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RESUMEN

Introduccion: el ameloblastoma es un tumor odon-
togénico benigno, localmente agresivo, que debe su
origen a partir de estructuras epiteliales involucradas
en la odontogénesis. El objetivo del presente trabajo
es identificar, por medio de técnicas inmunohisto-
quimicas, aspectos en los mecanismos regulatorios
de proliferacion celular y la relacion de los diferentes
subtipos histolégicos con el comportamiento biolé-
gico de estos tumores.

Materiales y Métodos: se seleccionaron 10 amelo-
blastomas multiquisticos en los cuales se realizo
inmunotinciones con los marcadores PCNA, Ki-67 y
Ciclina D1. La interpretacion de las tinciones se baso
en la intensidad, localizacion y los subtipos celulares.
La valoracion utilizada para contabilizar el nUmero
de células fue: baja (menos del 10%), media (hasta el
50%) y alta (mas del 50%).

Resultados: la tincion fue positiva en 6 casos para
PCNA en 3 para Ki-67y en 5 para Ciclina D1,en las
células basales periféricas en los patrones foliculares
y plexiformes, en las del esbozo del reticulo estrella-
doy fue negativo en los patrones quisticos y acanto-
matosos.

Conclusién: en base a los hallazgos se puede asumir
que las células basales y parabasales de los patrones
foliculares y plexiformes presentan mayor actividad
proliferativa que otros patrones y determinarian
evolucion y tratamiento.

PALABRAS CLAVE proliferacion, inmunotincion, folicu-
lar, plexiforme.

ABSTRACT

Background: the ameloblastoma is a locally aggres-
sive benign odontogenic tumor, which originates
from epithelial structures involved in odontogenesis.
The aim of this work is to identify, by immunohis-
tochemical techniques, the regular aspects of cell
proliferation mechanisms and the relationship of the
different histological subtypes with the biological
behavior of these tumors.

Materials and Methods: 10 multicystic ameloblasto-
mas in which immunostaining was performed using
PCNA, Ki-67 and Cyclin D1 were selected markers.
The interpretation was based on staining intensity,
location and cell subtypes. The rating scales used to
count the number of cells was low (less than 10%),
medium (up to 50%) and high (over 50%).

Results: staining was positive in 6 cases to 3 for PCNA
and Ki-67 in 5 for Cyclin D1, a basal level of peripheral

cells and follicular patterns plexiform, in forming the
outline of the stellate reticulum and was negative in

cystic patterns and acanthomatous.

Conclusion: based on the findings it can be assumed
that the basal and parabasal cells of follicular and
plexiform patterns present greater proliferative ac-
tivity than other patterns and determine prognosis
and treatment.

KEYWORDS Proliferation,immunostaining, follicular,
plexiform.
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INTRODUCCION

El ameloblastoma es un tumor odontogénico be-
nigno, que debe su origen a estructuras epiteliales
involucradas en la odontogénesis y que permane-
cen como restos en los tejidos blandos o el hueso
de los maxilares, como 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 epite-
lio superficial®.

Afecta principalmente al angulo de la mandibula y
se puede presentar a cualquier edad, con un pico de
prevalencia entre la tercera y cuarta década de vida.
Su comportamiento es benigno pero localmente
agresivo. El tratamiento indica realizar grandes sec-
ciones con margenes de seguridad amplios debido a
su alta tasa de recurrencia®

El ameloblastoma ha sido probablemente una de las
neoplasias mas controvertidas en el area de la ciru-
gia maxilofacial, ya que hasta el momento se han
planteado diferentes clasificaciones. La clasificacién
de la OMS3+4 es la mas utilizada. Segun ella el amelo-
blastoma se clasifica en:

1. Ameloblastoma de tipo desmoplastico
2. Ameloblastoma de tipo uniquistico

3. Ameloblastoma solido o multiquistico
4. Ameloblastoma extradseo o periférico

Cabe destacar que de estas cuatro entidades, las de
mayor frecuencia en aparicién corresponden a los de
tipo solido y uniquistico (Figura 1).

Figura 1: vista macroscopica de una pieza quirurgica de
un ameloblastoma multiquistico. (Servicio de Anatomia
Patolégica de la FOUNNE).

A su vez la variante uniquistica puede presentarse
como una lesién local semejante a un quiste, que
puede manifestarse de diferentes formas como: in-

tramural, intraluminal y de revestimiento simples.
(Figura 2)

Figura 2:vista macroscopica de una pieza quirurgica de un
ameloblastoma uniquistico. (Servicio de Anatomia Patoldgica
de la FOUNNE).

