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Perfil inmunohistoquimico del mixoma
odontogénico, con énfasis en marcadores de
agresividad tumoral y microdensidad vascular

Immunohistochemical profile of odontogenic myxoma, with a focus
on microvascular density and tumor aggressiveness markers
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Resumen

Con el fin de tener una mayor comprension sobre el comportamiento biolégico del mixoma
odontogénico (MO), se realizé inmunohistoquimica en 31 muestras, utilizando marcadores
relacionados con mecanismos de progresién tumoral (adhesién, angiogénesis, apoptosis, in-
flamacién y proliferacién celular). El epitelio odontogénico fue detectado en cuatro muestras
mediante CK19 y CD138, este tltimo, mostr6 expresién baja en matriz extracelular (MEC) y
alta en las células tumorales. La microdensidad vascular (MDV) media fue de 7.51 y 5.35 va-
sos marcados con CD34 y VEGF-A respectivamente. Una alta expresién de Orosomucoide-1
y Mast Cell Tryptase se observé células tumorales y en MEC. El MO mostré negatividad para
Calretinina. Este perfil inmunohistoquimico, la baja expresién para Ki-67, Bcl-2 y p53, y la
relativamente baja MDV, sugieren que la actividad proliferativa, anti-apoptdtica o angiogénica
no representan los principales mecanismos de crecimiento del MO, los cuales podrian estar
asociados a eventos como inmunomodulacién y degradacién de la MEC.

Palabras clave: mixoma odontogénico, inmunohistoquimica, marcadores tumorales, an-
giogénesis.
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Abstract

Immunohistochemistry tests
performed in 31 samples to elucidate the
biological behavior of the odontogenic

were

myxoma (OM), using markers related to
mechanisms of tumor progression (adhesion,
angiogenesis, apoptosis, inflammation
and cell proliferation).
epithelium was detected in four samples
with CK19 and CD138; the latter had a
low expression in the extracellular matrix
(ECM) and a high expression in tumor
cells. The mean microvascular density
(MVD), assessed with CD34 and VEGF-A,
was 7.51 and 5.35 blood vessels. A high

expression of orosomucoid-1 and mast cell

Odontogenic

tryptase was observed in tumor cells and
ECM, while calretinin was negative. The
immunohistochemical profile mentioned
above, as well as the low expression of Ki-
67, Bcl-2 and p53 and the relatively low
MVD, suggest that the proliferative, anti-
apoptotic and angiogenic activities do not
represent the main growing mechanisms
of OM, which could be associated to other
events, such as immunomodulation and
ECM degradation.

Resumo

Para melhor compreensio do comportamento
biolégico do mixoma odontogénico (MO),
imuno-histoquimica foi realizada em 31
amostras, utilizando marcadores relacionados
aos mecanismos de progressio tumoral
(adesao, angiogénese, apoptose, inflamacao
e proliferagio celular). Epitélio odontogénico
foi detectado em quatro amostras por CK19
e CD138, o ultimo mostrou baixa expressao
na matriz extracelular (MEC) e alta em células
tumorais. A microdensidade vascular (MDV)
média foi de 7.51 e 5.35 vasos marcados
com CD34 e VEGEF-A, respectivamente.
Uma alta expressio de Orosomucoide-1 e
Mast Cell Tryptase foi observada nas células
tumorais ¢ na MEC. O MO mostrou
negatividade para Calretinina. O perfil
imuno-histoquimico mencionado acima, a
baixa expressao de Ki-67, Bcl-2 e p53 e a
relativamente baixa MDYV, sugerem que a
atividade proliferativa, anti-apoptética ou
angiogénica nao representam os principais
mecanismos de crescimento do MO, os
quais poderiam estar associados com eventos
como imunomodulagio e degradacio da

MEC.

Keywords: odontogenic myxoma,
immunohistochemistry, tumor markers,
angiogenesis.

Palavras-chave: mixoma odontogénico,
imuno-histoqul’mica, marcadores tumorais,
angiogénese.

