REVISTA FACULTAD DE ODONTOLOGIA

DIVULGACION

Patologia molecular de los
ameloblastomas.

Patologia molecular de los ameloblastomas.

Molecular pathology ameloblastomas.

Fecha de Recepcién
31 de julio de 2013

Maria Susana Briend

Medica, Especialista en Anatomia Patolégica.
Prof. Adjunta. Catedra Anatomia Patolégica.
Facultad de Odontologia. UNNE.

Pedro Luis Fortin
Becario de Iniciacion. SGCyT. Catedra Anatomia
Patolégica. Facultad de Odontologia UNNE.

Sergio Daniel Morales
Medico. Auxiliar Docente. Catedra de Farma-
cologia. Facultad de Odontologia UNNE.

Angel Esteban Alsina

Medico, Especialista en Anatomia
Patolégica .Adscripto para Perfeccionamien-
to en la Disciplina. Cdtedra Anatomia
Patolégica. Facultad de Medicina UNNE.

Juan Marcos Vallejos
Aucxiliar Docente .Cdtedra Anatomia Pato-
légica. Facultad de Odontologia UNNE.

Lugar de Trabajo

Catedra de Anatomia Patolégica.
Facultad de Odontologia. UNNE.

Av. Libertad 2550. Corrientes. Argentina.
E-mail: susibriend@yahoo.com.ar

Patologia molecular ameloblastoma.

Aceptado para su publicacion
20 de noviembre de 2013

Resumen

El ameloblastoma es el tumor odontogénico
epitelial mas comuin, que presenta un patrén de
crecimiento que remeda a muchas estructuras y
tejidos embrionarios antes de la aparicién de los
tejidos duros. Constituyen unas de las lesiones
de mayor controversia en cuanto a su manejo,
dada su conducta local agresiva, su elevada tasa
de recurrencia y su leve potencial metastatico.
Se han identificado biomarcadores molecula-
res que resultan de utilidad en el conocimiento
del comportamiento biolégico de estas lesiones
y que determinan su pronostico. De ello surge la
utilidad de realizar una apropiada correlacién de
las caracteristicas clinicas, radioldgicas, histologi-
cas y de la biologia celular y molecular de cada
lesién individual, para determinar la actitud tera-
péutica mas adecuada a cada caso en particular.
El objetivo de este trabajo es exponer en forma
detallada los mecanismos moleculares implicados
en la tumorogénesis de estos tumores y su corre-
lacién con las técnicas inmunohistoquimicas.

Palabras clave
Tumor odontogénico, inmunotincién, vias de
sefalizacion.

Abstract

Ameloblastomais the most common odontogenic
epithelial tumor, which has a growth pattern that
mimics structures and embryonic tissues prior to
the onset of hard tissue. It constitute one of the
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most controversial injuries in terms of manage-
ment, due to its aggressive local behavior, its high
rate of recurrence and metastatic potential mild.

There were identified some molecular bio-
markers that are useful to understand the bio-
logical behavior of these lesions and to determine
its prognosis. It raises the utility of conducting
an appropriate correlation of clinical, radiolog-
ical, histological, molecular and cellular biology
of each individual lesion, to determine the most
appropriate therapeutic approach to each case.
The aim of this study is to present in detail the
molecular mechanisms involved in the tumor-
igenesis of these tumors and their correlation
with immunohistochemical techniques.
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Keywords
Odontogenic tumor, immunostaining, signaling
pathways.

Resumo

Ameloblastoma tumor epitelial odontogénica é
O mais comum, o que tem um padrio de cres-
cimento que imita muitas estruturas de tecidos
embriondrios e antes do inicio do tecido duro.
Eles constituem uma das lesdes mais controver-
sos em termos de gestdo, dado o seu comporta-
mento local agressivo, sua alta taxa de recorrén-
cia e potencial metastatico leve

Biomarcadores moleculares foram identifica-
dos que sd3o Uteis ha compreensdo do compor-
tamento bioldgico destas lesdes e determinar o
progndstico. Ela levanta a utilidade da realizagdo
de uma correla¢do adequada dos clinicos, radio-
l6gicos, histologicos e de biologia molecular e
celular de cada lesio individual, para determinar
a abordagem terapéutica mais adequada a cada
caso. O objetivo deste trabalho é apresentar em
detalhes os mecanismos moleculares envolvidos
na tumorigénese destes tumores e sua correla-
¢do com as técnicas de imuno-histoquimica.