Existen aun aspectos no muy claros de este tipo de tu-
mor sobre los mecanismos relacionados con la onco-
genia, citodiferenciacién y proliferacién celular como
asi también los mecanismos apoptéticos implicados.
De aqui parte la inquietud de realizar un estudio que
relacione aspectos de la biologia celular y molecular
que contribuyan a esclarecer dichos puntos.

En la actualidad hay una explosién de conocimien-
tos sobre los sucesos moleculares implicados en la
proliferacién celular. En parte, esto se ha debido al
descubrimiento de que los genes celulares denomi-
nados protooncogenes$, directamente implicados en
la regulacion de la proliferacién celular normal, pue-
den adquirir defectos y transformarse en oncogenes,
que contribuyen al crecimiento neoplasico. De forma
general, las alteraciones en las vias de transduccién
de sefiales son responsables de las respuestas celula-
res anormales en muchas enfermedades. Los tumo-
res odontogénicos no son la excepcion.

En los ultimos anos se han identificado numerosos
antigenos proteicos de genes que desempefian im-
portantes funciones en la regulacién de la prolife-
racion celular. Algunas de estas proteinas estan pre-
sentes exclusivamente en las células en proliferacion
y suidentificacion por medio de técnicas inmunohis-
toquimicas ofrece la posibilidad de estudiar de modo
detallado su participacién en la proliferacién celular
normal y patologica’.
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Existen una gran variedad de marcadores inmunohis-
toquimicos que podrian utilizarse con fines pronés-
ticos y predictivos en el ameloblastoma. Entre ellos
encontramos al antigeno nuclear de células en proli-
feracion (PCNA) es una proteina auxiliar de la DNA-
Polimerasa que aparece en el nucleo durante la fase
G1, aumenta durante la fase S y disminuye durante la
fase G2 y esta implicado en los procesos de reparacion
del ADN. El antigeno Ki-67 es un antigeno nuclear im-
plicado en la proliferacién celular y se lo detecta en las
fases Gi, S, G2 y M del ciclo celular. Sin embargo, no
existe acuerdo en la literatura respecto de su distribu-
cién en la fase Gi, ya que algunos autores afirman que
Ki-67 aparece al final, mientras otros estudios indican
que las concentraciones de Ki-67 disminuyen a lo lar-
go de G1y desaparecen al final de esta fase®.

Li y colaboradores® analizaron la expresion del anti-
geno nuclear de proliferacion celular (PCNA) y Ki-67
en ameloblastomas observando que en la variante
de ameloblastoma uniquistico, que presenta un pa-
tron de crecimiento mural donde las células invaden
la pared quistica, exhiben un indice significativa-
mente mas alto de expresiéon de PCNA. Asi mismo
encontraron que los indices observados para estos
mismos marcadores en los ameloblastomas del tipo
folicular fueron significativamente mas altos que en
los de tipo plexiforme.

La ciclina D1, un miembro de las ciclinas G1, controla
el ciclo celular desde el G1 a la fase S. Normalmente
en el ciclo celular se sigue una progresion ordenada
con puntos de control especificos ejercidos por un
sistema molecular regulador complejo compuesto de
ciclinas y quinasas dependientes de ciclina (CDK)®.
Uno de los importantes puestos de control es el pun-
to de restriccion en la fase G1 / S. En él la célula se
compromete en otra ronda de sintesis y replicacion
del ADN o permanece en fase de reposo. Entre las di-
versas ciclinas, la ciclina D1 estd mas implicada en la
tumorogénesis. A pesar que la ciclina D1 se expresa
predominantemente en el nucleo, se ha encontrado
su inmunoreactividad tanto en el nucleo como en el
citoplasma y una combinacién de los dos. Los estu-
dios de inmunohistoquimica han puesto de mani-
fiesto su transicién entre el nucleo y el citoplasma
a través de los poros nucleares. El patrén de tincién
heterogénea, visto en todos estos estudios, proba-
blemente indiquen que todas las células pueden no
estar proliferantes al mismo tiempo. Lo mismo que
la intensidad de la tincion, también puede variar de
leve a intensa en la misma seccién, posiblemente de-
bido a las variaciones en los niveles de proteina du-

rante la progresién del ciclo celular.

En un estudio comparativo de Vicente y colaborado-
res” se describe la variabilidad de expresion de la ci-
clina D1 en lesiones quisticas y tumorales de origen
odontogénico. Se observé una expresion difusa nu-
clear y citoplasmica en células basales y parabasales
en ameloblastomas, una tinciéon nuclear en las célu-
las parabasales de queratoquistes y una expresion
esporadica en quistes dentigeros y radiculares, que
pone de manifiesto la funcién de la ciclina D1 en la
proliferacién de las lesiones odontogénicas.

