, probablemente asociada a procesos de diferenciacion tisular.

5.3.3. Gen CAV1

CAVI es un gen implicado en la regulacion de vias asociadas a proliferacion,
diferenciacion y supervivencia celular, con un rol dual en tumorigénesis segun el contexto
tisular. Alteraciones en su estructura, como la mutacién P132L, pueden afectar la
capacidad de oligomerizacion de la proteina y su funcion biologica. Dada la relevancia
de este residuo y la limitada evidencia en TO, esta region fue seleccionada para el analisis
mutacional, permitiendo explorar posibles alteraciones estructurales de CAVI en estas
lesiones (Han y col., 2023).

En cuanto al analisis mutacional, no se detectd la variante P132L previamente
reportada en otras neoplasias, observandose en todos los casos la presencia de la variante
de tipo salvaje (wild-type) (Williams y col., 2005; Koike y col., 2010). Este hallazgo
sugiere que, en estas lesiones, las alteraciones en CAVI no estarian determinadas por
mutaciones estructurales en este sitio critico, sino mas bien por otros mecanismos
regulatorios. Como mencionamos para los otros genes, no puede descartarse la presencia
de mutaciones en diferentes regiones del gen, dado que el andlisis se focaliz6 en un
dominio especifico donde ha sido previamente reportada la mutacion P132L (Williams y

col., 2005; Koike y col., 2010).
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En relacion con la expresion del gen CAV1, en el presente estudio se evidencid
una leve sobreexpresion en la totalidad de los casos de FOA, FA y FDA, en contraste con la
leve subexpresion observada en el 0. Este patrén sugiere una mayor participacion de
CAV1 en los primeros en comparacion con los O, posiblemente vinculada a diferencias
en el grado de actividad bioldgica y diferenciacion tisular. Estos hallazgos se
correlacionan parcialmente con los resultados inmunohistoquimicos (ver 4.2.), donde se
observd una alta frecuencia de positividad en FOA/FDA (100 %) y FA (75 %), asi como
también en los O (83,3 %), aunque con menor intensidad en los tejidos de control. En este
sentido, la presencia de la proteina en los O, a pesar de la leve subexpresion génica, podria
explicarse por mecanismos de regulacion postranscripcional o por una mayor estabilidad
proteica, lo que pone de manifiesto la complejidad en la relacién entre los niveles de
ARNm y proteina.

En la literatura, la expresion de CA V1 ha sido ampliamente estudiada en tumores
epiteliales orales, particularmente en el carcinoma oral de células escamosas, donde se ha
reportado un aumento de su expresion en comparacion con mucosa normal y lesiones
potencialmente malignas. No obstante, en metdstasis ganglionares se ha observado una
disminucion de su expresion respecto al tumor primario, lo que ha llevado a proponer un
rol bifésico en la carcinogénesis oral, asociado tanto a la progresion tumoral como a
mecanismos de regulacion del crecimiento (Hung y col., 2003; Han y col., 2004; Kat y
col., 2020).

Siguiendo con lo antes mencionado, los resultados obtenidos en el presente
estudio podrian interpretarse a la luz del comportamiento dual de CAVI descripto en la
literatura. La leve subexpresion observada en los O —lesiones hamartomatosas altamente
diferenciadas— seria compatible con su posible rol como supresor tumoral en estadios
tempranos o en entidades de crecimiento limitado. En contraste, la leve sobreexpresion
detectada en FOA, FA y FDA podria reflejar una mayor participacion de CAVI en procesos
asociados a la proliferacion y dindmica tumoral, en concordancia con estudios que
sefialan su regulacion positiva en etapas mas avanzadas o en lesiones con mayor actividad
biologica (Gong y col., 2019). No obstante, dado el caracter leve de estas variaciones,
estos hallazgos deben interpretarse con cautela, sugiriendo un rol contextual y
dependiente del tipo de lesion.

En tumores de glandulas salivales, la evidencia es igualmente variable. Algunos
estudios han sefalado una asociacion inversa entre la expresion de CAVI y parametros

de agresividad o proliferacion celular, sugiriendo un posible rol supresor tumoral,
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mientras que otros no han encontrado correlaciones significativas con variables clinico-
patologicas (Jaafari-Ashkavandi y col., 2016). Esta heterogeneidad es concordante con
los hallazgos del presente estudio.

En el contexto de las lesiones odontogénicas, los estudios disponibles son
limitados pero relevantes. Se ha descrito una expresion variable de Cav-1 asociada a
diferentes grados de diferenciacion epitelial (Bologna-Molina y col., 2017), asi como una
alta positividad en quistes odontogénicos y menor expresion en ameloblastomas,
sugiriéndose que su pérdida podria relacionarse con mayor agresividad (Jaafari-
Ashkavandi y col., 2014). Asimismo, estudios recientes han demostrado sobreexpresion
de CAVI en ameloblastomas sin diferencias entre variantes histologicas (Sanchez-
Romero y col., 2021), en concordancia con algunos resultados del presente estudio.

Desde una perspectiva funcional, CAV1 participa en la regulacion de multiples
vias metabolicas relevantes para la biologia tumoral, incluyendo glucdlisis, metabolismo
lipidico y bioenergética mitocondrial, e interactiia con marcadores como GLUT-1, HIF-1A
y FASN (Sanchez-Romero y col., 2021). En este contexto, la sobreexpresion de CAVI en
los FOA, FA'y FDA, junto con su mayor frecuencia de expresion proteica, podria vincularse
con una mayor actividad metabolica y celular, mientras que en los 0, la discordancia entre
expresion génica y proteica y su perfil mas diferenciado podrian reflejar una regulacion
distinta de estos procesos. En conjunto, estos resultados refuerzan la participacion de
CAV1 en la biologia de los TO y evidencian la importancia de considerar tanto el nivel
génico como proteico para una mejor comprension de su rol.

5.3.4. Gen CTNNBI1

CTNNBI es el gen que codifica a B-catenina, la cual actia como un componente
clave en la via de senalizacion Wnt y regula la homeostasis celular. La mayoria de los
estudios relacionados con CTNNBI se han centrado principalmente en su papel en el
cancer. B-catenina es un componente clave del complejo que media la adhesion
intercelular y es una molécula critica en la via de sefalizacion canonica Wnt (Zhuang y
col., 2023). Esta via es uno de los principales reguladores en la patogénesis de lesiones
neoplasicas, cuya activacion estabiliza a P-catenina, facilitando su acumulacion
citoplasmatica y translocacion nuclear. Dentro del nucleo participa ademés en la
expresion de genes relacionados con el ciclo celular formando varios complejos con
proteinas de union al ADN (Miyake y col., 2006; Chatterjee y col., 2023).

En el presente estudio, el andlisis mutacional de CTNNBI no evidencid la

presencia de variantes activadoras, incluyendo las mutaciones hotspot S33P y S45P,
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ampliamente descritas en otras neoplasias (Baumhoer y col., 2022). Este hallazgo, en
conjunto con los niveles de expresion génica observados —caracterizados por una leve
subexpresion en el FA, FOA y FDA, y una discreta sobreexpresion en el 0— sugiere que la
via Wnt/B-catenina podria no desempefiar un rol central como mecanismo impulsor en
estas lesiones.

En contraste, estudios recientes en osteomas han demostrado una alta frecuencia
de mutaciones en CTNNBI (hasta un 61 %), particularmente en residuos criticos como
S45P, asociadas a la estabilizacion de B-catenina y a la activacion transcripcional de la
via Wnt. Estos tumores configuran asi un modelo de neoplasia impulsada genéticamente
por esta via. Mientras que, en los O evaluados en el presente estudio no se identificaron
mutaciones en CTNNBI, y la leve sobreexpresion observada sugiere un incremento
regulado de la actividad de la via mas que una activacion autonoma. En ausencia de
alteraciones estructurales del gen, la B-catenina permanece sujeta a los mecanismos
fisiologicos de control, lo que descarta una activacién constitutiva comparable a la
observada en los osteomas (Baumhoer y col., 2022).

Estas diferencias resultan coherentes con la naturaleza bioldgica de ambas
entidades. Mientras que los osteomas corresponden a neoplasias 6seas verdaderas, con
crecimiento autonomo y base genética definida, los O son lesiones altamente
diferenciadas, frecuentemente consideradas hamartomatosas, que reproducen en gran
medida los procesos de odontogénesis (Speight y Takata, 2017). En este contexto, la leve
sobreexpresion de CTNNBI en O podria vincularse con el rol fisioldgico de la via Wnt/[-
catenina en la formacidon y organizacion de los tejidos dentarios, mas que con un
mecanismo oncogénico primario (Baumhoer y col., 2022).