Palavras chave
Tumor odontogénico, positividade, vias de
sinalizagio.
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Introduccion

El ameloblastoma (de la palabra inglesa antigua
amel, que significaba esmalte mas la palabra griega
blastos, que significa germen'). es el tumor odon-
togénico epitelial mads comun, que presenta un
patrén de crecimiento que remeda a muchas
estructuras y tejidos embrionarios antes de la
aparicion de tejidos duros. Constituyen unas de
las lesiones de mayor controversia en cuanto a
su manejo, dada su conducta local agresiva, su
elevada tasa de recurrencia y su leve potencial
metastético’. Actualmente se sabe que el tumor
se origina de multiples fuentes de epitelio odon-
togénico que permanecen como restos en los
tejidos blandos o el hueso de los maxilares, como
ser restos de lamina dental (Restos de Serres),
epitelio reducido del esmalte, restos de de la
vaina radicular de Hertwig (restos de Malassez) y
la capa de células basales del epitelio superficial®.
La Organizacion Mundial de la Salud lo define
como una neoplasia polimérfica localmente inva-
siva que cominmente tiene un patrén folicular o
plexiforme, constituida por una proliferacién de
epitelio odontogénico en un estroma fibroso y se
clasifica dentro de los tumores benignos de epi-
telio odontogénico con estroma fibroso maduro
sin ectomesénquima odontogénico*.

En los ultimos afos han surgido nuevos cono-
cimientos, sobre la etiopatogenia de las neopla-
sias de origen odontogénico que permiten una
mejor comprension de los mecanismos mole-
culares determinantes de la transformacion de
estos restos epiteliales o de los epitelios de los
quistes, su desarrollo y progresion, que incluyen
la participacion de oncogenes, genes supresores
de tumores, oncovirus, factores de crecimiento,
reguladores del ciclo celular, telomerasa, regula-
dores de la apoptosis, reguladores del desarrollo
dentario, moléculas de adhesion celular, factores
angiogénicos, entre otros. El objetivo de esta
revision es exponer los mecanismos moleculares
implicados en la génesis de estos tumores y algu-
nos aspectos inmunohistoquimicos.

Desarrollo
El ameloblastoma en su etiopatogenia, ha sido

una de las neoplasias que mas interrogantes ha
generado dentro de la patologia bucomaxilofa-
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cial, planteando diferentes clasificaciones e hipo-
tesis sobre su etiologia, comportamiento biolé-
gico y tipos de tratamiento, teniendo en cuenta
sus diferentes aspectos histologicos y localizacio-
nes. Aun no son claros los mecanismos sobre su
oncogenia, citodiferenciacién, mecanismos regu-
latorios de la proliferacién celular y de apoptosis
relacionados con esta neoplasia.

La Organizacion Mundial de la Salud5, clasifica
a estos tumores en cuatro tipos de ameloblasto-
mas: s6lido o multiquistico, extradseo o perifé-
rico, desmoplastico y uniquistico.

Histolégicamente, remedan al epitelio del
o6rgano del esmalte donde las células cilindricas
de la capa basal, se disponen en empalizada, con
los nucleos alejados del extremo basal de las
células, lo que se denomina polarizacién inversa.
En el citoplasma presentan una zona clara, entre
el nucleo y la membrana basal, que evoca el
cambio presente en las células del epitelio del
esmalte interno, antes de experimentar la transi-
cion a ameloblastos pre-secretores. Estos rasgos
histoldgicos son caracteristicos de este tumor y
estdn presentes en otros de origen odontogé-
nico como el tumor odontogénico calcificante y
el queratoquiste®.

Existen varios patrones histolégicos, siendo
los més frecuentes el folicular y el plexiforme,
donde las células epiteliales forman cordones e
islotes en el tejido conjuntivo que imitan etapas
tempranas del desarrollo del diente. Estos islotes
tienen células similares a los ameloblastos en la
periferia con polarizacién inversa y en el centro
las mismas presentan aspecto triangular o poli-
gonal, dispuestas de manera laxa que recuerda
el reticulo estrellado del periodo de campana de
la o odontogénesis. En la variante plexiforme, las
células forman cordones y redes epiteliales que
dejan espacios ocupados por el estroma conjun-
tivo. Muchas veces se observan cambios hialinos
en este estroma, que han sido interpretados
como un efecto inducido por el epitelio odonto-
génico. Algunos de los islotes pueden presentar
cambio degenerativos de las células estrelladas,
dando lugar a la formacién de quistes de varia-
ble tamafio. Dichos cambios, se cree, se deben
a necrosis isquémica de las células centrales.
Otros patrones descriptos son: la variedad acan-
tomatosa, que presenta formacién de queratina
en los islotes epiteliales; la de células granulosas,
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con islotes de células de citoplasma granuloso y
eosindfilos por la presencia de lisosomas y la de
células basales, con un patrén similar al del carci-
noma cutidneo de células basales’.

