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Expresion del ki-67, p53, p16 y bcl-2 en Ameloblastomas
Expression of ki-67, p53, p16 and bcl-2 in Ameloblastomas

Fleischmacher Abrahamz Noelia’; Rivera Helen?

RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue determinar la expresion de Ki-67,p53, pl6 y bcl-2 en Ameloblastoma
Solido y Uniquistico. El presente estudio fue retrospectivo de tipo clinico-patolégico, experimental y correlacional.
Se realizé andlisis clinico-patolégico de las variables: género, grupos de edad, diagndstico histopatolégico y loca-
lizacion anatomica y analisis inmunohistoquimico siguiendo protocolo estandarizado utilizando los marcadores
Ki-67,p16,p53 y bcl-2 en el Laboratorio de Histopatologia Bucal “Dr. Pedro Tinoco” de la Facultad de Odonto-
logia de la Universidad Central de Venezuela durante el periodo 2008-2013. De las biopsias bucomaxilofaciales
se tomaron como muestra 34 casos diagnosticados histopatolégicamente como Ameloblastoma Uniquistico (16
casos), Ameloblastoma Sélido (9 casos), y 9 casos como control con el diagnéstico de Tumor Odontogénico
Queratoquistico. Se realizé andlisis estadistico para correlacion de variables a través de la prueba Kruskall-Wallis
empleando Software estadistico SPSS®Version N° 20 para sistema MAC OSX con un nivel de significancia del 99%
(p<0,01). Se observé predominio del género masculino entre la segunda y tercera década de vida. Localizacion
anatémica mas frecuente en sector posterior mandibular, diagnéstico histopatolégico mas frecuente ameloblas-
toma uniquistico. El andlisis inmunohistoquimico revelé al marcadorKi-67 como la mas expresada, seguida por
p53,bcl-2 y pl6 indicando transformacion neoplasica y proliferacion asociado a tasa de recidiva Los marcadores
utilizados son de utilidad para evaluar comportamiento bioldgico para sugerir tratamiento quirurgico adecuado
en cada caso.

ABSTRACT

The objective of this research was to determine the expression of Ki-67, p53, p16 and bcl-2 Solid and unicystic
Ameloblastoma.This study was retrospective clinicopathological, experimental and correlational. Clinicopatholo-
gical analysis of the variables were: gender, age, anatomical site and histopathological diagnosis and immunohisto-
chemical analysis using standardized protocol following the Ki-67, p16, p53 and bcl-2 markers in the Laboratory
of Oral Histopathology "Dr. Pedro Tinoco "of the Faculty of Dentistry, Central University of Venezuela during the
period 2008-2013.The maxillofacial biopsies were sampled 34 cases diagnosed histopathologically as Ameloblas-
toma unicystic (16 cases), Ameloblastoma Solid (9 cases), and 9 cases as control diagnosis Odontogenic Tumor
Queratoquistico statistical analysis for correlation of variables was performed through the Kruskal-Wallis test
using SPSS statistical software version No. 20 MAC OSX system with a significance level of 99% (p <0.01). often
males between the second and third decade of life was observed. Most frequent anatomical location in mandibu-
lar posterior, more frequent histopathological diagnosis unicystic ameloblastoma. Immunohistochemical analysis
revealed the marcadorKi-67 as the expressed, followed by p53, bcl-2 and p 16 indicating neoplastic transformation
and proliferation associated with recurrence rate markers used are useful for assessing biological behavior to
suggest appropriate surgical treatment in each case.

INTRODUCCION

| ameloblastoma (AB) es un tumor benigno

de epitelio odontogénico maduro, con estro-
ma fibroso sin ectomesénquima odontogénico'
y constituye uno de los tumores odontogénicos
mas frecuentes'. Su presentacién mas comun es
en mandibula en region posterior en pacientes del
sexo masculino entre la tercera y cuarta década de
la vida®. Segun la clasificacion histoldgica de los
tumores odontogénicos propuesta por la Organi-
zacién Mundial de la Salud (OMS)' el AB ha sido
clasificado en cuatro entidades distintas, recono-

ciéndose el ameloblastoma solido (AS), uniquis-
tico (AU), desmoplasico (AD) y periférico (AP)".