Los hallazgos del presente estudio resultan concordantes con lo reportado en la
revision sistemadtica de Chatterjee y col. (2023), la cual demuestra que la expresion de -
catenina y la activacion de la via Wnt/B-catenina presentan un comportamiento
heterogéneo en las lesiones odontogénicas, estrechamente vinculado a su tipo histologico
y potencial bioldgico. En dicha revision, las lesiones con mayor agresividad, como los TO
malignos, evidenciaron con mayor frecuencia acumulacion citoplasmatica y localizacion
nuclear de B-catenina, interpretadas como indicadores de activacion de la via. Por el
contrario, las lesiones de comportamiento mas indolente mostraron predominantemente
una expresion membranosa, compatible con un estado basal de la sefializacion (Chatterjee
y col., 2023). En este contexto, la ausencia de mutaciones en CTNNBI observada en

nuestra serie, junto con los niveles de expresion génica caracterizados por una leve
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subexpresion en FA, FOA y FDA, y una discreta sobreexpresion en O, sugiere la ausencia
de una activacion robusta de la via Wnt/B-catenina y se correlacionan con el caracter
benigno y el bajo potencial agresivo de las lesiones analizadas.

Asimismo, la revision destaca la existencia de discrepancias entre el estado
mutacional de CTNNBI y el patron inmunohistoquimico de -catenina, lo que sugiere la
participacion de mecanismos alternativos de activacion de la via, independientes de
mutaciones estructurales. En este sentido, si bien la ausencia de mutaciones en nuestro
estudio no permite descartar completamente la implicancia de la via Wnt/p-catenina, los
hallazgos obtenidos apoyan la hipdtesis de que su participacion seria limitada y
probablemente asociada a procesos de regulacion transcripcional o diferenciacion tisular,
mas que a un evento oncogénico primario. En conjunto, estos resultados refuerzan el
concepto de que la activacion de la via WnT/B-catenina en las lesiones odontogénicas es
dependiente del contexto biologico, variando segun el tipo de lesién y su comportamiento
clinico (Chatterjee y col., 2023).

En la misma linea, los resultados del presente estudio concuerdan con lo reportado
por Miyake y col. (2006), quienes evidenciaron que las mutaciones en CTNNBI son
infrecuentes en los TO, incluso en aquellos con comportamiento mas agresivo, y que su
ausencia no excluye la posible participacion de la via mediante mecanismos alternativos
(Miyake y col., 2006).

Por otra parte, CTNNBI ha sido descrito en determinados escenarios como un
posible gen supresor tumoral, dado que su delecion o mutacion asociada a pérdida de
expresion se ha vinculado con el desarrollo de distintos tipos de cancer (Zhuang y col.,
2023). Esta funcion se relaciona principalmente con su rol en la adhesion celular y en el
mantenimiento de la arquitectura tisular. En concordancia, la leve subexpresion
observada en los FA, FOA y FDA podria asociarse a una disminucion de estas funciones
regulatorias, contribuyendo a alteraciones en la organizacion tisular mas que a una
activacion oncogénica directa. No obstante, es importante considerar que B-catenina
presenta funciones duales, participando tanto en mecanismos de adhesion celular como
en la sefalizacion de la via Wnt, por lo que su comportamiento no se ajusta estrictamente
al de un gen supresor tumoral clasico.

En contraste, la leve sobreexpresion observada en los O podria vincularse con la
activacion fisioldgica de la via Wnt/B-catenina durante los procesos de odontogénesis y
diferenciacion de tejidos dentarios, en concordancia con el caracter altamente organizado

de estas lesiones. En conjunto, estos hallazgos sugieren que las variaciones en la
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expresion de CTNNBI en las lesiones estudiadas reflejan diferencias en el grado de
diferenciacion y organizacion tisular, mas que un patréon uniforme de comportamiento
supresor u oncogénico (Zhuang y col., 2023).

En conjunto, los resultados obtenidos indican que el gen CTNNBI no
desempefiaria un rol central como impulsor oncogénico en los TO analizados, dado que
no se identificaron mutaciones activadoras y los niveles de expresion génica fueron bajos
o discretos. La leve subexpresion observada en los FA, FOA y FDA sugiere una posible
alteracion en funciones regulatorias vinculadas a la adhesion celular y organizacion
tisular, mientras que la leve sobreexpresion en O podria relacionarse con procesos
fisioldgicos de diferenciacion y formacion de tejidos dentarios (Zhuang y col., 2023). En
este sentido, los hallazgos refuerzan que la participacion de la via WNT/B-catenina es
limitada y dependiente del contexto bioldgico, variando segun el grado de diferenciacion
y comportamiento de cada entidad. Asimismo, en concordancia con lo reportado en la
literatura, esta via no constituiria un mecanismo impulsor universal, pudiendo responder
tanto a eventos mutacionales con impacto oncogénico en ciertas neoplasias, como los
osteomas, como a procesos regulados de diferenciacion tisular en lesiones como los O
(Baumhoer y col., 2022).

5.4. Limitaciones del estudio

Este estudio presenta varias limitaciones que deben ser consideradas al interpretar
los resultados. En primer lugar, el tamafio muestral reducido limita la potencia estadistica
y la generalizacion de los hallazgos. En segundo lugar, el disefio retrospectivo y el
muestreo por conveniencia pueden introducir sesgos de seleccion. En tercer lugar, la
heterogeneidad en la disponibilidad de muestras para los distintos andlisis
(inmunohistoquimico, expresion génica y secuenciacion) podria haber influido en los
resultados. Asimismo, la utilizacién de tejidos como MB y CP como controles, si bien
metodologicamente justificable, no representa completamente el microambiente
odontogénico normal. Debe considerarse como una limitacion del estudio el tiempo de
almacenamiento y las condiciones de conservacion de las muestras. Si bien algunas de
ellas correspondian a casos diagnosticados en las décadas de 1970 y 1980, el Laboratorio
de Anatomia Patologica dispone de un archivo destinado a su resguardo, ubicado en un
ambiente protegido de temperaturas elevadas y de la humedad. No obstante, no se dispone
de registros objetivos o continuos que documenten dichas condiciones de
almacenamiento a lo largo del tiempo. En consecuencia, no es posible descartar que la

antigiiedad de las muestras y las variaciones no documentadas en las condiciones de
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conservacion hayan influido, en cierta medida, en la calidad de los acidos nucleicos

obtenidos y, por ende, en algunos de los resultados de los andlisis moleculares.

Capitulo 6 | Consideraciones finales

En conjunto, los resultados obtenidos en el presente estudio permiten realizar una
caracterizacion integral de los TO analizados, integrando variables clinico-patoldgicas,
inmunohistoquimicas y moleculares. Desde el punto de vista clinico, si bien se
observaron algunas diferencias respecto a lo reportado en la literatura —particularmente
en relacion con la edad de presentacion—, los hallazgos confirmaron tendencias
conocidas, como la predileccion por pacientes jovenes y la frecuente localizacion
mandibular, especialmente en FOA y FDA. Estas variaciones podrian explicarse por el
tamafo muestral limitado y las caracteristicas propias de la poblacion estudiada.

A nivel inmunohistoquimico, los TO analizados evidenciaron patrones de
expresion similares entre FA, FOA y FDA, con diferencias claras respecto a los O y tejidos
de control. La expresion de biomarcadores como MOC-31 y Cx-43 sugiere la presencia
de una actividad bioldgica compartida entre los FA, FOA y FDA. En contraste, la baja o nula
expresion de estos marcadores en los O muestra un comportamiento diferencial.
Asimismo, el bajo indice proliferativo evidenciado por Ki-67 en todas las lesiones
analizadas resulta consistente con su comportamiento clinico benigno y de crecimiento
lento.

El andlisis genético aportd informacion relevante para la comprension de la
biologia de estas lesiones. En particular, la deteccion consistente de la mutacion BRAF
V600E en los FA, FOA y FDA, y su ausencia en los O, constituye uno de los hallazgos mas
significativos del estudio, apoyando la implicancia de la via MAPK en la patogénesis de
estas neoplasias y reforzando su naturaleza neoplasica.

Si bien no se detectaron las mutaciones ya reportadas en los genes PTCH1, SMO,
CTNNBI y CAV1, el analisis de la expresion génica permitio identificar patrones de
comportamiento bioldgico relevantes. En este sentido, se observaron tendencias similares
de leve subexpresion o sobreexpresion entre los FA, FOA y FDA, en contraste con los O,
que presentaron un perfil diferencial. Aunque estas variaciones no alcanzaron
significacion estadistica, los resultados sugieren la existencia de mecanismos regulatorios
comunes entre algunos de los FA, FOA y FDA, que podrian reflejar una base biologica

compartida. La ausencia de significacion estadistica podria atribuirse, entre otros factores,
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al tamafio muestral limitado, a la heterogeneidad intrinseca de estas lesiones y a las
dificultades metodologicas asociadas a la obtencion de material genético de calidad.