Introduccion

Los tumores odontogénicos (TO) constituyen
un espectro de lesiones que afecta principalmen-
te a los huesos gndticos, e incluye desde proli-
feraciones hamartomatosas hasta neoplasias
benignas y tumores malignos *?. El mixoma
odontogénico (MO) es un TO mesenquimal
benigno (con o sin epitelio odontogénico), sin
embargo, presenta un comportamiento agresi-

vo: un importante potencial de crecimiento, asi
como un alto indice de recurrencia (25%) ©.

Mundialmente, los MO representan entre el 2.2
y el 17% de los TO y afectan principalmente la
zona posterior de mandibula, y ocasionalmen-
te el maxilar . Raros casos de MO periférico
han sido reportados, siendo menos agresivos
que el MO central ©. El MO ocurre con ma-
yor frecuencia entre la segunda y cuarta décadas
de vida (media 28.6 afos), y clinicamente se
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presenta como un aumento de volumen de cre-
cimiento lento, generalmente asintomdtico ©,
por lo que puede alcanzar grandes dimensiones
al momento del diagnéstico. Radiograficamen-
te el aspecto puede ser unilocular (lesiones pe-
quenas), o mds cominmente multilocular (clé-
sicamente descrito como “raqueta de tenis”) ©.
Microscépicamente, el MO se caracteriza por
la presencia de células fusiformes a estrelladas
dispersas en una abundante matriz mixoide
compuesta principalmente por glicosaminogli-
canos, pudiendo presentar o no islas de epitelio
odontogénico, la presencia de fibras de coldge-
no es variable 44,

A la fecha existen pocos trabajos que describan
los componentes moleculares del MO, por lo
cual, el objetivo de este trabajo es establecer un
perfil inmunohistoquimico de diversos mar-
cadores tumorales y analizar la microdensidad
vascular (MDV) con el fin de discutir sus posi-
bles implicaciones en el comportamiento biol4-

gico del MO.

Metodologia

Seleccién de la muestra

Se incluyeron 31 casos de MO mandibulares
obtenidos del Area de Patologfa Molecular de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de
la Republica (Uruguay). Dichas muestras se ob-
tuvieron mediante biopsia incisional, fueron fi-
jadas en formaldehido al 10% y posteriormente
se incluyeron en bloques de parafina. Este tra-
bajo fue aprobado por el Comité de Etica de
la Facultad de Odontologia de la Universidad
de la Republica, nimero de protocolo: 091900-
000113-14. Se obtuvo el consentimiento infor-
mado de todos los participantes incluidos en el
estudio, al momento de la toma de biopsia.

Inmunohistoquimica

Se realizaron cortes de 3um y se colocaron sobre
laminillas, los cortes se desparafinaron en xilol
y posteriormente se hidrataron mediante banos
en concentraciones decrecientes de alcohol.

Para la recuperacién antigénica se utilizé una
solucién de citrato de (pH 6.2) en olla de pre-
sién-horno de microondas a méxima potencia
por un minuto. Para el bloqueo de la peroxidasa
enddgena, se utilizé peréxido de hidrégeno al
0,9%, durante 5 minutos. Los anticuerpos pri-
marios para fueron incubados durante una hora

(Tabla 1).

Tabla 1. Datos de los anticuerpos utilizados
en este estudio

Anticuerpo Casa Comercial Dilucion
(K19 GeneTex 1:100
(D138 Biocare 1:100
(alretinina Dako 1:100
Orosomucoide-1 Abcam 1:100
Mast Cell Tryptase Dako 1:100
Bdl-2 Biocare 1:50
Ki-67 Bio SB 1:50
p53 Bio SB 1:200
VEGF-A GeneTex 1:100
(D34 Dako 1:50

Posteriormente, los cortes se incubaron con el
anticuerpo secundario biotinilado anti-ratén/
anti conejo y con el complejo streptavidina/pe-
roxidasa (LSA-B+Dako Corporation, Carpin-
terfa CA, USA) por 30 minutos cada uno. La
reaccién se visualizé con sustrato de 3,3’-diami-
nobenzidinaH202 (Dako Corporation, Car-
pinterfa, CA, USA). Por tltimo, los cortes fue-
ron contrastados con hematoxilina de Mayer.