La conducta del AB es variable, hasta la fecha
en nuestro pais, no disponemos de resultados de
estudios inmunohistoquimicos en relacién al AB
en términos de prediccién de comportamiento
bioldgico.

En la actualidad se han venido realizando téc-
nicas moleculares, las cuales pretenden identificar
expresion genética, diferenciacién y transforma-
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cién maligna; ayuddndonos a relacionar pronds-
tico y manejo quirurgico de los mismos.

Los marcadores prondstico son moléculas que
se expresan durante las distintas fases del ciclo
celular, lo que podria indicar la proliferacion ac-
tiva de la célula o el potencial de transformacion
oncogénica’. Esta expresion molecular puede ser
identificada por medio de técnicas de inmunohis-
toquimica. La utilidad diagndstica de esta técnica
radica en que por medio de esta podemos iden-
tificar diferenciacion y proliferacién celular me-
diante marcadores tumorales especificos’.

El objetivo general de la investigacion fue de-
terminar la expresion de ki-67, p53, p16 y bcl-2
en AS y AU que orientan a la relacién entre el
pronostico y el manejo quirtrgico de los mismos
a través de la correlacion de la expresion de los
marcadores tumorales con la localizacién anatd-
mica, diagndstico histopatoldgico, género y gru-
pos de edad, tomando como grupos control para
el andlisis inmunohistoquimico muestras de Tu-
mor Odontogénico Queratoquistico.

En el Instituto de Referencia de Patologia Oral
(IREPO), de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile se realizé un estudio cuyo
objetivo fue comparar el recuento de inmuno-
tincién de p53 y Ki-67 en Tumor Odontogénico
Queratoquistico (TOQQ) y en AS. En ambos tu-
mores la expresion de p53 fue mayor respecto a
la de Ki-67, con una diferencia estadisticamente
significativa’.

En el Laboratorio de Patologia del Hospital de
Emergencia del Condado de Craiova estudiaron
la expresion de p53, bcl-2 y Ki-67 en células epi-
teliales tumorales en AB. La inmunoexpresién de
P53 y Bcl-2 se identificé en més del 50% de las
células marcadas’.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé un estudio retrospectivo de tipo clini-
co-patoldgico, experimental y correlacional, que
consistié en analizar la expresion de los oncogenes
y marcadores de proliferaciéon en AS y AU de los
maxilares. Fue realizada en las instalaciones del
Laboratorio de Histopatologia Bucal “Dr. Pedro
Tinoco’, adscrita al Instituto de Investigaciones
Odontoldgicas “Raul Vicentelli” de la Facultad de
Odontologia de la Universidad Central de Vene-
zuela durante el periodo 2008-2013.

De un total de 17 224 biopsias bucomaxilofa-
ciales, se selecciond una muestra que consistié en
34 casos con el diagnoéstico histopatolégico de AU
(16 casos), AS (9 casos) y Tumor Odontogénico

Queratoquistico (TOQQ) (9 casos) como casos
control ya que ambos son considerados neopla-
sias benignas odontogénicas, las que difieren no-
toriamente en su prondstico y plan de tratamien-
to.

Se consideraron como criterios de inclusion a
las biopsias bucomaxilofaciales con el diagnosti-
co histopatoldégico de AU y AS que aceptaron fir-
mar el consentimiento informado. Se excluyeron
pacientes con otras patologias de los maxilares.

La investigacion fue evaluada y aprobada por el
Comité de Bioética de la Facultad de Odontologia
de la Universidad Central de Venezuela, contan-
do con el respaldo de un consentimiento infor-
mado de los participantes, se considerd aspectos
bioéticos para la toma de muestra, obtencién de
laminas y bloques a ser usados en la investigacion.