No obstante, los patrones de expresion observados constituyen hallazgos
descriptivos que, si bien deben interpretarse con cautela debido a la ausencia de
significacion estadistica, podrian orientar futuras investigaciones. Estudios con un mayor
tamafno muestral y la incorporacion de técnicas moleculares mas amplias permitiran
determinar si estos patrones representan diferencias bioldgicamente relevantes.

En conjunto, la integracion de los resultados inmunohistoquimicos y moleculares

apoyan la hipotesis de que los FA, FOA y FDA comparten cierta relacion biologica que los
diferencia de los 0. No obstante, esta interpretacion debe realizarse con cautela, ya que el
tamafo muestral fue limitado y parte de los andlisis moleculares no evidencid diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos. En contraste, los O mostraron un
comportamiento compatible con una entidad biologicamente diferenciada, caracterizado
por una menor actividad proliferativa, una menor expresiéon de biomarcadores y la
ausencia de alteraciones moleculares relevantes, evidenciada por la no deteccion de la
mutacion BRAF V600E y por la ausencia de expresion de BRAF, hallazgos que, en
conjunto, respaldan su naturaleza hamartomatosa.
En relacion con los objetivos planteados, los resultados obtenidos permiten considerar
que estos fueron cumplidos en su totalidad, ya que se logrd caracterizar el perfil clinico-
patologico, inmunohistoquimico y molecular de las lesiones estudiadas, asi como
establecer asociaciones entre los distintos niveles de analisis. Asimismo, el estudio aporta
evidencia local que contribuye a la comprension de la patogénesis de los TO estudiados,
incorporando herramientas moleculares que complementan la clasificacion tradicional
basada en criterios histolégicos.

No obstante, el presente trabajo presenta algunas limitaciones. Entre ellas, se
destaca el tamafio muestral reducido —condicion inherente al estudio de patologias de
muy baja frecuencia, lo que resalta la relevancia de contar con el nimero de casos aqui
analizado—, la variabilidad en la calidad del material genético obtenido, especialmente
en muestras fijadas en formol e incluidas en parafina, y el analisis restringido a regiones
especificas de los genes estudiados, lo que no permite descartar la presencia de
alteraciones en otras zonas no evaluadas. Asimismo, la naturaleza descriptiva de algunos
andlisis limita la posibilidad de establecer asociaciones concluyentes.

A partir de estos hallazgos, se podrian abrir nuevas lineas de investigacion

orientadas a profundizar en la caracterizacion molecular de estas lesiones. Futuras
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investigaciones con mayor tamafio muestral —posiblemente mediante el desarrollo de
estudios multicéntricos que permitan ampliar el nimero de casos—, el empleo de técnicas
de secuenciaciéon mas amplias y la realizacion de estudios funcionales permitiran
esclarecer con mayor precision el rol de las distintas vias de sefializacion implicadas.
Asimismo, el estudio de la interaccion entre los componentes epitelial y mesenquimatico,
asi como la evaluacioén de posibles blancos terapéuticos —particularmente en relacion
con la via MAPK—, podria aportar nuevas herramientas para el diagnostico, clasificacion

y manejo clinico de los TO.
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APENDICE 2. RESUME /PREPRINT

The present study provides an integrated analysis of immunohistochemical expression,
gene expression profiles, and mutational status of key signaling pathways in odontogenic
tumors, with a particular focus on ameloblastic fibroma (AF), Ameloblastic
fibrodentinoma (AFD), ameloblastic fibro-odontoma (AFO), and odontoma (O). These
entities remain at the center of an ongoing debate regarding their biological nature,
especially in light of the current World Health Organization classifications.

A consistent finding in this study was the similarity in immunoexpression patterns among
AF, AFD, and AFO, in contrast to the lower expression levels observed in odontomas.
This differential profile suggests that mixed odontogenic tumors exhibit a higher level of
cellular activity compared to odontomas, which are traditionally regarded as
developmental lesions. From a biological standpoint, these findings support the concept
that at least a subset of AF, AFD, and AFO may behave as true neoplasms rather than
representing purely hamartomatous stages of odontoma development.

The proliferative index, as assessed by Ki-67, was low across all groups, although slightly
higher in AF, AFD, and AFO compared to odontomas. This is in agreement with previous
reports describing low proliferative activity in these lesions. However, the observed
differences in the expression of Caveolin-1, MOC-31, and Connexin 43 suggest that
beyond proliferation, additional biological processes—such as cell adhesion, intercellular
communication, and epithelial-mesenchymal interactions—may play a role in
distinguishing these entities. Nevertheless, given the limited statistical significance in
several comparisons, these observations should be interpreted as indicative trends rather
than definitive differences.

Gene expression analysis revealed heterogeneous patterns across the different tumor
types, including absent, basal, and mildly deregulated expression levels. This variability
reflects the biological complexity of odontogenic tumors and is consistent with the
involvement of multiple signaling pathways in odontogenesis and tumorigenesis.
However, the absence of statistically significant differences between groups underscores
the exploratory nature of these findings and highlights the need for further validation in
larger cohorts.

A particularly relevant finding of this study is the identification of the BRAF V600E
mutation in all analyzed cases of AF, AFD, and AFO, while it was absent in odontomas.

This result reinforces the existence of molecular differences between these groups and
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aligns with previous evidence supporting the role of MAPK pathway activation in
odontogenic tumorigenesis. From a translational perspective, the presence of BRAF
mutations may have diagnostic and potentially therapeutic implications, particularly
considering the increasing use of targeted therapies in tumors harboring MAPK pathway
alterations. However, the uniform detection of this mutation in the present series should
be interpreted with caution due to the limited sample size and potential selection bias.

In contrast, no mutations were identified in PTCH1, SMO, CTNNBI, or CAV1,
suggesting that, within the limitations of this study, these pathways may not play a central
role in the molecular pathogenesis of the analyzed lesions. Alternatively, it is possible
that alterations in these pathways occur at regulatory levels not assessed in this study,
such as epigenetic or post-transcriptional mechanisms.

The findings of this study have important implications in the context of current WHO
classifications, which consider AFD and AFO as developing odontomas rather than
independent neoplastic entities. The molecular and immunohistochemical profiles
observed here challenge this simplified model and support the notion of a biological
spectrum, in which some lesions classified as AFD and AFO may exhibit neoplastic
features. This perspective aligns with recent discussions in the literature suggesting that
odontogenic tumors cannot be fully explained by a linear developmental model.

Several limitations must be acknowledged. The relatively small sample size reduces
statistical power and limits the generalizability of the findings. The retrospective design
and convenience sampling introduce potential selection bias. Additionally, the use of
different subsets of samples for immunohistochemical, gene expression, and mutational
analyses may have influenced the consistency of the results. The selection of oral mucosa
and pericoronal tissue as controls, although methodologically practical, does not fully
replicate the odontogenic microenvironment.

Despite these limitations, this study provides relevant preliminary evidence supporting
biological differences between AF, AFD, and AFO compared to odontomas, particularly
in relation to MAPK pathway activation. These findings highlight the importance of
integrating molecular data into the classification of odontogenic tumors and underscore
the need for multicenter studies with larger sample sizes to validate these observations.
In conclusion, the results of this study suggest that mixed odontogenic tumors represent
a heterogeneous group with variable biological behavior, and that at least a subset of these

lesions may have a true neoplastic nature. A more nuanced classification, incorporating
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molecular features, may be necessary to better reflect their biological diversity and to

guide clinical management.
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Anexos

ANEXO 1. Registro de proyecto en el MSP

Bireccién General de la Salud
ivision Evaluacion Sanitaria

A Ministerio
@ de Salud Piblica Solicitud de registro/autorizacién de proyectos de investigacién en seres
humanos

Montevideo, 11-05-2021.

