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RESUMEN

Introduccion: las metaloproteinasas son enzimas que participan en la
remodelacion tisular y su funcion se relaciona con procesos fisiologicos
y patologicos, como la invasion y la metastasis. El ameloblastoma
convencional (AMC) es una neoplasia epitelial benigna odontogénica
intradsea caracterizada por una progresion lenta y localmente invasiva,
cuyo crecimiento se ha vinculado con el recambio 6sea y la remode-
lacion de la matriz extracelular. El objetivo del presente trabajo fue
determinar la presencia inmunohistoquimica de MMP-1, MMP-2 y
MMP-9 en el AMC. Material y métodos: se realizé un estudio piloto
observacional analitico utilizando cinco muestras de AMC. Los especi-
menes fueron recolectados aleatoriamente del archivo del Departamento
de Patologia Oral y Maxilofacial, de la Escuela Nacional de Estudios
Superiores (ENES) Unidad Leén, UNAM. Como grupo control se
emplearon dos especimenes de foliculo dental, obtenido de pacientes
con indicacion de su extraccion por motivos ortodéncicos. Se realizé
la técnica de inmunohistoquimica por peroxidasa, recolectando el nivel
y proporcion de inmunoexpresion de manera semicuantitativa. Resul-
tados: cuatro pacientes fueron de género masculino y uno femenino,
la edad promedio fue de 40.6 + 14.9 afios. Todas las muestras fueron
obtenidas de la region mandibular posterior. Se observaron dos especi-
menes con patrén folicular y tres con plexiforme. Las MMP-2 y MMP-9
se detectaron s6lo en uno de los cinco especimenes y Gnicamente en el
parénquima de la lesion, con una proporcion de 100%. Conclusion:
segun nuestro analisis inmunohistoquimico, las MMP-2 y MMP-9 son

ABSTRACT

Introduction: metalloproteinases are enzymes involved in tissue
remodeling and their function is related to physiological and
pathological processes, such as invasion and metastasis. These enzymes
are capable of degrading components of the extracellular matrix, which
may promote tumor progression. Conventional ameloblastoma (CA) is
described as a benign intraosseous epithelial odontogenic neoplasm
characterized by a slow and locally invasive progression, whose growth
has been linked to bone turnover and extracellular matrix remodeling.
The aim of the present work was to determine the immunohistochemical
presence of MMP-1, MMP-2 and MMP-9 in CA. Material and methods:
an analytical observational pilot study was performed using 5 CA,
randomly collected from the archive of the Department of Oral and
Maxillofacial Pathology, Escuela Nacional de Estudios Superiores
(ENES) Unidad Leén, UNAM. The control group used were two dental
follicle samples, obtained from patients with extraction indication for
orthodontic treatment. The peroxidase immunohistochemistry assay
was performed, collecting semiquantitatively level and proportion of
immunoexpression. Results: four patients were male and one female,
the average age was 40.6 + 14.9 years. All specimens were obtained
from the posterior mandibular region. Two specimens were observed
with follicular pattern and three with plexiform pattern. MMP-2 and
MMP-9 were detected only in one of the five specimens, with presence
in the parenchyma of the lesion, with a proportion of 100% of the cell
analyzed. Conclusion: according to our immunohistochemical analysis,
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las metaloproteinasas que presentaron expresion positiva dentro de la
patogénesis del AMC comparado a la MMP-1; no obstante, es necesario
realizar este tipo de estudios en una poblacion mayor.

Palabras clave: ameloblastoma, metaloproteinasas, inmunohisto-
quimica.

INTRODUCCION

| ameloblastoma convencional (AMC) es una neo-

plasia odontogénica epitelial intradsea benigna de
crecimiento progresivo que se caracteriza por la expan-
si6n y la tendencia a la recidiva local si no se extirpa
adecuadamente.” Se caracteriza por un crecimiento
lento y localmente invasivo, consiste en una proliferacion
de epitelio odontogénico, que puede surgir a partir de
los restos de la lamina dental del 6rgano del esmalte en
desarrollo, o del revestimiento epitelial de un quiste odon-
togénico.” La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
considera cuatro subtipos, los cuales son: convencional,
uniquistico, periférico y metastésico.

El AMC es uno de los tumores odontogénicos mas
frecuentes con una incidencia maxima entre la cuarta y
quinta décadas de la vida, no tiene predileccion por sexo
o raza, 80% de los AMC se desarrollan en la mandibula,
preferentemente en la regién posterior.?