Aspectos moleculares e inmunohistoquimicos

Recientemente se ha avanzado mucho en el
conocimiento y la comprension de las altera-
ciones genéticas y moleculares vinculadas con
el desarrollo de los tumores odontogénicos y
entre ellos, del ameloblastoma. Se han descripto
mas de 200 genes implicados en la génesis y pro-
gresion de estas neoplasias en estudios experi-
mentales y de grupos familiares. Entre ellos se
mencionan oncogenes, genes supresores tumo-
rales, oncovirus, factores de crecimiento, facto-
res reguladores del ciclo celular, la telomerasa,
factores reguladores de la apoptosis, factores
reguladores del desarrollo dentario y de los teji-
dos duros, moléculas de adhesién celular, pro-
teinasas que degradan la matriz, factores angio-
génicos, citoquinas osteoliticas, descriptas por
Hanahan y Weinberg®. Alteraciones en estos
genes, que modifican su expresién o las de sus
moléculas, produciran persistencia de sefiales
de proliferacion, evasion del control de genes
supresores tumorales, resistencia a la muerte
celular, induccién de la angiogénesis y activacion
de los mecanismos de invasién y metastasis. Se
menciona ademas, alteraciones del metabolismo
energético de las células, la capacidad de evasion
de los mecanismos inmunolégicos de vigilancia
y la importante influencia de microambiente
tumoral que surge como resultado de la interre-
lacién entre las células neoplasicas proliferantes,
las células normales y las del estroma tumoral
9-IO-II-I2'

Los oncogenes, genes que derivan de muta-
ciones de genes normales llamados protoonco-
genes, promueven el crecimiento auténomo de
las células en ausencia de sefiales promotoras.
Sus productos, las oncoproteinas, cumplen fun-
ciones similares a sus homologas normales, pero
se hallan desprovistas de los mecanismos regu-
ladores internos normales, no dependen de los
factores de crecimiento u otras sefiales externas
y de esta manera, el crecimiento y proliferacién
celular se hace independiente, libre de los puntos
de control normal. Pueden presentar diferentes
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formas de activacién, ya sea por mutaciones pun-
tuales, sobreexpresién, amplificacion o transloca-
ciones. Entre ellos podemos identificar aquellos
relacionados con factores de crecimiento o sus
receptores, proteinas relacionadas con la traduc-
cion de senales, proteinas reguladoras nucleares
o vinculadas a la regulacién del ciclo celular.

Estudios recientes han descrito diversas
moléculas implicadas en la génesis y/o diferen-
ciacién de los tumores odontogénicos, muchos
de ellos implicados con el desarrollo del ame-
loblastomaé. Entre ellos se menciona la onco-
proteina de la familia Ras, identificada como una
traductora de sefal, de los cuales existen tres
en el genoma humano: HRas, KRas y NRas. La
mutacion puntual de los genes de esta familia,
es la anomalia mds frecuente encontrada en
los protooncogenes de los tumores humanos,
presente en casi el 15 al 20% de los tumores,
variando este porcentaje en diferentes tipos de
neoplasias. Cumple un importante rol en la via
de sefalizacién de los factores de crecimiento,
dando lugar a incremento de la proliferacion. Se
han identificado varias mutaciones puntuales de
Ras en diferentes tumores, la mayoria se descri-
ben como situados en el bolsillo de unién a GTP
o en la region enzimética esencial para la hidré-
lisis de GTP, que reduce notoriamente la activi-
dad GTPasa de la proteina Ras, de esta manera
permanece en la forma activada, induciendo a la
célula a un estado continuo de proliferacionl 3.
Las mutaciones mas frecuentes se encuentran
en el residuo 12y 61 de la proteina. Kumamoto
menciona que en los ameloblastomas, fibromas
ameloblasticos y mixomas odontogenos p2| Ras
se expresa preferentemente en las células epite-
liales odontogénicas y que existe sobreexpresion
de p21| ras en comparacion al epitelio normal del
desarrollo de los dientes. Describe una mutacién
en de KRas en el codén 12 se ha detectado en
uno de 23 ameloblastomas'*.

En la dltima década se han descrito en nume-
rosos trabajos a antigenos que actlan como
marcadores de proliferacién en las distintas fases
del ciclo celular como PCNA y Kié7 (Fig. | y 2),
c-Myc, telomerasa entre otros. EIl PCNA anti-
geno nuclear de proliferacion celular es una pro-
teina no-histona de 36 Kd y de 26| aminodacidos.
Su determinacion se puede realizar mediante de
inmunohistoquimica sobre cortes histolégicos.
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La accidn del PCNA en la proliferacion celular se
basa en la funcidn que esta proteina ejerce en la
sintesis de ADN sobre algunas formas de ADN
polimerasa5-16. El PCNA es un marcador de la
fase G | (sintesis baja de PCNA) que aumenta
con el comienzo de la fase S (sintesis alta de
PCNA) para retornar a valores basales durante
el periodo final de la fase S. El Ki 67 es un antigeno
que se determina mediante el anticuerpo mono-
clonal que lleva su nombre, se expresa en la parte
final de la fase G 2 y en la fase M.