Constancia de Solicitud de Registro de Proyecto

El presente documento hace constar que el proyecto: Expresion de los genes braf, smo, ptch 1, ctnnb 1,
cav 1y de las proteinas caveolina 1, moc 31 y conexina 43; en el Fibroma ameloblastico, Fibrodentinoma

ameloblastico y Fibroodontoma ameloblastico fue ingresado el dia 11-05-2021, bajo el Nro. 3948745 con los
siguentes datos:

Datos del investigador coordinador del proyecto
Nombre: Maria Natalia Gonzalez
Documento de identidad: cedula : 40251334
Institucién a la cual pertenece: Facultad de Odontologia de la UdelaR
Funcién en el proyecto: Responsable
Correo electrénico: guillermina.26@hotmail.com
Teléfono de contacto: 099910970

“Esta constancia no implica la aprobacién del protocolo registrado ni la autorizacién para su realizacién”
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ANEXO 2. Aprobacion comité de ética Facultad de odontologia, UdelaR

0O

Facultad de Odontologia

UNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA
Sacdion Comisionss - Claustrio
2487 30 481m. 105

Montevideo, 02 de setiembre de 2021 -

Doctora
Natalia Gonzalez

Se comunica a usted la resolucién adoptada por el Comité de Etica de fecha 19/08/21:

RESOLUCION 4) -
APROBAR el Proyecto titulado “Expresion de los genes braf, smo, ptch 1, ctnnb 1, cav1y
de las proteinas caveolina 1, moc 31 y conexina 43 en el Fibroma ameloblastico,

Fibrodentinoma ameloblastico y Fibroodontoma Ameloblastico”, presentado por la
Responsable, Dra. Natalia Gonzalez. (Exp. No. 091900-000084-21).

Sin otro particula, saluda atentamente;
'_L-j,u',(‘f ?
|

[
o
"

Dra. Alicia Picapedra
Coordinadora del Comité de Etica
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ANEXO 3. Aprobacion INDT

‘-W Trasplonte
> d-c.u.u.’u..,o..-..

M o Sl P e
v vdbid B Bepe
b

Montevideo, 29 de sclicmbee de 2021

Dea. Natalis Gonzidez
Presente

De mi mayor comsideracion:

Por la presente comunicamos que la Comasion Homoraria
Asesoen (CHA) el Instituto Nacional de Donacidn y Trasplamie de Células, Taidos ¥
Ggm(l.‘ll)l’).wﬂuh\wan-t.dcthld:seciemhcchOZl.delpmcloy
consentimiento informado del proyecto tilulado “Expresion de los genes braf, smo, pich
I, ctanb 1, cav | y d¢ kas prolcinas caveoling |, moc 31 ¥ conexina 43 em el Fibroma
amcioblistico, Fibrodenti amcloblastico y Fitevodontoma ameloblistico™

Sin otro particular, saluda sentamente,

Prof. Dra, Milka Bengochea
Disectora del INDT
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ANEXO 4. Imagenes de las horquillas obtenidas mediante el Oligo Analyzer Tool
(Integrated DNA Technologies, USA) de las secuencias de los primers utilizados para
PCR de los genes en estudio. (A, B) PTCHI Fower, (C) PTCHI Reverse, (D, E) CTNNB1
Fower, (F, G) CTNNBI Reverse, (H, I) SMO Fower, (J, K) SMO Reverse, (L, M) CAV1
Fower, (N, O) CAVI Reverse, (P, Q) BRAF Fower, (R) BRAF Reverse, (S) GAPDH
Fower, (t, U) GAPDH Reverse.
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ANEXO 5. Imagenes de las horquillas obtenidas mediante el Oligo Analyzer Tool
(Integrated DNA Technologies, USA) de las secuencias de los primers utilizados para
qPCR de los genes en estudio. (A, B) PTCHI Fower, (C) PTCHI Reverse, (D, E)
CTNNBI Fower, (F, G) CTNNBI Reverse, (H, I) SMO Fower, (J, K) SMO Reverse, (L)
CAV1 Fower, (M, N) CAV1 Reverse, (O) BRAF Wt Fower, (P) BRAF Wt Reverse, (Q, R)
BRAF Mut Fower, (S) BRAF Mut Reverse, (T) GAPDH Fower, (U, V) GAPDH Reverse.
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ANEXO 6 Obtencion de financiamiento en el marco del Programa de Iniciacion a la

Investigacion de la CSIC (2021) para el desarrollo del proyecto de tesis

Montevideo, 25 de Febrero de 2

Estimados/as MARIA NATALIA GONZALEZ UMPIERREZ

Presente

£l pasado 22/02/2022 el Consejo Directivo Central (CDC) tomé resolucién respecto

Iniciacion a la Investigacién - 2021. Utilizé como insumo las recomendaciones de la Co
Sectorial de Investigacion Cientifica (CSIC), basadas en el informe de evaluacién reparado P
Unidad Académica. Me satisface comunicarle que su propuesta titulada Expresién de los genes braf,
smo, ptch 1, ctnnb 1, cav 1y de las proteinas caveolina 1, moc 31 y conexina 43 en el Fibroma
amelobldstico, Fibrodentinoma amelobléstico y Fibroodontoma ameloblstico. ha sido seleccionada
para ser financiada. Junto a esta comunicacion se pone a su disposicion la evaluacién académica de

su proyecto.

Aprovecho la oportunidad para hacerle llegar mis felicitaciones y desearle el mayor éxito en el ¢
de su propuesta. :

Reciba mis cordiales saludos,

Tt £y

Cecilia Fernandez
Prorectora de Investigacion
Presidente de la CSIC
Universidad de la Republica

Comisién Sectorial de Investigacion Cientifica - UdelaR
Dir.: Jackson 1301-1303, CP 11200, Montevideo, Uru
) , , Uruguay :
Tel.: (+598) 2402 2371 - 2408 7033 - 2408 7162 Fax.:(+598) 2402 2371 WJWMW
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ANEXO 7 Presentacion del Proyecto de investigacion en la XVI Reunion Cientifica

Anual de la Sociedad Uruguaya de Investigacion Odontolédgica, octubre de 2021

SOCIEDAD URUGUAYA DE INVESTIGACION ODONTOLOGICA

URUGUAYAN SECTION OF THE INTERNATIONAL ASSOCIATION FOR DENTAL RESEARCH

Por cuanto

NATALIA GONZALEZ

ha participado en calidad de presentador del proyecto
Expresion de los genes braf, smo, ptch 1, ctnnb 1, cav 1 y de las proteinas caveolina 1, moc 31y
conexina 43 en el Fibroma ameloblastico,

Fibrodentinoma loblastico y Fibroodontoma ameloblastico

durante la XVI Reunién Cientifica Anual de la
Sociedad Uruguaya de Investigacién Odontoldgica,
realizada el 12 de octubre de 2021 en modalidad virtual

Montevideo, Uruguay

/ a )
i raiitomeindes @7(
Dr. Ignacio Fernandez Dr. Ronell Bologna
Vice Presidente SUIO Presidente SUIO
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ANEXO 8 Presentacion de los resultados inmunohistoquimicos en formato poster en el

IIT Congreso Nacional de Biociencias, octubre de 2022.

Inmunoexpresion de las proteinas caveolina 1, |:o
Ki-67, conexina 43 y MOC-31 en el Fibroma
e ameloblastico, Fibroodontoma ameloblastico
y Fibrodentinoma ameloblastico

Odontologia

Gonzélez, Natalia!; Bologna-Molina, Ronell?; Beovide, Verénica?; Sicco, Estefania?.
1-Cétedra de Anatomia Patoldgics, Facultad de Odontologia, Universidad de la Republica.
2-Area de Patologia Molecular ica, Facultad de O L idad de la Repiblica.

Contacto: nataliagonzalez@odon.edu.uy

Introduccion

Fibroma ico (FA) (Fig. 1), Fi ico (FOA) y Fi i ico (FDA)
son tumores odontogénicos (TO) benignos mixtos que i epitelio y énquil énico. La falta
de clasificacion homogénea, unificacion de criterios y la eliminacion del FOA y FDA por la Organizacién Mundial
de la Salud en 2017, impiden tener un panorama epidemioldgico real y actual de los TO mlxtos Al considerar al %
FOA y FDA como etapas del desarrollo de un odontoma (O) y no como nos la
busqueda de biomarcadores que permitan contribuir al diagndstico.

Fig 1. Fibroma amelobldstico. H-E.

Objetivo Materiales y métodos
Determinar la expresién de caveolina 1, Ki-67, conexina 43 y ~ Muestrex ia. Muestr Anatomia Patoldgica de la Facultad
MOC-31 en el FA, FDA, FOA, usando como controles a los Oy  de Odomolugla (UdelaR). Pmces:mvemo|nmunoh|stoqu|mlw en Patologia molecular (UdelaR).

capuchones (cP).

Fig 2. A- Expresion de MOC-31 en Fibrodentinoma ameloblastico. B- Expresion de caveolina 1 en Fibrodentinoma ameloblastico. C- Expresion de conexina 43 en Fibroma
‘ameloblastico. D- Expresin de Ki-67 en Fibroma ameloblastico. Barn de escala: 50 um y 200 um.

estrellado.

/M REIM R M I%E 2B Caveokirre 1l{Fik) 28] en amelob astos reticuloymesenquimal
FDA +E/-M +E/-M +E/+M <5%E - ina 43 (Fig. 2C) -
FOA; ce /M 1/ M CE /) SSHE + Ki-67 (Fig. 2D) en células epiteliales.
° Negativo  +E/+M  Negativo  Negato . o404 fueron negativos en CPy O, exceptuando caveolina 1 que
I3 Negativo Negatvo  Negativo  Negativo tuvo positividad moderada en las zonas de papila y epitelio

reducido en O.