Clinicamente no presenta manifestaciones tempranas,
ya que su expansion es lenta e indolora, en raras oca-
siones presenta crecimiento acelerado. Con el aumento
de tamano pueden presentarse complicaciones como la
movilidad dental, maloclusién, parestesia, deformidad
facial, limitacién en la apertura, dificultad para la masti-
cacién y en ocasiones puede obstruir las vias respiratorias,
lo cual puede ser fatal.’

Imagenolégicamente es comin observarlo como una
lesion radioltcida multilocular, con apariencia de burbujas
de jabon o panal de abeja. Cuando presenta un patron uni-
locular se puede observar expansion cortical bucal y lingual,
con reabsorcién de las raices de los dientes afectados.’

Histol6gicamente puede presentar un patrén folicular
o plexiforme dentro de un estroma fibroso. El patrén foli-
cular se caracteriza por islas de epitelio parecido al epitelio
del 6rgano del esmalte, los cuales consisten en un nticleo
de células dispuestas de forma laxa que tiene semejanza
al reticulo estrellado del esmalte, rodeado por una em-
palizada de células parecidas a los ameloblastos, con una
polaridad invertida.* El patrén plexiforme estd formado
por cordones largos y anastomosados delimitados por cé-

MMP-2 and MMP-9 are the metalloproteinases that presented positive
expression within the pathogenesis of CA compared to MMP-1; however,
it is necessary to perform this type of studies in a larger population.

Keywords: ameloblastoma, metalloproteinases, immunohistochemestry.

lulas columnares, usualmente esté vascularizado. Dentro
de los patrones histolégicos reconocidos se ha reportado:
células granulares, desmoplasico y células basales.

Su patogénesis implica mecanismos complejos tales
como la activacién de oncogenes, inhibicién de genes su-
presores tumorales entre otros mecanismos moleculares,
tales como la activacion de moléculas que modifiquen su
potencial de invasion local.®

Las metaloproteinasas de matriz extracelular (MMP)
son enzimas que participan en la remodelacién tisular,
regulan la bioactividad de las citocinas y los factores
de crecimiento y hormonas de la matriz extracelular
(MECQ).%7 Su funcién se relaciona con varios procesos
fisiol6gicos y patolégicos como el desarrollo embrionario,
la cicatrizacién, la invasién del cncer y la metéstasis.®”

Cuando se activan las MMP son degradados compo-
nentes de la MEC, incluidas proteinas coldgenas y elas-
tina.''2 Una de las principales caracteristicas del AMC
es su crecimiento localmente invasivo, éste se asocia con
el recambio éseo y la remodelacion de la MEC."? Se ha
reportado que la inmunoexpresion de MMP y del factor
de crecimiento endotelial vascular puede asociarse con
la progresién tumoral y aumento invasivo de AMC." El
objetivo de este trabajo fue determinar la presencia inmu-
nohistoquimica de MMP-1, MMP-2 y MMP-9 en el AMC.

MATERIALY METODOS
Poblacidn y tipo de estudio

Se realiz6 un estudio piloto observacional analitico utili-
zando cinco muestras de ameloblastoma convencional.
Los especimenes fueron recolectados aleatoriamente del
archivo del Departamento de Patologfa Oral y Maxilofa-
cial, ENES Le6n, UNAM. Los datos fueron obtenidos res-
petando el anonimato del paciente y expediente clinico.
De todos los pacientes se obtuvo el consentimiento infor-
mado. Unicamente se registré la edad, sexo, localizacion
anatémica y patrén histolégico de cada muestra, el cual
fue reevaluado por dos patélogos bucales. Como grupo
control se emplearon dos especimenes de foliculo dental,
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obtenido de pacientes con indicacién de su extraccién
por motivos ortodéncicos.