Una vez seleccionados los casos a estudiar, se
reclasificaron histologicamente de acuerdo a la
clasificacion de la OMS (2005)".

Desde el punto de vista clinico - patoldgico se
cuantificaron los datos correspondientes a las va-
riables: género, grupo etario, diagndstico histopa-
tolégico y localizacion anatémica.

En cuanto al andlisis clinico-patoldgico no fue-
ron tomados en cuenta los casos de Tumor Odon-
togénico Queratoquistico, ya que, los mismos, se
utilizaron como casos control en el analisis inmu-
nohistoquimico.

En cuanto al analisis inmunohistoquimico de
la muestra estudiada se evaluaron el Ameloblas-
toma en sus variantes Solida y Uniquistica y el
Tumor Odontogénico Queratoquistico (TOQQ)
como casos controles; siendo ambos tumores
epiteliales y de comportamiento clinico agresivo,
considerados neoplasias benignas odontogénicas,
las que difieren notoriamente en su prondstico y
plan de tratamiento.

Se realizaron cortes a partir de 3pm de los blo-
ques en parafina correspondientes a cada caso a
estudiar y de los controles adecuados para cada
anticuerpo. Se utilizaron laminas silanizadas y se
realizé la técnica inmunohistoquimica siguiendo
protocolo estandarizado.

Los anticuerpos primarios utilizados para de-
tectar los antigenos fueron Ki-67 (clon SP6; Bioca-
re®, USA) dilucién 1:200; p53 (clon DO-7; Dako®,
Cytomation, USA) dilucién 1:100; p16 (clon INK4;
Biogenexx®, USA) dilucién 1:100; bcl2 (clon 124;
Dako®, Cytomation, USA) dilucién 1:50. El sistema
de deteccion fue Starr Trekk Universal HRP De-
tection System (Biocare®, USA) a un pH de 6,0. La
solucion recuperadora fue Solucién Buffer Citrato
al 0,05% y pH 6,0 (Tween20°, USA), como revela-

Abreviaturas utilizadas en este
articulo:

AB= Ameloblastoma

OMS= Organizacion Mundial de
la Salud

AS= Ameloblastoma sélido

AU= Ameloblastoma uniquistico
AD= Ameloblastoma Desmopla-
sico

AP= Ameloblastoma Periférico
IREPO= Instituto de Referencia
de Patologia Oral

TOQQ= Tumor Odontogénico
Queratoquistico
TOA=  Tumor
Adenomatoide

Odontogénico
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dor Diaminobenzidina (DAB) cromdgeno estable
(Biocare®,USA) y se utilizaron laminas silanizadas
(Dako®, Cytomation, USA).

Para los cortes de inmunohistoquimica, se exa-
minaron los patrones de expresion de los dife-
rentes marcadores en los tejidos, utilizando una
escala semicuantitativa de 0 a 3 cruces (+) para
marcaje positivo y “sin expresion” o negativo (-)
para tejidos no marcados.

Se evaluo la localizaciéon de la inmunoreaccién
del anticuerpo a nivel celular, determinando si
se encontraba en: Membrana Citoplasmatica,
Nucleo o Citoplasma. Para la inmunoreaccion
positiva del gen p16 también se evalud si se en-
contraba: Localizada con patrén débil localizado
o difuso con patrén fuerte.

Una vez registrados los datos en un instrumen-
to de recoleccién de informacién, se organizaron,
procesaron y tabularon las variables en estudio,
realizando los diferentes cruces de categorias de
variables.

Desde el punto de vista descriptivo, la informa-
cién recolectada durante el proceso experimen-
tal se ordend en forma de cuadros de frecuencia
para cada variable, se relacion6 a su vez con otras
variables estudiadas para su analisis y discusion.
Utilizando parametros estadisticos descriptivos:
Media, Desviacion Tipica y porcentajes para me-
dir los resultados de las diferentes variables.