) epitelo odontogenico y () mesénauima odontogénico

. Condusiomes Financiacién:

De los hallazgos inmunohistoquimicos se desprende que las neoplasias odontogénicas benignas en estudio tienen actividad neoplisica us
tanto epitelial como. con baja tasa de La de caveolina 1, MOC-31 y conexina 43 en los UR
tumores mixtos en comparacién con la expresién en los O y CP (controles), sugiere un posible rol de dichas proteinas en los eventos del

desarrollo tumoral. CSIC

BIOCIENCIAS

1 Jornadas Binacionales Argentina Uruguay
1l Congreso Nacional 2022
“Ciencia para ol desarrollo sustentabie”

19 al 21 de Octubre de 2022
Radisson Montevideo Victoria Plaza Hotel

Se deja constancia que Marfa Natalia Gonzalez Umpierrez presentd el trabajo
de las proteinas ¢ lina 1, Ki-67, ina 43 y MOC-31
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ANEXO 9 Presentacion de los resultados inmunohistoquimicos en formato péster en las

4 tas. Jornadas de Investigacion de la Facultad de Odontologia, 2022.

‘o Bm

UNIVERSIDAD

DE LA REPOSLICA Facultad de Odontologia C SIC

URUGUAY UNIVERSIDAD OE LA REPUBLICA

Expresion de los genes braf, smo, ptch 1, ctnnb 1, cav 1y de las proteinas
Ki67, caveolina 1, moc 31 y conexina 43 en el fibroma ameloblastico,
f|brodent|noma ameloblastico y fibroodontoma ameloblastico

*Maria Natalia Gonzlez Umpiérrez 1, Ronell Bolonia- Mollna 2, Aurita Verdnica Beovide
Cortegoso 3, Estefania Sicco Martinez 4

1 Asistente de la Catedra de Anatomia Patoldgica de la Fac. odontologia, UdelaR. 2 Profesor de la Cétedra de patologia molecular
estomatologica de la Fac. de Odontologia, UdelaR. 3 Profesora de la Citedra de Anatomia Patoldgica de la Fac. Odontologia,

UdelaR. 4 Asistente de la Catedra de logia molecular ica de la Fac. de Odontologia, UdelaR.
Introduccion
Los tumores od. énicos (TO) benif mixtos i | y conjuntivos que
se encuentran en todas las etapas de la odontogénesis, e incluyen entre otros al Fibroma
loblastico (FA), fibr ico (FOA) y fib i ico (FDA), estas

dos dltimas eliminadas de la clasificacion de TO, OMS 2017. La falta de una clasificacién homogénea
y de umflcacnﬁn de criterios, impide tener un panorama epidemiolégico real y actual de las

mixtas. Er di Ias mayores discr ias al eliminar enti como
eI FDAy FOA como verdaderas lasi dolas od (O) en desarrollo.
Objetivo Materiales y métodos
Determinar la expresion de Ki67, Cav 1, moc 31, Cx 43y los Estudio analitico, observacional, transversal, retros,

genes braf, smo, patch 1, cav 1y ctnnb1 en el FA, FDA, FOAy O, probabilistico, por conveniencia. Muestras almacen:
usando como controles capuchones (CP) y mucosa bucal (MB).

Resultados
preliminares

lera Etapa IHQ en FA, FDA y FOA:
. moc31 + (5-50%) principalmente
en las zonas de reticulo estrellado.
. Caveolina 1 ++ (>50%) en
ameloblastos, reticulo y
mesénquima.

. Conexina 43 +/++ principalmente
en el mesénquima.

. Ki-67positividad <5% de las
células tumorales.

. Todos fueron negativos en CPy O,
exceptuando caveolina 1 que tuvo
positividad moderada en las zonas By
de papila y epitelio reducido de los
odontomas.

A- Caveolina 1, FDA (Qa 380.02) 40x
B- Ki-67, FA (19-228) 40x

C- Conexina 43, FA (83-023) 40x

D- Moc 31, FDA (Qa 380.02) 40x

De los
tlenen actividad neopldsica tanto epltelia ol

cacién con los O h
en los FA, FDA y FOA en comparacion con Ia expresl
desarrollo tumoral.

Fvre a ]
- Bldeny A Cain 4. Odotogei s and Neoplasrs. Surg athol ln e, 201 0177222 e = o 4

2. Speight PM, Takata T. New tumour entites he World f Head snd fed fumours, 2005, 1-435

3 s L. teson W, et Sty 0. W ot Olnmlanan assfation of Yumaurs Pathology & d and Neck Tumours IARC Head and Neck Tumours. 5.

4. E-Naggar AK, Chan JKC, Grandis IR, Takata T e ot ARCL,adhor 2017

. Kuron H.E, e . DevelopmentofTeet # liernet. ot o i Mndule in Bmmednal Sciences, Elsevier Inc.; 2018. 1-11p.
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Abstract

BACKGROUND

Odontogenic tumors are a heterogeneous group of lesions originating from tissues
involved in odontogenesis. Mixed odontogenic tumors comprise a group of le-
sions characterized by the presence of ectodermal and mesenchymal odontogenic
tissues with or without the formation of hard dental tissues.

AIM

To determine and compare the expression of caveolin-1, MOC-31, connexin-43
(Cx-43), and Ki-67 in ameloblastic fibromas (AF), ameloblastic fibrodentinomas
(AFD), ameloblastic fibro-odontomas (AFO), and odontomas (O).

METHODS
Immunohistochemical analysis for caveolin-1, MOC-31, Cx-43, and Ki-67 was
performed on eight AF, one AFD, five AFO, and six O.

RESULTS

Variable protein expression was identified in the epithelium and mesenchyme of
most AF, AFD, and AFO with lower expression observed in O. Immunohisto-
chemical analysis revealed significant differences in protein expression between
AF and O (P = 0.0085) and between AFO/AFD and O (P = 0.0250). When eva-
luating individual proteins, a significant difference in MOC-31 expression was ob-
served between AF and O (P = 0.0310), while Cx-43 expression differed between
AFO/AFD and O (P = 0.0022) and between AF and O (P = 0.0310). Additionally,

March 20,2026 | Volume16 | Issuel |
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protein expression decreased with increasing age (P < 0.0100).

CONCLUSION

This immunohistochemical study suggested that the similarity in protein expression between AFD, AFO, and AF
compared with O may be due to the biological proximity among these lesions at the protein expression level.
Further studies with larger sample sizes and complementary techniques are required to validate these findings.

Key Words: Caveolin-1; MOC-31; Connexin-43; Ki-67; Odontogenic tumors

Core Tip: This study compared the immunohistochemical expression of caveolin-1, MOC-31, connexin-43, and Ki-67 in
ameloblastic fibroma (AF), ameloblastic fibrodentinoma (AFD), ameloblastic fibro-odontoma (AFO), and odontoma (O).
AF, AFD, and AFO showed similar epithelial and mesenchymal profiles with lower expression in O. Significant differences
in MOC-31 and Cx-43 between AF/AFO and O suggest that AFD and AFO may represent variants of AF rather than de-
veloping odontomas. These findings contribute to understanding the biological behavior and classification of mixed
odontogenic tumors.

Citation: Umpiérrez NG, Sicco E, Silveira F, Beovide AV, Bologna-Molina R. Differences of 1mmunohxslochcmlcal profiling of

MOC-31, caveolin-1, connexin-43, Ki-67 in ameloblastic fibroma, ameloblastic fibrodentinoma, loblastic fib and
odontomas. World J Exp Med 2026; 16(1): 115508
URL: https://www.wjgnet.com/2220-315x/full/v16/i1/1 15508 htm

DO https://dx.doi.org/10.5493/wiem.v16.i1.115508

INTRODUCTION

Mixed odontogenic tumors (OT) comprise a group of lesions characterized by the presence of ectodermal and
mesenchymal odontogenic tissues with or without the formation of hard dental tissues[1-3]. Ameloblastic fibroma (AF) is
a rare, benign, mixed tumor composed of odontogenic mesenchyme resembling dental papilla and odontogenic epithe-
lium without the presence of hard dental tissues[3]. In contrast, ameloblastic fibrodentinoma (AFD) and ameloblastic
fibro-odontoma (AFO) share the histological features of AF but also exhibit the formation of hard dental tissues[4]. AFO
and AFD were removed from the World Health Organization (WHO) classification in 2017 as well-defined entities based
on the rationale that in most cases they represent developmental stages of odontomas (O), which are mixed hamarto-
matous lesions composed of epithelium, mesenchyme, and hard dental tissues[3,5]. However, the clinicopathological fea-
tures of AFD and AFO do not always support the concept of progressive maturation into O, and at least some cases may
represent true neoplasms|5).