Tanto el PCNA como el Ki 67 y la fase S han
sido estudiados en series amplias, bien documen-
tadas, con resultados contradictorios al correla-
cionar los valores de aquellos con parametros
histoldgicos y de supervivencia. El marcaje de los
antigenos de proliferacion celular presenta pro-
blemas de tipo técnico, que unidos a una determi-
nacién por métodos semicuantitativos, en la que
interviene la valoracién subjetiva del que realiza el
estudio, puede dar lugar a resultados dispares. Se
han realizado numerosos estudios sobre el nivel
de expresion de estos marcadores inmunohisto-
quimicos de proliferacion celular en los diferen-
tes tipos histologicos de ameloblastomas. Lil7,
estudio la expresion del antigeno nuclear de pro-
liferacion celular (PCNA) y Ki-67 en ameloblas-
tomas. Aquellos ameloblastomas uniquisticos, en
que las células invaden la pared quistica exhiben
un indice significativamente mas alto de células
PCNA positivas, que en aquellos que presen-
taban las células de los nddulos o excrecencias
intraluminales del tipo | y ll. Asi mismo encontro,
que en los ameloblastomas del tipo folicular los
indices fueron significativamente mas altos que en
los de tipo plexiforme. Hallazgos similares se des-
criben en la revision realizada por Sandra y col 18,
quienes describen indices mas altos de inmuno-
tincion, para la variante acantomatosa de amelo-
blastoma, en comparacién con los desmoplasi-
cos Yy uniquisticos. Ellos observaron que las capas
internas del componente epitelial acantomatoso
eran negativas para la inmunotincién y solamente
las capas periféricas basales presentaron tincion
positiva, sugiriendo que estas son mas inmaduras
y con actividad proliferativa con respecto a las
internas que estarian en un estadio maduro. En
base al patrén histologico, asumen que las células
basales son células que retienen caracteristicas
de las células progenitoras odontogénicas. Piatelli
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y col'” mencionan que los ameloblastomas pre-

sentan un conteo celular positivo mayor que los
queratoquistes odontogénicos para el PCNA,
ademds que estos valores son mayores en aque-
llos ameloblastomas recurrentes. En los amelo-
blastomas uniquisticos dichos valores son meno-
res en comparacién a todos los multiquisticos
cualquiera sea su subtipo histologico, otros auto-
res han intentado el uso de distintos marcadores
que diferencien el tipo de ameloblastoma, pero
sin resultados alentadores hasta el momento®.
Ochoa Gémez y col*', no encontraron variabi-
lidad de expresién del indice de proliferacion
celular con el antigeno Ki-67, entre los subtipos
histolégicos luminal, de revestimiento simple y
mural en los ameloblastomas uniquisticos, ya que
todas fueron negativas. En cambio encontraron
positividad en la totalidad de las muestras ana-
lizadas de ameloblastomas sélidos, con valores
que no superaron el 10%. La explicacion de la
ausencia de inmunotincién para los uniquisticos la
atribuyeron a defectos en las técnicas de fijacion
con pérdida de la antigenicidad o a que las células
del epitelio se hallaran en fase GO del ciclo celular-.
En este estudio tuvieron mayor indice de inmu-
notincion en las células basales y parabasales de
los ameloblastomas de tipo solido en coinciden-
cia con los resultados dados por Sandra y col'®.

El oncogén C Myc, codifica una fosfoproteina
nuclear que participa en la regulacién de la proli-
feracién celular. En el ameloblastoma, se observa
una expresién de c-Myc en las células neoplasicas,
cercanas a la membrana basal?.

La telomerasa, enzima de tipo transcriptasa
inversa, encargada de la sintesis de ADN telo-
mérico de los extremos cromosoémicos que se
pierden en cada divisién celular, ha sido asociada
también a la tumorogénesis del epitelio odonto-
génico. Se ha visto un patrén de expresion de
similar distribucion al observado para ¢ Myc, en
ameloblastomas, sugiriendo que esta oncopro-
teina participa induciendo la actividad de la telo-
merasa en estos tumores?2+2,