Ensayo e interpretacion de inmunohistoquimica

Se realiz6 ensayo de inmunohistoquimica por peroxidasa
de acuerdo con lo previamente reportado. De cada mues-
tra se obtuvieron cuatro cortes a 4 pm de grosor colocados
en laminillas tratadas con poli-L-lisina. Las muestras fueron
desparafinadas y rehidratadas convencionalmente en xilol
y alcohol. La recuperacion antigénica se realizé con un bu-
ffer de citrato de 10 mL en ebullicién mediante el sistema
KOS microwave histostation (Milestone Medical, Sorisole,
[talia) en camara de presién a 100 °C por cinco minutos.
Se inhibi6 peroxidasa endégena con peréxido de hidré-
geno a 3% durante 20 min (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). El fondo inespecifico fue bloqueado con 100 pL de
albtimina a 2% durante 20 min (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA), y posteriormente con solucién de Triton X-100
a 0.2% durante 20 minutos (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Se incubé con el anticuerpo primario toda la noche a
4 °C para MMP-1 (monoclonal de ratén, sc-21731), MMP-2
(monoclonal de ratén, sc-13595) y MMP-9 (monoclonal de
ratén, sc-12759). Los controles negativos se obtuvieron me-
diante la omisién del anticuerpo primario, sustituyéndolo
por un estabilizador PBS (Polibutilen succinato).
Terminada la incubacion se lavé con TBS (Solucién Tris
buffer) por tres minutos en tres ocasiones. Posteriormente
se incubé Immunodetector Biotinylated (BSB 0007, BioSB
Santa Barbara, CA) durante 10 minutos, para después
lavar con TBS. Se incubé con Immunodetector HRP label
(BSB 0007, BioSB Santa Barbara, CA) por 10 minutos. Se

lavé con TBS y enseguida se revel6 con diaminobencidi-
na (BSB 0007, BioSB Santa Barbara, CA) durante cinco
minutos. Se lavé con agua bidestilada durante tres mi-
nutos, contratinendo con hematoxilina de Harris durante
dos minutos. Se lavé con agua corriente para eliminar
el excedente para después realizar la deshidratacion y
aclarado en inmersiones de alcohol y xilol, montando el
cubreobjetos con resina hidrofébica.

Para el andlisis de cada molécula, se obtuvieron tres
fotomicrografias de campos a 400 aumentos utilizando el
microscopio Leica DM750, la cdmara ICC50 HD y el soft-
ware LAS EZ 3.0 (Leica Microsystems, Suiza). El analisis de
la inmunosupresion se realizé de manera semicuantitativa
(Tabla 1); considerando la intensidad como: nula, leve,
moderada e intensa y la proporcién de células positivas
a través de la formula:

Proporcion
das/300) x 100

(ndmero de células positivas marca-

Seglin el resultado del analisis conjunto de los tres
campos 6pticos, la proporcién se categorizé como: 0)
ausente; 1) 1a 10%; 2) 11 a 50%; y 3) superior a 50%."

RESULTADOS
Caracteristicas clinicas-demograificas
De los cinco casos analizados, cuatro pacientes fueron de
género masculino y uno femenino, la edad promedio fue

de 40.6 £ 14.9 afios. Todas las muestras fueron obtenidas
de la regién posterior de mandibula.

Tabla 1: Analisis de inmunoexpresion semicuantitativa.

Nivel y proporcion de inmunoexpresion

Proporcion de células positivas

Muestra Patron histologico MMP-1 MMP-2 MMP-9 del parénquima tumoral
Control 1 Foliculo - - - 0
Control 2 Foliculo - - - 0
Amelo 1 Plexiforme - Moderada Moderada 100
Amelo 2 Plexiforme - - - 0
Amelo 3 Plexiforme - - - 0
Amelo 4 Folicular - - - 0
Amelo 5 Folicular - - - 0
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Figura 1:

A) Fotomicrografia de epitelio de
foliculo dental. B) Fotomicrografia
de ameloblastoma plexiforme.
Tinciones H y E a 400 aumentos.

Figura 2: A) Foliculo dental negativo a la inmunoexpresion de MMP-1. B) Inmunoexpresion positiva a MMP-2 en células del parénquima tumoral.
C) Inmunoexpresion positiva a MMP-9 en células del parénquima tumoral. Todas las imagenes corresponden a 400X.

En el analisis histol6gico observamos proliferacién de
células epiteliales de origen amelobldstico con un patrén
folicular (n = 2) y plexiforme (n = 3) en los casos analiza-
dos. Al andlisis microscopico de las muestras observamos
islotes epiteliales formados por células cilindricas en un
patrén de empalizada que muestran una polarizacion
inversa del ndcleo, al interior de los nichos se encuentran
células parecidas a las de reticulo estrellado, con forma
triangular y dispuestas generalmente de manera laxa,
ocasionalmente se observaron microquistes en el interior
del parénquima de la lesién, también se observé presencia
dispersa de vasos sanguineos en el estroma (Figura 1).