Cell signaling molecules are integral components of a complex communication system that regulates basic cellular
functions and interactions with the microenvironment. Disruptions such as loss of adhesion, impaired maturation, altered
intercellular cc ication, and inc d proliferation may contribute to the development of odontogenic neoplasms
[6]. Some of these biomolecules are useful biomarkers for understanding the behavior of some OTs. Our group previously
used some biomarkers to provide knowledge to the tumor biology of odontogenic neoplasms[6,7].

MOC-31 is an intercellular adhesion molecule involved in tight junction formation in epithelial cells[8]. Its overex-
pression has been reported in epithelial-origin neoplasms, including ameloblastomas, and it has also been detected in
mixed odontogenic lesions such as primordial OTs|[2,6]. Caveolin-1 (Cav-1) is an integral membrane protein involved in
various biological processes and expressed in both epithelial and mesenchymal cells with documented expression during
different stages of tooth development([9]. Its presence has also been described in odontogenic cystic lesions and neoplastic
lesions with locally aggressive clinical behavior, such as ameloblastomas(10].

Connexin-43 (Cx-43) is an integral membrane protein forming channels that facilitate intercellular communication and
the exchange of ions and molecules[11]. Its role in osteoblast and osteoclast development has been established([12], and it
has been suggested to contribute to ameloblast differentiation. However, its precise role in the development of OT
remains poorly understood, with only a few studies investigating its expression in odontogenic lesions|7,13]. Lastly, Ki-67
is a non-histone nuclear protein associated with DNA[14]. Widely recognized as a prototypical biomarker for cellular
proliferation, it identifies the total fraction of proliferating cells[15,16].

The biomarkers MOC-31, Cav-1, Ki-67, and Cx-43 are involved in critical cellular functions such as adhesion, prolif-
eration, signaling, and intercellular communication. Although each has a distinct role, they functionally intersect in
processes such as tumor progression, tissue remodeling, and cellular homeostasis.

These markers tend to interact in various biological processes. For example, Cx-43 colocalizes with Cav-1 and Cav-2 in
keratinocytes and regulates intercellular communication[17]. Cx-43 interacts with specific domains of Cav-1, participating
in cellular trafficking and signaling[18], and elevated expression of Cav-1 and Ki-67 has been associated with metastasis
and tumor progression[19]. Moreover, Cx-43 and Ki-67 show a positive correlation, suggesting that Cx-43 may play a role
in proliferation[20,21]. In y, Cav-1 modulates the function of Cx-43, and MOC-31 activates proliferative pathways
associated with Ki-67. When coexpressed in tumors, these molecules may have combined diagnostic and prognostic
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value.

In the present study we focused our attention on mixed OTs, a group whose recognition and classification have been
the subject of ongoing debate across successive editions of the WHO classification. This diagnostic ambiguity highlights
the need for additional tools that may contribute to a better understanding of their histogenesis and biological behavior.
In this context we deemed it pertinent to apply this panel of biomarkers previously used by our research group in other
OTs([2,6,7]. The selection of this set of biomarkers was based on their indirect involvement in the regulation of cell prolif-
eration, adhesion, and intercellular communication, especially in cancer contexts, and on the possibility of comparing the
results obtained with those from previously studied OTs.

The aim of this study was to determine and compare the immunchistochemical expression patterns of MOC-31, Cav-1,
Cx-43, and Ki-67 in AF, AFD, AFO, and O to contribute new knowledge that may help to better understand the biological
behavior of these OTs.

MATERIALS AND METHODS

Samples

The cases were randomly selected and consisted of formalin-fixed, paraffin-embedded samples (five AFO, one AFD, eight
AF, and six O) obtained from the archives of the Subunit of Pathological Anatomy, Department of Diagnostics in Pa-
thology and Oral Medicine, Faculty of Dentistry, University of the Republic (Uruguay). Five pericoronal cap (PC) samples
were included as controls. It is important to highlight the extreme rarity of these tumors; the cases analyzed represent all
those diagnosed at the only oral pathology service in the country from 1985 to the present. Due to their low incidence, the
sample size is necessarily limited.

Immunohistochemistry

For the immunohistochemical analyses all samples were subjected to the same standardized mild decalcification protocol
implemented in the Department of Pathology at the School of Dentistry. We used Histodecal® Extra (Biopack S.A.,
Argentina), a chelating decalcifying solution based on ethylenediaminetetraacetic acid, with neutral pH and free from
strong or organic acids. This formulation preserves tissue antigenicity and optimizes the detection of selected biomarkers
in mineralized tissues.

For i whistochemical processing 3-pm thick sections mounted on poly-L-lysine-coated slides of each sample were
deparaffinized and hydrated. Antigen retrieval was performed at 100 °C for 1 min (Borg Decloaker, RTU; Biocare
Medical). Endogenous peroxidases were blocked with 0.9% hydrogen peroxide for 5 min at room temperature (RT). The
slides were incubated with the following primary antibodies: Anti-Ki-67 (MIB-1; dilution 1:100, Dako Corporation, United
States); anti-Cav-1 (caveolin 1; dilution 1:100, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, United States); anti-MOC-31 (Ep-
CAM; dilution 1:100, Dako Corporation, United States); or anti-Cx-43 (CX-1 B1; dilution 1:100, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, United States) for 60 min at RT. Subsequently, the sections were incubated with biotinylated anti-mouse/
anti-rabbit antibody and with the streptavidin/ peroxidase complex (LSA-B + Labeled streptavidin-biotin, Dako Cor-
poration, Carpinteria CA, United States) for 30 min each at RT. The reaction products were visualized with 3,3'-
diaminobenzidine-H,0, substrate (Dako Corporation, Carpinteria, CA, United States) and counterstained with Harris
hematoxylin for 3 min at RT. As a negative internal control, the primary antibody was omitted, and for the positive
external control, breast cancer samples were used for MOC-31, Cav-1, and Ki-67 and osteoblasts and osteocytes for Cx-43.

All histological slides were scanned in digital format using the Motic VM 3.0 Digital Slide Scanning System. For
analysis, Motic VM 3.0 - Motic Digital Slide Assistant software (version 1.0.7.46, Copyright Motic China Group Co., Ltd.
2017) was used. The cases were quantified independently, recording protein expression in the epithelial and mesen-
chymal components of the samples for each marker in the fully scanned slide. Whole-slide scans were reviewed digitally.
For quantitative tallies we applied random systematic sampling of five non-overlapping high-powered fields (x 400) per
component per case. Positivity thresholds were 0 (< 5%), + (5%-49%), and ++ (2 50%) for membrane/cytoplasmic markers
(MOC-31, Cav-1, Cx-43). Ki-67 was reported as proliferative index (number of positive cells/total number of observed
cells x 100)[22]. Two pathologists scored independently (x = 0.86); discrepancies 2 10 % or at category boundaries were
resolved by consensus.

Statistical analysis

Given the rarity and archival nature of these entities, prospective sample-size calculation was not feasible; analyses were
treated as exploratory with an emphasis on effect sizes and uncertainty. A sensitivity analysis excluding the single AFD
case was conducted. An age-stratified (median split) analysis and an exploratory multivariable logistic mixed model (age,
sex, location) assessed robustness of associations.

The results were analyzed using descriptive statistics. To assess the pattern of immunohistochemical expression, a
mixed-effects logistic regression model was applied. To compare the expression and establish the degree of similarity, a
post-hoc multiple comparison model and the Mann-Whitney test were performed. Additionally, contingency tables with
X tests were used to evaluate the relationship between expression and clinical variables. The statistical package Stata was
used, and results were considered significant with a P value < 0.05.
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Table 1 Global and individual inmunoexpression results

Sample (n) Cav-1 MOC-31 Cx-43 Ki67

AFO/AFD5] 6(100.0) 3(500) 6(100.0) 3(50.0)

AF5) 6(75.0) 5(623) 5(625) 4(300)

ol 5(833) 0(00) 0(0.0) 0(09)

PC[5] 1(20.0) 1(200) 3(60.0) 1(20.0)

om0 17 (85.0) 5 (40.0) 11 (55.0) 7(35.0)

Global[25] 18 (72.0) 9(36.0) 14 (56.0) 8(320)

Data are expressed as n (%). Overall and individual p ge of expression for caveolin-1, MOC-31, in-43, and Ki-67 in ameloblastic fibromas,
loblastic/ fibro-od loblastic/ fibrodenti 1 and p v caps. AF: Ameloblastic fibroma; AFD: Ameloblastic fi-

brodentinoma; AFO: Ameloblastic fibro-od 0:0d PC: Peri y cap; OT: Odontogenic tumors; Cx-43: Connexin-43; Cav-1: Caveolin 1.