El objetivo del presente trabajo es describir por medio
de técnicas inumnohistoquimicas la expresion de es-
tos marcadores, relacionados con los mecanismos re-
gulatorios de proliferacién celular de estos tumores,
y surelacién con los diferentes subtipos histolégicos,
que podrian explicar el comportamiento biolégico
descripto en las diferentes variantes de ameloblas-
toma y que influyen sobre la conducta terapéutica.

MATERIAL Y METODO

El presente estudio corresponde a un diseno descrip-
tivo observacional. Se seleccionaron muestras de 10
ameloblastomas multiquisticos remitidos al Servi-
cio de Anatomia Patologica de la Catedra de Anato-
mia Patolégica de la Facultad de Odontologia de la
Universidad Nacional del Nordeste provenientes
del Hospital Odontolégico de la FOUNNE y de otros
servicios asistenciales de la region. No se incluyeron
en la muestra a aquellas piezas quirurgicas que no
cumplieran con los parametros de calidad necesarios
para el estudio o estuvieran deteriorados.

Se realizo el examen y la descripcion macroscopica
de las piezas quirurgicas y biopsias y su registro fo-
tografico. Se escogieron para el muestreo las areas
solidas y periféricas de las cavidades quisticas para
el procesamiento histolégico de rutina y posterior
inclusién en parafina. Se sometieron a descalcifica-
cion con acido nitrico en una dilucién al 7% aque-
llas muestras que presentaban tejidos duros. Poste-
riormente, se hicieron cortes de 4 a 5 micras para la
realizacién de técnica de coloracién de rutina con
Hematoxilina-Eosina e interpretacion para realizar
el diagnostico y evaluacion del subtipo histologico,
seleccionandose los tacos 6ptimos para recibir inmu-
nohistoquimica.

Para la técnica de inmunohistoquimicas se utilizaron
los siguientes anticuerpos: Proliferating Cell Nuclear
Antigen (PCNA), KI-67 Proliferating Cell(BGX-297),
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Cyclin D1, Rabbit Monoclonal (Laboratorio BioGe-
nex). Se realizé la recuperacién antigénica con bu-
ffer citrato en horno microondas, luego se procedié al
bloqueo de la actividad de peroxidasa endégena con
solucién de Peroxido de Hidrogeno. Posteriormente
se hizo la incubacién con el Anticuerpo monoclonal.
Por ultimo se efectud el revelado con un reactivo de
visualizaciéon consistente en un polimero de dex-
trano conjugado con peroxidasa e inmunoglobuli-
nas caprinas anti-ratén y diamino-bencidina (DAB)
como cromoégeno (SS Multilink® Ant.Raton HRP DE-
TKIT/DAB). Se utilizo como control positivo biopsias
de ganglio linfatico con alta expresion de los marca-
dores en cuestion y para el control negativo se utilizo
la solucién buffer.

Se procedi6 a la observaciéon microscopica con au-
mentos de 100x y 400x realizando el conteo de cien
células consecutivas. La valoracién de la técnica se
realizo a través de dos observadores independien-
tes quienes interpretaron los siguientes aspectos
de la inmunotincion: intensidad, localizacién y los
subtipos celulares en las que estaban presentes. Las
escalas de valoraciéon utilizadas para contabilizar el
numero total de células fueron baja (menos del 10%),
media (del 10 al 50%) y alta (mas del 50%).

RESULTADOS

De los 10 casos observados con técnica de H/E se en-
contré un predominio de los patrones foliculares y
plexiformes, consistente en proliferacién de epitelio
ameloblastico dispuesto en nidos sélidos con empa-
lizamiento de nucleos y formacién de reticulo estre-
llado, correspondiente al patréon folicular y cordones
epiteliales anastomosados entre si, formando el pa-
trén plexiforme (Figura 3) y zonas de transformacién
quistica. En dos de los casos se observo areas de me-
taplasia escamosa en el centro de los nidos epitelia-
les y de transformacién en células granulomatosas.
Estos son los denominados patrones acantomatoso y

Figura 3:patrones histopatologicos mas frecuentes en los
ameloblastomas multiquisticos. Derecha: patron folicular.
Izquierda: patron plexiforme. H/E 40X (Servicio de Anatomia
Patologica- FOUNNE).

granuloso respectivamente.