La ciclina DI, es un miembro de las ciclinas
Gl, controla el ciclo celular desde el GI a la fase
S. Normalmente en el ciclo celular se sigue una
progresién ordenada, que es controlada en pun-
tos de control especificos por un sistema mole-
cular regulador complejo compuesto de ciclinas y
quinasas dependientes de ciclina (CDK). Uno de
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los importantes puestos de control es el punto
de restriccion en la fase G1/S, en el cual la célula
se compromete a otra ronda de sintesis y repli-
cacion del ADN o permanece en fase de reposo.
Entre las diversas ciclinas, la ciclina D1 estd mas
implicada en la tumorogénesis. Actia mediante la
formacion de un complejo, ya sea con CDK4 o
CDKaé. Este complejo conduce a la fosforilacion
de la proteina supresora de tumores pRb que a
su vez libera los miembros de la familia E2F de
los factores de transcripcién, que conducen a la
progresiéon de la célula, sin obstaculos a la Fase
S. Es una molécula esencial en la division celular
para entrar en la fase de sintesis de ADN26. Se
ha demostrado que la ciclina D1 participa en la
proliferacién celular, tanto en el epitelio odonto-
génico normal como el neoplasico”. La expre-
sion inmunohistoquimica de ciclina DI resulta
atil al correlacionar con otros marcadores de
proliferacion tales como Ki-67, PCNA, vy la his-
tona H3 ARNm y otras proteinas reguladoras
del ciclo celular, como p21, CDK4, E2FI, p53 e
inversamente correlacionada con la expresién de
la proteina supresora tumoral pRb y bcl-2. Estos
estudios apoyan el papel de la ciclina DI como
un potencial marcador de proliferacion y de la
oncogénesis. La desregulacién y la sobreexpre-
sion de ciclina DI se ha puesto de manifiesto
en los tumores odontogénicos como el amelo-
blastoma y el tumor odontogénico adenoma-
toide. Existen experiencias en la deteccién de la
expresion de la ciclina D1 como un marcador de
proliferacién en ameloblastoma y tumor odon-
togénico adenomatoide en los que se pretende
correlacionar con el comportamiento clinico, de
estas dos neoplasias benignas. La inmunoreactivi-
dad se encuentra tanto en ntcleo y el citoplasma
de ameloblastoma y sélo es nuclear en el tumor
adenomatoide. La tincién se observo tanto en las
células basales como del reticulo estrellado de los
ameloblastomas, mientras que en las variantes de
células escamosas y granular fue negativa.

La expresion de ciclina D1 sugiere su partici-
pacién en la proliferaciéon en estos tumores, pero
sus patrones de expresion quizds sean indepen-
dientemente de su comportamiento biolégico®.

Kumamoto y col”, encontraron expresion
esporadica de la ciclina D1 en el interior del epi-
telio externo del reticulo estrellado del esmalte y
en el estrato intermedio, del reticulo estrellado de
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los gérmenes dentarios. La lamina dental, mostré
poca o ninguna expresién. En los ameloblastomas
folicular y plexiforme, observo expresion de la
ciclina D1 en las células periféricas columnares
o cuboidales y en algunas células poliédricas cen-
trales. La expresion predominante de la ciclina
D1 en células basales periféricas en comparacién
con las células estrelladas centrales, sugieren que
células basales poseen una mayor actividad proli-
ferativa (Fig 3). Las células estrelladas del reticulo
son mas diferenciadas que las células basales y
no pertenecen al compartimento proliferativo.
Hallazgos similares a lo descripto por Kumamoto
y col”, quien no encontré expresion de ciclina
DI las células diferenciadas de los patrones de
células granulares y de las células de metaplasia
escamosa en algunos ameloblastomas foliculares.

Patrones similares de expresion de ciclina
DIl en ameloblastomas, fueron detectados por
Tanahashi y col?, en su estudio sobre moléculas
de sefializacion de Wnt en este tumor.

A pesar de la ciclina DI se expresa predo-
minantemente en el nicleo, se ha encontrado
su inmunoreactividad tanto en el nicleo como
en el citoplasma y una combinacién de los dos.
El patron de tincion heterogénea visto en todos
estos estudios, probablemente indiquen que
todas las células pueden no estar proliferantes
al mismo tiempo. Lo mismo que la intensidad de
la tincién, también puede variar de leve a intensa
en la misma seccion, posiblemente debido a las
variaciones en los niveles de proteina durante la
progresion del ciclo celular®.

En lo referente a los genes supresores de
tumores, son los encargados de aplicar frenos
a la proliferacién celular, formando una sofisti-
cada red de puntos de control que reconocen
los sitios de tension genotodxica e impiden el cre-
cimiento incontrolado. La inactivacién de estos
genes por mutaciones y/o pérdida de heteroge-
nicidad (LHO) en los dos alelos da como resul-
tado el desarrollo de neoplasias. Los productos
proteicos de los genes supresores tumorales,
pueden funcionar como factores de transcrip-
cién, inhibidores del ciclo celular, moléculas de
traduccion de sefial, receptores de la superficie
celular y reguladores de las respuestas celulares
al dafio al DNA. Muchos de estos genes han sido
mencionados y estudiados en relacién a le génesis
de los tumores y quistes de origen odontogénico,
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Figura I. Inmunotincién con PCNA, 40X (Catedra
de Anatomia Patolégica FOUNNE).