Figure 1 Inmunoexpression of caveolin-1 in ameloblastic fibroma, ameloblastic fibrodentinoma, ameloblastic fibro-odontoma, and
odontoma. A: Ameloblastic fibroma showing positivily (++) in ameloblastic epithelial islands and odontogenic mesenchymal cells; B: Ameloblastic fibrodentinoma
with positivity (++) only in the ameloblastic epithelial component; C: Ameloblastic fibro-odontoma with positivity (++) in the ameloblastic epithelial compononl. also
showing its relation to the formation of mineralized dental tissues (dentin); D: Odontoma with positivity (++) in the epithelial [ v
caveolin-1, A-D: x 20.

RESULTS

In this study OT were in the mandible in 13 (65%) cases and affected 13 (65%) males with a mean age of 23 years (ranging
from 4 to 68 years). All AFO were in the mandible with 3 (60%) in males and a mean age of 12 years. AF were in both the
maxilla and mandible with 5 (62%) in males and a mean age of 27 years. The AFD was in the mandible in a male aged
24 years. The O were in 3 (50%) cases in the mandible with 4 (67%) in males and a mean age of 23 years. For statistical
analysis AFO and AFD were grouped together due to the presence of only one case of AFD and the consideration that
they may be similar in biological behavior according to the WHO classification[4,6).

Cav-1 was expressed in 17 (85%) of the 20 OT eval d with b ytopl g (+) and (++) at the level of
ameloblasts, stellate reticulum areas, and odontogenic mesenchyme in all AFO and AFD, 6 AF (75%), and dental papilla
areas in 5 O (83.3%). No staining was observed in two of the eight AF (25%), and in the PC, except for one (20%) that
showed (+) staining in the reduced enamel epithelium of the enamel organ (Table 1, Figure 1).

Regarding the tissue expression of MOC-31, brane-cytopl taining (+) and (++) was observed in the
ameloblasts and stellate reticulum areas of the single AFD, 2 AFO (40%), 5 AF (6‘3%), and 1 PC (20%). O were all negative
for this biomarker (Table 1, Figure 2).

For Cx-43 expressi b (+) and (++) mesenchymal staining was observed in all AFD and AFO, 5 AF (63%),
and 3 PC (60%). In one APO one AF, and the AFD, the positivity was (++) and mixed, also involving the ameloblasts. All
O were negative for this biomarker (Table 1, Figure 3).
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Figure 2 Inmunoexpression of MOC-31 in ameloblastic fibrodentinoma, ameloblastic fibroma, ameloblastic fibro-odontoma, odontoma,
and pericoronal cap. A: Ameloblastic fibrodentinoma with positivity (++) in the stellate reticulum; B: Ameloblastic fibroma with positivity (#) in the stellate
reliculum; C: Ameloblastic fibro-odontoma showing positivity (++) in stellate reticulum areas and ameloblasts; D: Ameloblastic fibro-odontoma where positivity is
observed in epithelial islands continuous with the formation of mineralized structures; E: Odontoma, which was negative for protein immunoexpression; F: Pericoronal
cap with positivity (+) in adontogenic epithelial tissues. Immunohistochemistry, MOC-31, A-F: x 20.

Ki-67 was positive in 3 AFO/AFD (50%) and 4 AF (50%) with a low degree of proliferation (0.5% to 5% of neoplastic
cells) while the staining was negative in all O. Positivity was localized in the ameloblastic cells except in one AFO and one
AF in which the positivity was mixed, showing both mesenchymal and odontogenic epithelial staining (Table 1, Figure 4).

Statistical analysis of the different biomarkers
Observed differences in expression depended on the sample type (P = 0.0020) and the patient’s age (P = 0.0100).
Additionally, it was observed that with increasing age, the expression of the biomarkers decreased (odds ratio = 0.93)
(Table 2), and a greater tendency to decrease expression with age was observed for MOC-31 and Cav-1 (P = 0.0770). The
lues in Table 3 correspond to the expression of the biomarkers in all samples (AFD/AFO, AF, O, and PC), considering
variables such as sex, age, and location, highlighting differences in expression between AFD/AFO and O (P = 0.0250) and
between AF and O (P = 0.0080). The expression of biomarkers in AFD/AFO resembled that in AF, whereas the immuno-
histochemical expression in O was lower than that in AFD/AFO and AF. Finally, the expression in PC was closer to that
observed in O. For Cx-43 a difference in expression was found t Oand AFD/AFO (P = 0.0022) and between O and
AF (P = 0.0310). Similar trends were also observed for MOC-31 when comparing O with AF (P = 0.0310). In contrast, Cav-
1 only showed differences in expression between PC and AFD/AFO (P = 0.0087).
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Table 2 Mixed-effects logistic regression model

Variable LRT gL Pvalue OR

or 15 3 0.0020

Biomarker 17 3 <0.0010

Sex 0 1 09720

Age 6 1 0.0110° 093

°p<0.05.

bp <001

P <0001

Model used to pare the behavior of bi kers according to the variable: Type of plasia ( loblastic fibrodenti / loblastic fibro-
d Joblastic fibroma, od i y caps); sex; and age. Only the factors affecting the expression of bi kers are shown. OT:

P
Odontogenic tumor; LRT: Likelihood ratio test statistic; OR: Odds ratio.

Table 3 Post-hoc multiple comparisons of immunohistochemical expression

Sample Expression, % 95%CI P value, compared with O P value, compared with AF
o 12 (2.9.37.9) - 0.008"

PC 19 (3.657.7) 0973 0.092

AFO/AFD 72 (38.5-91.5) 0.025 0.984

AF 78 (51.5-92.5) 0.008

P <0.05.

bp <001

Post-hoc multiple comparisons of expressions in loblastic fibroma, loblastic fibrodenti Jameloblastic fibro-od. d and
pericoronary cap, considering the variables age, sex, and location. The degree of similarity in hi hemical exp ion is d ibed. AF: Ame-
loblastic fibroma; AFD: Ameloblastic fibrodenti AFO: Ameloblastic fib d CI: Confid, interval; O: Odontoma; PC: Pericoronary cap.
DISCUSSION

AF, AFD, AFO, and O were classified by the WHO in 2005 as different entities, but starting with the 2017 classification,
AFD and AFO began to be considered as entities that represent different stages of a developing odontomal(5,23]. In this
study the immunohistochemical assays conducted revealed that the OT under investigation exhibited variable epithelial
and mesenchymal expression for Cav-1, Cx-43, and MOC-31 with similar expression patterns among AFD, AFO, and AF
as well as low proliferation rates, consistent with lesions of clinically benign behavior. Considering the expression of the
biomarkers across different variables through a logistic regression model, a significant effect was found between the
immunoexpression of the studied proteins and age with a trend towards lower expression with increasing age. This result
was primarily observed for the expression of MOC-31 and Cav-1. These results are consistent with the pediatric nature of

these tumors as well as the possible hamartor behavior of some cases as proposed by the WHO in 2017 that some
of these lesions could exhibit a hamartomatous-like clinical behavior with a decrease in the expression of certain proteins
as age progresses|5].

In this study Cav-1 was found to be expressed in most of the tumors, localized in both the epithelial and mesenchymal
components with a preference for the stellate reticulum and ameloblast areas. No differences in the expression of this
protein were observed in the studied samples; however, differences in expression were determined in the non-neoplastic
control tissues (PC) when compared with AFD/AFO (P = 0.0087). This result is similar to that reported by Sinchez-
Romero et al[22], who described the expression of Cav-1 in both benign and malignant OTs with lower expression in
control gingival tissue that could be related to protumoral events. In some cancers Cav-1 expression is associated with
increased cell migration, invasion, and metastasis. It can facilitate the reorganization of the cytoskeleton and enhance the
motility of cancer cells[24,25). Cav-1 can activate prosurvival signaling pathways, such as the phosphoinositide 3-kinase/
rzrp]tein kinase B (known as PI3K/ AKT) pathway, which may support tumor growth and survival under stress conditions

o).

Furthermore, in this study a broad, variable expression of Cav-1 was found in the OT while its expression was absent
in the non-neoplastic odontogenic control tissues. However, Shi et al[27] demonstrated that Cav-1 is expressed during the
embryonic stage of mouse dental germs at both the epithelial and mesenchymal levels during the differentiation and
organization stages of the tissues, primarily in the enamel organ.