En las muestras control se observé un epitelio de
células ctibicas con un patrén estratificado rodeado por
un tejido conectivo laxo compuesto en su mayoria por
fibroblastos y fibras de coldgeno dispersas en la matriz
con presencia de eritrocitos y células polimorfonucleares
en el tejido cercanos a vasos sanguineos.

Andlisis inmunohistoquimico

En el andlisis inmunohistoquimico se observé expresion
positiva s6lo en uno de los cinco especimenes de AMC,

para las MMP-2 y MMP-9. La intensidad observada para
MMP-2 fue moderada con proporcién de 100% de las
células ameloblasticas y del reticulo estrellado; el estroma
fue negativo. Para MMP-9 observamos un patrén similar
al anterior. En el grupo control no observamos presencia
positiva de ninguna de las MMP analizadas (Figura 2).

DISCUSION

Los tumores odontogénicos, y en particular el ameloblas-
toma son neoplasias que pueden afectar la calidad de
vida de los pacientes, si éstos no se detectan a tiempo.

La distribucion epidemiolégica del ameloblastoma
varfa a través del mundo. En relacion con el género,
nuestros resultados sugirieron un predominio para el
género masculino, no obstante, se ha reportado que no
hay predileccién por raza o sexo, razén por la cual es
necesario establecer los mismos criterios de exploracién
sin importar el género."?

El ameloblastoma convencional es una entidad que
puede afectar a pacientes con un rango de edad muy
diverso, en la cuarta edicién de la clasificacién de tumores
de cabeza y cuello 2017, sefalan un rango de edad de
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los ocho a 92 afios, con una media de 32 afos.? También
se ha considerado una prevalencia entre la tercera y
séptima décadas de la vida, con rara presencia en nifos
y adolescentes.*

Esta neoplasia se desarrolla preferentemente en la
regiéon posterior mandibular, mientras que la region
maxilar anterior es el segundo lugar de localizacién;
sin embargo, aproximadamente 80% de los casos se
localizan en la mandibula;?? lo cual coincidié con
nuestros resultados.

Diversos estudios consideran que el comportamiento
localmente agresivo del AMC, no sélo por la capacidad de
proliferacién del parénquima tumoral, sino también por
las enzimas capaces de modificar la MEC, podrian llevar
a cabo la remodelacion de la matriz 6sea, permitiendo la
diseminacién a través del hueso y los tejidos blandos.>!”
Este es el papel crucial de las MMP en la remodelacién
y degradacion de la matriz extracelular. La produccién
de MMP se induce en condiciones o estados donde se
encuentre presencia de citocinas, factores de crecimiento,
hormonas u oncogenes que promuevan la proliferacion
celular, por lo cual el ameloblastoma puede tener presen-
cia de estas moléculas. En la familia de las metaloprotei-
nasas, la MMP-2 y MMP-9 son consideradas gelatinasas
y son capaces de escindir el colageno IV presente en la
membrana basal de los vasos sanguineos.'®'” La modifi-
cacion la membrana basal de los vasos sanguineos es un
proceso necesario para la angiogénesis, no obstante, al
considerar la presencia tumoral, esto podria significar una
potencial via de diseminacion metastésica si la neoplasia
alcanza otras caracteristicas que le permitan migrar. En
nuestro andlisis inmunohistoquimico Ginicamente tuvimos
inmunoexpresién positivaa MMP-2 y MMP-9 en una sola
muestra con patrén plexiforme, lo cual nos sugiere la
necesidad de tratar de analizar otras variables tales como
el grado de vascularizacién del tumor o en un escenario
negativo la bisqueda de posibles metastasis, para lo cual
es necesario realizar mas estudios.

CONCLUSION

Con base en los resultados obtenidos, podemos concluir
que es posible observar inmunoexpresion de MMP-2
y MMP-9 en los ameloblastomas convencionales, no
obstante, esta expresion sélo se observé en 20% de la
poblacién. La principal limitante de nuestro estudio fue
contar con una poblacién pequena, por lo que se reco-
mienda realizar este tipo de estudios en una poblacién
mds numerosa, asi como el relacionarlo con la presencia
de otras moléculas asociadas al crecimiento tumoral.
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