Desde el punto de vista inferencial, se emple6 la
Prueba de Kruskall-Wallis (k) para medir el gra-
do de asociacion y variabilidad de los diferentes
AB en relacién a las variables clinicas, histopa-
tologicas e inmunohistoquimicas y la Prueba de
Odds ratios para evaluar las correlaciones entre
las variables clinicas, histopatolégicas e inmu-
nohistoquimicas, con un Nivel de Significancia
del 99% (p<0,01) a través del Software estadisti-
co SPSS® en espafiol Versién N° 20 para sistema
MAC OSX.

RESULTADOS

La distribucién de acuerdo al diagnéstico histo-
patolégico presento para AU 64% de los casos
diagnosticados mientras que el AS presenté un
36% de los mismos.

El género masculino en ambos tipos de AB re-
presenta un 60% de los casos, en el femenino un
40%.

El rango de edad fue de 10 a 69 afios, con un
promedio de 32 afos y desviacion de +16 afios. El
grupo de edad con mayor frecuencia fue el com-
prendido entre 20 a 29 afos con 32%, seguido por

el grupo de 30 a 39 aflos con 24%. El grupo de 10
a 19 aflos con 20%, el grupo de 40 a 49 anos y 60
a 69 afios 12% respectivamente. El AS y AU se
presentaron en mandibula en un 71% y en maxi-
lar en un 29%. El AS present6 4 localizaciones
anteriores y 6 localizaciones posteriores; mientras
que el AU present6 3 localizaciones anteriores y
15 posteriores

En la presente investigacion se observé inmu-
nopositividad en AS para ki-67 con 88,9%, p53
con 88,9% y bcl-2 con 77,8%; para pl16 el resul-
tado estadisticamente significativo (p<0,01) fue
para los casos control con el 100%. (Tabla 1)

La expresion de los marcadores fue el siguiente:
11 casos de AU para bcl-2 en citoplasma; en AS 8
casos para ki-67 y p53 en nucleo respectivamente
y 7 casos para bcl-2 en citoplasma, para los casos
controles fueron para ki-67 con 6 casos en nicleo
y bcl-2 con 5 casos en citoplasma. (Tabla 2)

El nivel de expresion de estos marcadores
mostrd para p53 en AU 9 casos, ki-67 en AS en
5 casos y en casos controles con 6 casos. (Tabla 3)

DISCUSION

La distribucién de los AB acorde al diagnostico
histopatoldgico se comenta en un estudio realiza-
do en el Laboratorio de Patologia Oral de la Uni-
versidad del Pacifico, en San Francisco, donde se
estudiaron 1 088 tumores odontogénicos reportd
una prevalencia del 54% de AS y un 46% en AU®
resultados que contrastan con los encontrados en
el estudio donde el AU representa el mayor por-
centaje con un 64%.

La distribucién de los AB de acuerdo al género,
en el Hospital Universitario Docente de la Uni-
versidad de Lagos, Nigeria® se evidencié mayor
prevalencia en el género masculino concordando
con nuestros resultados.

La distribucién de AS y AU por grupos de edad,
en general la literatura reporta que la mayor inci-
dencia ocurre en la cuarta década de la vida con
un promedio de 33 afos’. En un estudio realizado
en el Departamento de Patologia Oral de la Pon-
tificia Universidad Catélica de Minas Gerais, Bra-
sil el rango de edad fue de 12 a 76 afios, con un
promedio de 36 afnos®similar a lo reportado en la
presente investigacion.