La tincién con PCNA fue positiva en 6 casos. Se ob-
servd una marcacién de moderada a intensa en las
células cuboidales cercanas a la membrana basal de
los patrones foliculares y plexiformes, alcanzando
un valor del 60% del total de células en dos casos. En
los restantes casos el valor fue del 10%. En el resto de
los patrones la tincién fue negativa. (Figura 4)
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Figura 4:inmunotincion con PCNA de moderada a intensa
de células basales y en menor medida las células del reticulo
estrellado en el patron folicular de un ameloblastoma. 40X
(Servicio de Anatomia Patolégica- FOUNNE).

La tincion con ki-67 fue positiva en 3 casos. Se iden-
tific6 una marcacién intensa de células individuales
localizadas en los estratos basales y en el esbozo del
reticulo estrellado en las zonas con patrén folicular,
como asi también en las células cuboidales basales
de los patrones plexiformes, alcanzando un valor in-
ferior al 10% del total de celulas. Los patrones quisti-
cos y acantomatosos presentaron una escasa tincion
en células aisladas. (Figura 5)

La marcacion con Ciclina D1 fue positiva en 5 casos,
los cuales mostraron una tincion de células indivi-
duales aisladas de variable intensidad que oscil6 en-
tre leve a moderada. Las mismas se encontraron en
las zonas de patrén folicular y plexiforme alcanzan-
do un valor maximo del 50% del total de células en
un caso y en los restantes oscilé en un 10%. (Figura 6)

DISCUSION

El ameloblastoma es una de las neoplasias odonto-
génicas benignas mas controversiales en el area de
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Figura 5:inmunotincién con Ki-67 presente en aisladas
células ubicadas en los estratos basales de los patrones
foliculares.100X. (Servicio de Anatomia Patoldgica-FOUNNE).
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Figura 6: inmunotincion con Ciclina D-1. Positividad en las
células basales y parabasales. 40X.( Servicio de Anatomia
Patologica- FOUNNE).

la cirugia buco-maxilo-facial ya que su diagnostico
suele realizarse en épocas tardias de su evolucion, de-
bido a que en etapas tempranas muestran sintomas
clinicos leves o inespecificos. Presenta, en general, un
comportamiento local agresivo y una alta tasa de re-
currencia.

En los ultimos afios se ha logrado conocer y com-
prender mejor el perfil genético y molecular respon-
sable del desarrollo y la progresién de las neoplasias
de origen odontogénico, sobre todo de los ameloblas-
tomas, en los que participan diferentes reguladores
del crecimiento y diferenciacion celular. La identifi-
cacién de biomarcadores moleculares son de utilidad
para el mejor conocimiento del comportamiento bio-
logico de estas lesiones y determinantes de su pro-
nostico’.

En la literatura existen numerosos estudios en ame-
loblastomas utilizando marcadores moleculares de
proliferaciéon como el PCNA y Ki-67, en los cuales se
encuentra discrepancia en sus hallazgos.

Li? estudi6 la expresion del antigeno nuclear de pro-
liferacién celular (PCNA) y Ki-67 en ameloblastomas.
Describe que los indices observados en el tipo folicu-
lar fueron significativamente mas altos que enlos de
tipo plexiforme. En nuestra serie de casos estudiados
encontramos concordancia en los resultados expues-
tos alcanzando valores del 60% de positividad en la
tinciéon con PCNA con un nivel de marcaciéon de mo-
derado a intenso. Hallazgos similares se mencionan
en la revision realizada por Sandra y col®?, quienes
ademas hallaron indices mas altos de inmunotincién
paralavariante acantomatosa de ameloblastoma, en
comparacion con las variantes desmoplasica y uni-
quistica. Ellos observaron que las capas internas del
componente epitelial acantomatoso eran negativas
para la inmunotincién y solamente las capas perifé-
ricas basales presentaron tincion positiva. Se sugiere
asi que las basales son mas inmaduras y con mayor
actividad proliferativa con respecto a las internas,
que estarian en un estadio de mayor diferenciacién o
madurez. En base al patrén histolégico asumen que
las células basales son células que retienen caracte-
risticas de las células progenitoras odontogénicas. En
nuestros casos la tincién en estas variantes histologi-
cas fue poco significativa.

Piatelli y col® en un estudio comparativo entre ame-
loblastomas y queratoquistes, mencionan que los
ameloblastomas presentan un conteo celular posi-
tivo mayor que los queratoquistes odontogénicos
para el PCNA. Ademas, estos valores son mayores
en aquellos ameloblastomas con antecedentes de
recurrencia. Se menciona también que en los amelo-
blastomas uniquisticos dichos valores son menores
en comparacién a todos los observados en los mul-
tiquisticos, cualquiera sea su subtipo histolégico,
sin embargo otros han intentado el uso de distintos
marcadores, que pongan en evidencia diferencias en
los distintos subtipos de ameloblastoma. Hasta el
momento no tuvieron resultados alentadores*.