entre ellos se mencionan, al vinculado con la via
de sefializacion Pached, (PTCH) como ademas a
p53, MDM2 y pl4 ARF, APC , RB, que fueron
descriptos en quistes o odontogénicos, amelo-
blastomas benignos, carcinomas ameloblasti-
cos y tumor odontégeno adenomatoide®?!-3%33,
Patched (PACH) incluye a dos genes supresores
tumorales PTCHI y PTCH2 que codifican una
proteina de la membrana celular (PATCHED)
que funciona como receptor de una familia pro-
teinas llamada Hedgehog. Este gen tiene tres
homodlogos en vertebrados, Sonic hedgehog
(Shh), Desert hedgehog (Dhh), e Indian hedge-
hog (lhh). Las proteinas de la familia hedgehog
son factores paracrinos con actividades morfo-
génicas, cuya funcién depende de gradientes de
concentracion. En el embrién inducen la diferen-
ciacién celular, y generan barreras entre tejidos.
Sonic hedgehog (Shh) es importante en la via de
sefalizacién que regula, en el desarrollo embrio-
nario, la organogénesis del sistema nervioso,
extremidades y dentinogénesis. El “nudo de ena-
mel”, constituye el centro de sefializacion de los
dientes. Su formacién es inducida en el epitelio
por el mesénquima que derivan de la cresta neu-
ral. Este nudo secreta una gran variedad de facto-
res paracrinos, entre los cuales estan Shh, TGF-B
(BMP2, BMP4, BMP7, y FGF4). Shh y FGF4, que
inducen la proliferacion de las células para for-
mar las cuspides de los dientes en desarrollo. Los
BMPs se autorregulan y regulan la produccién de
sus inhibidores generando un efecto de bloqueo
en la proliferacién epitelial. Shh y los FGFs, tie-
nen una actividad inhibitoria sobre los BMPs. El
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Figura 2. Inmunotincién con Ki-67 40 X (Cdtedra
de Anatomia Patolégica FOUNNE).

patrén de actividad localizada de estos factores,
genera la gran diversidad de formas y cambios en
los dientes de diferentes especies. Se han identifi-
cado mutaciones en el gen PTCH, que producen
proteinas truncadas, que resultan en la pérdida
del control del ciclo celular y se relacionan con
la aparicion de algunos quistes y tumores odon-
togénicos. Estas mutaciones han sido estudiadas
en numerosos trabajos sobre todo en relacién
a queratoquistes odontogénicos esporadicos y
asociados al Sindrome de Carcinoma Nevoide
basocelular (Sindrome de Gorlin-Goltz)?*3>3¢-37,
Vered My col® y Kumamoto H.** compara-
ron la expresion inmunohistoquimica de la via
relacionada con SHH, PTCH, SMO y GLI-I en
QQOs y de los de ameloblastomas y ademas
evaluaron la expresién de la BCL2, oncoproteina
que se expresa en queratoquistes odontogénicos,
pero no en otros quistes odontogénicos. Estos
hallazgos moleculares parecen estar de acuerdo,
en general, con el comportamiento biolégico de
estas lesiones quisticas. Hay, sin embargo, casos
en que los quistes pueden crecer y alcanzar un
tamafio considerable, asociarse con destruccién
local y hasta tener un cierto potencial neoplasico,
manifestado por transformacion ameloblatoma-
tosa, para formar un ameloblastoma uniquistico o
incluso una neoplasia maligna al convertirse en un
carcinoma mucoepidermoide. En estas circuns-
tancias particulares, la via de sefalizacién de SHH
puede llegar a ser activada de forma aberrante
y llevar a la transactivacién de moléculas adicio-
nales y de las vias que controlan el ciclo celular,
como por ejemplo, la activacién del factor antia-

DIVULGACION

Patologia molecular de los

5 7 ameloblastomas.

poptotico bcl-2, por parte de la via de SHH, visto
en lesiones de comportamiento mas agresivo40.
Tanto CTNNBI y PTCHI son importantes en el
desarrollo del diente y se expresan en ameloblas-
toma. Kawabata y col4| encontraron una muta-
cion CTNNBI en un caso de tipo plexiforme
ameloblastoma.

P53 es uno de los genes mas frecuente-
mente alterado en la mayoria de los tumores y
su producto génico, juega un papel fundamental
en la respuesta al dafio genémico que induce a
la detencién del ciclo celular o apoptosis. Se ha
mencionado un aumento de la reactividad inmu-
nohistoquimica de p53 en ameloblastomas, car-
cinomas ameloblastico, carcinomas intradseos y
fibromas ameloblasticos. Aunque muchos estu-
dios, mencionan que las mutaciones de p53 son
poco frecuentes. También se mencionan que
existe sobreexpresion de los reguladores de
p53 como MDM2 y pl4ARF en estos tumores.
MDM2, es una proteina 90-95 kDa codificada por
el gen MDM2 que es mapeado en el cromosoma
12q13-14, su expresion se asocia con la progre-
sién del ciclo celular y la apoptosis, lo que sugiere
que juega un papel central en el desarrollo y la
progresion del cancer. La sobreexpresion de la
proteina MDM2, es generalmente el resultado de
la amplificacién de genes. El paradigma de p53-
MDM2 representa la mejor relacién estudiada
entre un gen supresor de tumores y un onco-
gén. Estos dos genes forman un bucle de auto-
regulacion de retroalimentacién en el que p53
regula positivamente los niveles de MDM2, a su
vez regula negativamente la p53.