La distribucion de AS y AU de acuerdo a lo-
calizacién anatémica en el estudio de Lopez Al-
varenga y col.® realizado en el Departamento de
Patologia Oral de la Pontificia Universidad Ca-
tolica de Minas Gerais - Brasil, evidenci6é que en
mandibula el sitio de mayor predileccion fue la

20

Rev Cient Cienc Méd
Volumen 18, No 2 : 2015



region del cuerpo y angulo (45,8%) seguida del
angulo y rama (37,5%) y en menor frecuencia la
zona anterior (12,5%). En el estudio realizado en
el Departamento de Cirugfa Plastica y Recons-
tructiva de la Facultad de Medicina, de la Uni-
versidad Dokuz Eylul, Turquia’; refieren que en
la localizacién mandibular se ven afectadas con
mayor frecuencia la regiéon premolar, molar y la
rama ascendente de la mandibula lo que coincide
con los resultados obtenidos en la investigacion.

Actualmente se considera que la transforma-
cién neoplasica es una acumulaciéon de mutacio-
nes en una gran regiéon del genoma*. Entre los
marcadores mas destacados, asociados a activi-
dad neoplasica, encontramos p53 y Ki-67°. Por
otro lado el oncogén p16 como factor de restric-
cién en el punto de control G1/S y la proteina
bcl-2 relacionada con la regulacién de apoptosis
siendo estos marcadores utiles para predecir el
comportamiento de esta lesion, considerando
que los tumores odontogénicos son neoplasias
benignas pero infiltrantes’, cabe preguntarse si
los mecanismos de crecimiento e infiltracion son
semejantes a los de neoplasias malignas.

Muchos estudios han utilizado el inmunomar-
caje de p53 como marcador indirecto de muta-
cién, sin embargo, no se ha demostrado una
estricta relacion entre la expresiéon inmunohis-
toquimica y mutacion del gen’. Por otra parte, la
molécula de proliferacién Ki-67 ha demostrado
también ser un buen marcador para detectar la
tasa de recidiva en lesiones tumorales'® ! se ha
correlacionado con estadios TNM mas avanzado
y metastasis en cancer*.

En la Facultad de Odontologia de la Pontificia
Universidad Javeriana se realizé un estudio com-
parativo en el cual se evalud el indice de inmu-
noexpresion de Ki-67, mediante conteo celular en
10 casos de AU y en 10 casos de AS, obteniendo
como resultado en los diez casos de AU negativi-
dad para la inmunotincién con Ki-67, mientras
que en los diez casos de AS se observo positividad
en un promedio de 3,7%; ninguno se ubicé por
encima del 10% de expresion® contrario a los re-
sultados obtenidos en esta investigacion.

Por otra parte en cuanto al proto-oncogen bcl-2
se realiz6 un estudio en el Departamento de Pato-
logia Oral y Maxilofacial de las escuelas de Odon-
tologia de Isfahan y Yazd en Iran, donde exa-
minaron la expresion de bcl-2 y Ki-67 entre AS
y Tumor Odontogénico Adenomatoide (TOA) El
indice de marcaje para ambos de acuerdo con la
tincion celular fueron para Ki-67 en AS y Tumor
Odontogénico Adenomatoide (TOA) eran 4% y
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Grafico 1: Distribucion de la Expresién de la Molécula Ki-67, Oncogenes p53, bcl-2 y p16 en Variantes dej
Ameloblastoma Uniquistico, Sélido y Controles.

Fuente: Laboratorio Central de Histopatologia Bucal “Dr. Pedro Tinoco”. Facultad de Odontologia. Universi-
dad Central de Venezuela
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Grafico 2: Distribucion de la Expresion de Ameloblastoma Uniquistico, Sélido y Controles por Localizacion de
la Inmunorreaccion y tipo de Marcador.

Fuente: Laboratorio Central de Histopatologia Bucal “Dr. Pedro Tinoco”. Facultad de Odontologia. Universi-
dad Central de Venezuela
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Grafico 2: Distribucién del Marcaje de la Molécula Ki-67, Oncogenes p53 y bcl-2 en Ameloblastoma Uni-
quistico, Sélido y Controles.