A strong expression of MOC-31 was found in the odontogenic epithelium (ameloblasts and stellate reticulum areas) of
AFD, AFO, and AF with negativity in O and PC. This event could be related to the importance of cellular cohesion during
the development and growth of epithelial neoplasms. Ben Rejeb et al[25] observed that MOC-31 was variably expressed in
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Figure 3 Inmunoexpression of connexin-43 in ameloblastic fibroma, ameloblastic fibro-odontoma, and odontoma. A: Ameloblastic fioroma
with positivity (++) in odontogenic mesanchymal cells; B: Ameloblastic fibro-odontoma with positive staining (++) in ameloblasts and odontogenic mesanchymal calls,
C: Odontoma, which was negalive for protein immuncexpression. Immunohistochermistry, connexin-43, A: x 9, B and C: x 20.

both benign and malignant tumors in noni pl and thyroid carcinomas, supporting the idea that it could
be a prognostic molecule. MOC-31 plays a multifaceted role in cancer, influencing cell adhesion, proliferation, invasion,
immune evasion, and therapy resistance. Its expression and function make it a valuable biomarker and a potential target
for therapeutic interventions in cancer treatment[29,30]. There is little information about the immunoexpression of this
protein in OTs.

Cx-43 plays a dual role in cancer, functioning as both a tumor suppressor and promoter, depending on the cellular
context, cancer type, and stage. Its role in cell communication, apoptosis, metastasis, and ch istance makes it a sig-
nificant player in cancer biology and a potential target for therapeutic interventions[31]. The results obtained for the Cx-
43 protein indicate a predominantly mesenchymal expression with differences in expression between O and AFD/AFO
(P = 0.0022) and between O and AF (P = 0.0310). These results could be in accordance with the suggestion that Cx-43 is a
protein associated with mesenchymal cells in the studied odontogenic neoplastic tissues|7). Previous studies have shown
that Cx-43 is involved in the formation of gap junctions during dental development, participating in amelogenesis,
dentinogenesis, cell differentiation, and the deposition and mineralization of the matrix[13].

In this study the expression of Cx-43 was observed in all AFD and AFO, suggesting a role for this protein in the
induction of odontogenesis, facilitating the production of dentin matrix in AFD and enamel/dentin in AFO(7]. Based on
the differential expression of Cx-43 in the studied OT and the similarity observed between AFD/AFO and AF, it could be
suggested that AFD and AFO may be histological variants of AF that in their evolution could eventually initiate inductive
processes leading to the formation of mineralized hard tissues, rather than developing as O as established in the last two
classifications by the WHO[3,5].

MOC-31, caveolin, Ki-67, and Cx-43 are indirectly involved in the regulation of cell proliferation, adhesion, and
intercellular communication, particularly in cancer contexts. Caveolin modulates the function of Cx-43 while Ep-CAM
activates proliferative pathways associated with Ki-67. When coexpressed in tumors, these molecules may hold combined
diagnostic and prognostic value.

We must remember that the main objective of this study was to determine the expression of several proteins in OT
with an epithelial and mesenchymal component. The main limitation of our study was the small sample size. However, it
should be noted that these are rare pathologies, and it is difficult to expand the samples. The results obtained could
contribute to subsequent discussions that refer to the classification of these pathologies.
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Figure 4 Inmunoexpression of Ki-67 in ameloblastic fibroma, ameloblastic fibro-odontoma, and odontoma. A: Ameloblastic fibroma with
nuclear positivity in 5% of cells with staining in ameloblastic cells; B: Ameloblastic fibro-cdontorna with immunoexpression in 4.5%, involving both ameloblasts and
odonlogenic mesanchymal cells; C: Odontoma, which was negative for protein immunoexpression. Immunohistochemistry, Ki-67, A-C: x 20.

Another limitation of this study lies in the absence of complementary imaging data as it is a retrospective analysis
based on archived samples from the Department of Pathology. Such information would have been useful for correlating
histopathological findings with radiographic characteristics, particularly in OTs in which clinical and radiological fea-
tures may contribute to the differential diagnosis. Nevertheless, this limitation does not compromise the final diagnosis of
the included lesions nor the primary objective of the study, which focused on the immunchistochemical characterization
of the tumor components. Proper tissue preservation and the application of a standardized immunohistochemical
protocol allowed for valid comparisons across cases and yielded relevant data on the expression of the selected bio-
markers.

Due to the low frequency of OT, the statistical analysis performed was descriptive and based on the formulation of
similarities in immunohistochemical expression and post-hoc multiple comparisons. This approach allowed the
observation of expression similarities between AFD, AFO, and AF while also highlighting some differences in expression
with O and PC (lower tissue immunostaining). These data are more evident when analyzing the expression of MOC-31
and Cx-43. Furthermore, the observed differences in protein expression between O and the other tissue types, coupled
with the similarities in MOC-31 and Cx-43 expression among AFD, AFO, and AF, suggest that AFD and AFO share
similar biological behavior and are more closely related to AF than to O. Additionally, the absence of MOC-31 and Cx-43
expression in O reinforces the distinction between these tissues and the others examined. On the other hand, in this study
when analyzing the relationship between the immunoexpression of various proteins and patient age, a decline in
expression with increasing age was observed. This finding underscores the pediatric prevalence of these Ots. This fact is
fully justified by the age prevalence of these odontogenic neoplasms although some cases have also been reported in
older adult patients[3,5,32].

However, the methodology used only describes the immunolocalization and presence of these proteins in the studied
samples. This only allows us to hypothesize possible functions of these proteins within the tumor biology of these
odontogenic lesions. Further investigation with more cases is needed to support our results.

CONCLUSION

AF, AFD, and AFO exhibit similar immunophenotypic profiles for MOC-31 and Cx-43 compared with O, suggesting
biological proximity among these lesions at the protein-expression level. Given the small, unbalanced cohort and the
absence of molecular assays, these data should be considered exploratory and hypothesis-generating. Confirmation in
larger multicenter cohorts integrating molecular profiling and clinicoradiologic correlation is required before any
taxonomic change is contemplated.
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Odontogenic tumors, such as ameloblastic fibroma, ameloblastic fibrodentinoma,
ameloblastic fibro-odontoma, and odontoma, constitute a group of lesions exclusive to
the maxillofacial region, whose study is of particular interest due to their diagnostic and
therapeutic implications. Early detection by dentists is essential, given that some of
these entities may require radical treatments. However, the lack of a standardized
classification and the modifications introduced by the WHO in the most recent
classifications have generated controversy, particularly regarding the nature of
ameloblastic fibrodentinoma and ameloblastic fibro-odontoma. The objective of this
study was to analyze gene expression and the presence of mutations in the BRAF,
SMO, PTCH1, CAV1, and CTNNB1 genes in a series of odontogenic tumors. An
observational, analytical, cross-sectional, and retrospective study was conducted on 20
cases from the archives of the Pathology Laboratory at the Faculty of Dentistry,
UdelaR. Molecular biology techniques and statistical analyses were applied to evaluate
clinicopathological associations. The results showed a higher frequency in the
mandible, in young patients, and predominantly in males. At the molecular level,
heterogeneous gene expression patterns were observed, with differential trends
between ameloblastic fibroma, ameloblastic fibrodentinoma, and ameloblastic fibro-
odontoma compared to odontomas. No previously reported mutations were detected in
SMO, PTCH1, CTNNB1, or CAV1. However, the BRAF V600E mutation was identified
in all pathologies except for odontomas, which presented only the wild-type variant.
These findings suggest molecular differences between these tumor groups, providing
evidence for a better understanding of their biological behavior.
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Molecular Profile of Ameloblastic Fibroma, Ameloblastic Fibrodentinoma, Ameloblastic Fibro-Odontoma, and Odontom.
Mutational and Gene Expression Analysis

BACKGROUND

Odontogenic tumors (OTs) show overlapping

METHODS

Samples

RESULTS
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CONCLUSION

=

CLINICAL IMPLICATION

The BRAF V600E mutation was detected in all AF, AFD, and AFO cases, but absent in odontomas,
supporting the neoplastic nature of these lesions and distinguishing them from hamartomatous entities.

Integrated mutational and gene |
expression profiling provides.
molecular evidence to support

the biological distinction between
ameloblastic fibroma and its

variants (AFD, AFO) and

odontoma, contributing to a better
understanding of their

pathogenesis and classification.

Molecular biomarkers such as
BRAF V60OE may aid in the
differential diagnosis, prognostic
assessment, and future targeted
therapeutic strategies for
‘odontogenic tumors.

Altered expression of Hedgehog pathway genes (PTCH1 and SMO) in AF and AFO suggests
different degrees of pathway involvement related to tumor behavior and tissue differentiation.

CAV1 overexpression in AF, AFD, and AFO, and underexpression in odontomas, is consistent
with its context-dependent role in tumorigenesis and cellular metabolism.

CTNNB1 showed no activating mutations and variable
pathway is not a major driver in these odontogenic tumors.

that the Wnt/p:
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