En un estudio comparativo realizado en ameloblas-
tomas sélidos y uniquisticos®se encontré positividad
al Ki-67 en la totalidad de las muestras analizadas de
ameloblastomas solidos, con valores que no supera-
ron el 10%, el mayor indice de inmunotincién estaba
en las células basales y parabasales. En cambio, utili-
zando el mismo marcador, entre los subtipos histo-
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loégicos de ameloblastoma uniquistico (luminal, de
revestimiento simple y mural) la tincién fué negati-
va.La explicacién ante la ausencia de inmunotincién
parala variante uniquistica la atribuyeron a defectos
en las técnicas de fijacién con pérdida de la antigeni-
cidad de las muestras analizadas o a que las células
del epitelio se hallaban en fase Go del ciclo celular
(quiescentes). En nuestra serie, el unico caso de ame-
loblastoma uniquistico fue negativo para estos mar-
cadores de proliferacién.

Existen experiencias en la deteccién de la expresion
de la Ciclina D1 como un marcador de proliferacién
en ameloblastomas y tumor odontogénico adeno-
matoide en los que se pretende correlacionar con
el comportamiento clinico de estas dos neoplasias
benignas. La inmunoreactividad se encuentra tanto
en nucleo como en el citoplasma de los ameloblasto-
mas, y sélo es nuclear en el tumor adenomatoide.
La tincién se observo tanto en las células basales
como en las del reticulo estrellado enlos ameloblas-
tomas. Mientras que, en los subtipos de células esca-
mosas y granular, la tincién fue negativa. Aunque no
se encontraron diferencias significativas de inmuno-
tincion en los restantes subtipos histolégicos, hallaz-
gos similares fueron encontrados en nuestra serie.
Por lo tanto, la expresion de Ciclina D1 sugiere que
participa en la proliferacion en estos tumores, pero
sus patrones de expresion quizas sean independien-
temente de su comportamiento biolégico®.

Kumamoto y col” encontraron una expresion espo-
radica dela Ciclina D1en el interior del epitelio del re-
ticulo estrellado del esmalte y en el estrato interme-
dio del reticulo estrellado de los gérmenes dentarios.
La lamina dental mostr6 poca o ninguna expresién.
En ameloblastomas foliculares y plexiformes obser-
vo expresion de la Ciclina D1 enlas células periféricas
columnares o cuboidales y en algunas células polié-
dricas centrales. Hallazgos similares encontramos en
nuestra serie de casos. La expresién predominante de
la Ciclina D1 en células basales periféricas, en compa-
racion con las células estrelladas centrales, sugieren
una mayor actividad proliferativa de estas células en
dichas neoplasias. Las células estrelladas del reticu-
lo son mas diferenciadas que las células basales y no
pertenecen al compartimento proliferativo. De ahi
que la expresion de Ciclina D1 en estas células indica
su funcién en la diferenciacién posiblemente me-
diante la formacion de complejo inactivo con CDK2
y CDKs, que ayuda a las células a estabilizar el estado
diferenciado o para llevar a cabo funciones celulares
especificas. Otra posible explicaciéon puede ser que

la Ciclina D1-CDK4 o el complejo CDK6 se inactivan
ante la presencia simultanea de un inhibidor de CDK.
En concordancia con nuestra serie, Kumamoto y col’®
no encontraron expresion de Ciclina D1 en las células
diferenciadas de los patrones de células granulares y
acantomatoso de algunos ameloblastomas folicula-
res, aunque recomiendan mas estudios para estable-
cer el papel de la Ciclina D1 en la diferenciacién de las
células odontogénicas.

CONCLUSION

La expresion de la actividad proliferativa de los ame-
loblastomas multiquisticos varia de acuerdo al mar-
cador utilizado. Se encuentra mayor positividad con
el PCNA (6 casos), en menor medida la ciclina D-1 (5
casos) y el ki-67 (3 casos), asi como también en la in-
tensidad de expresion de acuerdo al subtipo histolo-
gico. En base a este patron histolégico se asume que
las células basales y parabasales de los patrones fo-
liculares y plexiformes conservan las caracteristicas
de células progenitoras odontogénicas y tendrian
mayor actividad proliferativa que el presentado en
otros subtipos. Esto podria explicar un comporta-
miento biolégico diferente en estos subtipos que
deberia tenerse en cuenta en la eleccién de la tera-
péutica.
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