Fuente: Laboratorio Central de Histopatologia Bucal “Dr. Pedro Tinoco”. Facultad de Odontologia. Universi-

dad Central de Venezuela

1% respectivamente, y de bcl-2 en AS y Tumor
Odontogénico Adenomatoide (TOA) fueron 63%
y 26% respectivamente, evidenciando que el ma-
yor porcentaje de estos dos marcadores en AS en
comparacion con el Tumor Odontogénico Ade-
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nomatoide, confirma el comportamiento clini-
camente agresivo del AS a diferencia del Tumor
Odontogénico Adenomatoide™.

La oncoproteina pl6 inhibe la transicién de
G1/S del ciclo celular y por tanto detiene la prolife-
racion celular, en condiciones normales no regula
el ciclo celular e inhibe la apoptosis. En el Centro
de Investigacion Multidisciplinario para Enferme-
dades Orales, en la Universidad de Donau - Aus-
tria, se realiz6 un estudio que reportd una relacién
estadisticamente significativa entre la expresion
de pl6 y la presencia de VPH en un grupo de
carcinomas de cabeza y cuello’; de estos datos se
podria especular que la expresion del p16, en es-
pecial para el TOQQ en este trabajo pudiese tener
relacion con una etiologia de origen viral.

Se realiz6 un estudio en el Servicio de Cirugia
Oral y Maxilofacial, del Hospital de Emergencia
del Condado, en Craiova - Rumania para deter-
minar la inmunoexpresiéon de pl6 y Ki67 en 19
AB'®. La inmunorreaccion del p16 estaba presen-
te en el 90,9% de los casos contrario a lo reflejado
en nuestro estudio. La inmunorreaccién Ki-67 se
envidencid en todos los casos'. La evaluacion de
marcadores como pl6 y Ki67 pueden ser dtiles
para distinguir diferentes tipos de AB en términos
de comportamiento clinico agresivo'® .

Finalmente, y dado que estos marcadores han
sido asociados con una funcién especifica, posi-
bles diferencias en su inmunodeteccion permiti-
rian contribuir a establecer si el comportamiento
clinico tanto del TOQQ como de Ameloblastoma
Sélido y Uniquistico estd mayormente determi-
nado por la proliferacion celular (Ki-67) (p16)
o por la inhibicién de la apoptosis (p53) (bcl-2),
informacion que podria utilizarse para mejorar la

comprension de su comportamiento bioldgico.
Esto se puede traducir en el futuro en mejores y
mas especificos y efectivos tratamientos, lo cual
impactaria positivamente en la calidad de vida de
los sujetos que los presentan.

Como resultado de la presente investigacion se
sugiere que el AS debe ser tratado mediante re-
seccidén quirdrgica con margenes de seguridad,
debido la evidencia de alta proliferaciéon celular
(Ki-67) e inhibicion de la apoptosis (p53)(bcl-2),
aunado a un bajo porcentaje de pl6 responsable
de detener la proliferacion celular; lo que sugiere
alto potencial de crecimiento.

En cuanto al AU los resultados obtenidos en
este estudio reflejan expresion de marcaje medio
para proliferacion celular (Ki-67) e inhibicion de
la apoptosis (p53)(bcl-2); aunque los valores para
p16 demuestran también una expresiéon de mar-
caje medio, lo que orienta que el procedimiento a
seguir es el tratamiento conservador como enu-
cleacion y curetaje, sin embargo, en casos de AB
donde la clinica muestre un curso mas agresivo,
o en el caso de AU intramurales deben ser con-
siderados como AS requiriendo un tratamiento
radical.

El tratamiento que deben recibir los AB a me-
nudo es un tema de controversia entre los es-
pecialistas. Para tomar una decisiéon adecuada,
debemos considerar los siguientes factores: tipo
histolégico, localizacién anatémica, proximidad a
estructuras nobles, dimensiones del tumor, edad,
condiciones fisicas y expectativas del paciente.
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