La sobreproduccién de la proteina MDM2
da lugar a un mayor riesgo en el desarrollo de
malignidad. MDM2 también interactta con otras
proteinas celulares implicadas en la regulacion
del ciclo celular incluyendo pRb, E2FI/DPI y
pl9 (ARF). Por lo tanto MDM2 desempefia un
papel crucial en la transformaciéon maligna y el
crecimiento tumoral lo que indica que el oncogén
MDM2 es una diana molecular potencial para la
terapia del cancer

En el estudio de Krishna A y col* sobre
ameloblastomas sélidos/multiquisticos, MDM2
mostro reactividad principalmente en las células
columnares y células cubicas periféricas y oca-
sionalmente en reticulo estrellado central, que
sugieren que las células periféricas tienen un feno-
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Figura 3. Inmunotincion con Ciclina-D1 40X (Cé-
tedra de Anatomia Patolégica FOUNNE).

tipo anti-apoptoticas y proliferativas a diferencia
de las células centrales. En células queratinizan-
tes del ameloblastoma acantomatoso se vio una
reactividad menor para MDM2y p14 ARF, lo que
sugiere una diferenciacién terminal y un fenotipo
no proliferativo de estas células centrales. En este
estudio la mayor expresion de MDM2 en ame-
loblastoma sélido/multiquistico en comparaciéon
con variantes desmoplasico y uniquistico sugiere
una actividad proliferativa epitelial divergentes
dentro de estos diferentes subtipos y ayuda a
dilucidar las diferencias en su comportamiento
bioldgico.

Carvalhais y col®® mencionan que un mayor
porcentaje de positividad MDM2 ha sido obser-
vado en ameloblastomas en comparacién con
el Tumor Odontégeno Adenomatoide (AOT),
lo que indicaria diferencias de naturaleza agre-
siva entre estos dos tumores odontogénicos.
Kitkumthorn y col* mencionan en su estudio,
que el polimorfismo en el codén 72, en el alelo
Arg de p53, esta significativamente asociado con
la presencia de ameloblastoma y que los porta-
dores de Arg tenian siete veces mds riesgo de
padecer un ameloblastoma, en comparacion con
aquellos homocigotas. Este estudio epidemiolo-
gico sugiere que el alelo Arg de p53 en el codén
72 constituye uno de los factores de riesgo gené-
ticos y puede ser utitilizado como un marcador
de prondstico en ameloblastoma.

Se ha descripto una baja expresién inmunohis-
toquimica de APC, gen supresor tumoral, parti-
cipa en la regulacion de la via Wnt induciendo la
degradaciéon de [-catenina, en ameloblastomas,

Briend - Fortin - Morales - Alsina - Vallejos

esto sugiere, que alteraciones en esta via de sefia-
lizacion, encargada de regular la citodiferencia-
cion y proliferacion celular del epitelio odonto-
génico, estaria involucrada®-#+’.

En lo referente al rol etiolégico de infecciones
virales en estos tumores, se ha mencionado la
presencia de VPH y EBV, pero su rol todavia estd
poco claro®,

La apoptosis, también conocida como muerte
celular programada, tiene funciones en la embrio-
génesis y homeostasis normal. Puede ser activada
por dos vias, una mediada por receptores de
muerte y otra mitocondrial. La misma es modu-
lada por una familia de genes, tales como el factor
de necrosis tumoral (TNF), la familia de Bcl2 y la
proteina inhibidora de la apoptosis (IAP) entre
muchos mas. En los tumores odontogénicos epi-
teliales y en particular en ameloblastomas se han
estudiado por técnicas de TUNEL e inmunohis-
toquimica, identificando receptores de muerte
como Fas, TNF | en ameloblastomas benignos y
malignos, pero una limitada expresion de la cas-
pasa 8, que indicaria una limitacién en la via de
sefalizacion de los factores de muerte celular®-°.
En lo relacionado con las proteinas de los tejidos
duros dentarios, Kumamoto y colé refieren alte-
raciones en genes de las proteinas no coldgenas
de la matriz del esmalte como la amelogenina,
enamelina, ameloblastina, tuftelina y de enzimas
como la metaloproteinasa de la matriz y la serina
proteinasa de la matriz del esmalte. Estas pro-
teinas, estan presentes en enfermedades como
la amelogénesis imperfecta y también se expre-
san en varios tumores del epitelio odontogénico
como ameloblastomas, tumor odontégeno ade-
nomatoide y tumor odontdgeno escamoso®'-253,
También aquellas relacionadas al endotelio vascu-
lar, tales como E- selectina , ICAM-| y VCAM-I
que han sido vistas en ameloblastomas y otros
tumores odontogénicos>**, lo que sugiere la par-
ticipacion de las células epiteliales del tumor en
la produccién de estas moléculas y la modulacién
de la adherencia célula - célula y célula-matriz. Se
ha observado expresion de integrinas y CD44 en
la interfase epitelio-mesénquima en ameloblas-
tomas poniendo en evidencia la interaccién de
los elementos epiteliales y el estroma en estas
lesiones®.

Enzimas que degradan los componentes de la
matriz extracelular han sido detectadas en estos
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tumores. Las metaloproteinasas 1,2y 9 que degra-
dan la matriz y la membrana basal se han visto
expresadas en ameloblastomas y otros tumores
odontogenos®’, como asi también sus inhibidores
tisulares | y 2 (TIMP | y 2), esto podria explicar
el grado de progresién y capacidad de invasion
local de los mismos58.

Multiples moléculas forman parte del sistema
regulador de la angiogénesis, tanto en procesos
fisiologicos como patologicos, como VEGF, FGF,
HGF, TGF-b, interleuquina 8, TNF-a. La densi-
dad vascular (Fig. 4), vista mediante el marcador
de endotelio vascular CD34, pone en evidencia
una mayor vascularizacién en ameloblastomas
benignos y malignos, en comparacién con los
gérmenes dentarios y ademds una mayor expre-
sion de VEGF, responsable de aumentar la vas-
cularizaciéon y la permeabilidad vascular, estas
caracteristicas relacionarian a VEGF con la tumo-
rogénesis y transformacién maligna del epitelio
odontogénico®.

Por inmunohistoquimicaé0, las células del amelo-
blastoma, muestran una fuerte reactividad para la
queratina y estan rodeados por una capa continua
de laminina en un patrén similar a la observada en
el diente en desarrollo. Las queratinas expresadas
son CK5 y CK 14, mientras que la coexpresion de
CK8, CK18, y CK19 es una caracteristica de las
células en las dreas estrelladas del reticulo. En el
ameloblastoma de células granulares se observo
positividad para la queratina y negatividad para
la proteina S-100, de acuerdo con su naturaleza,
en contraste con el tumor de células granulares
ordinario. Sin embargo y al igual que este Ultimo,
también es positiva para CD®, lo que indica que
los cambios en la célula granular, es también
debido a la sobrecarga lisosomal®'.

Conclusion

Como se ha visto, existen muiltiples aspectos his-
toldgicos a tener en cuenta en la caracterizacién
de esta neoplasia, como asi también moleculares,
que ponen en evidencia la calidad y la cantidad de
interacciones entre muchas vias de sefalizacion
que regulan el ciclo celular, vias de regulacién de
crecimiento, diferenciacién e interaccion con el
estroma, que trabajan sinérgicamente para definir
el fenotipo individual de cada lesion y que expli-
carian su comportamiento biologico.
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Figura 4. Inmunotincién con Factor VIl para ob-
servar densidad vascular 10X. (Cdtedra de Anato-
mia Patoldgica FOUNNE).

Los ameloblastomas, pertenecientes al parti-
cular grupo, de los tumores odontogénicos, son
lesiones exclusivas de los maxilares, originadas
a partir de alteraciones de la odontogénesis. Es
el tumor odontogénico epitelial mas comun, la
mayoria de las veces se diagnostican tarde, ya
que en etapas tempranas muestran sintomas cli-
nicos leves o inespecificos. Constituyen unas de
las lesiones de mayor controversia en cuanto a
su manejo, dada su conducta local agresiva, su
elevada tasa de recurrencia y su leve potencial
metastatico.

En los ultimos afios se ha logrado conocer y
comprender mejor el perfil genético y molecular
responsable del desarrollo y progresion las neo-
plasias de origen odontogénico, entre ellos, los
ameloblastomas, en los que participan diferen-
tes reguladores del crecimiento y diferenciacién
celular. La identificacién de biomarcadores mole-
culares, son de utilidad en el mejor conocimiento
del comportamiento bioldgico de estas lesiones
y podrian ser determinantes de su prondstico.
De ello surge la utilidad de realizar una apropiada
correlacion de las caracteristicas clinicas, radiolo-
gicas, histologicas, de la biologia celular y mole-
cular de cada lesién individual, para determinar
la actitud terapéutica mas adecuada a cada caso
en particular.
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