Como controles positivos se utilizaron: mucosa
oral para CK19 y CD138; cincer de mama para
Calretinina; carcinoma oral para Orosomucoi-
de-1 y p53; intestino para Mast Cell Tryptase,
CD34 y VEGF-A; y amigdala Bcl-2 y Ki-67.

Anilisis microscépico

Las reacciones fueron consideradas positivas
al observar marcacién marrén celular (célu-
las tumorales, endoteliales o de islas de epite-
lio odontogénico), o en la matriz extracelular
(MEC). Los patrones de marcacién (nuclear,
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citoplasmdtica, membranosa o de MEC) varian
con cada tipo de anticuerpo.

Proteinas evaluadas en islas de epitelio
odontogénico: CK19 y CD138

Cada corte fue visualizado por completo bajo un
objetivo de 10x para identificar las dreas de posi-
tividad y, posteriormente, a 40x para confirmar
que se tratara de epitelio odontogénico. El resul-
tado se expresé como positivo o negativo.

Proteinas evaluadas en células tumorales y
matriz extracelular: CD138, Calretinina,
Orosomucoide-1, Mast Cell Tryptase, Bcl-2, Ki-
67, p53 y VEGF-A.

En un microscopio éptico, se visualizaron los
cortes completos bajo el objetivo de 40x para
determinar un porcentaje de inmunoexpresién
en la totalidad del tejido tumoral presente en la
laminilla. Los porcentajes se clasificaron en 4
grupos: 0%, expresién negativa; de 1% a 10%,
expresion baja; 11% a 50%, expresién modera-
da y mayor de 50% expresion alta .

Proteinas evaluadas en vasos sanguineos: VEGF-A
y CD34.

Para determinar la MDYV, se empled el método
descrito por Weidner et al. Los tejidos fueron
visualizados inicialmente bajo un objetivo de
10x, para identificar 3 zonas con la mayor con-
centracion de vasos positivos (hot spots), en las
cuales, bajo el objetivo de 40x se realizé el con-
taje de vasos manualmente. Finalmente se cal-
culé la media del niimero de vasos en los cinco
campos de cada muestra ©.

A ¥ T N

Resultados

Epitelio odontogénico positivo para CK19 vy
CD138 fue detectado en cuatro casos. Adicio-
nalmente CD138 mostré una inmunoexpresion
alta en las células tumorales de la mayoria de
las muestras (74.2%) y una expresion baja en la
MEC en el 38.7% de los casos (Figura 1 A, B).
Calretinina fue negativa en todas las muestras
de MO. Por el contrario, fue observada alta in-
munopositividad de Orosomucoide-1 en célu-
las tumorales y MEC en el 100% de los casos,
mientras que Mast Cell Tryptase pudo obser-
varse en forma de granulos mastocitos, focal-
mente en la MEC y con una alta expresién en
las células tumorales 96.7% de los casos (n=30)
(Figura 2 A, D) (Figura 2 G, E, F).

Una baja marcacién de Bcl-2 (citoplasmitica),
Ki-67 (nuclear) y p53 (nuclear) fue observada
en las células tumorales (n=18, 58.1%; n=28,
90.3% y n=12, 38.7% respectivamente).
CD34 y VEGEF-A fueron positivas en las célu-
las endoteliales (vasos sanguineos). Adicional-
mente, VEGF-A mostré una expresiéon predo-
minantemente alta en las células tumorales del
MO (n=24, 77.5%) (Tabla 2). La MDYV fue de
7.51 vasos con CD34 y 5.35 vasos con VEGF-
A (Figuras 1Cy 2D).

La mayorfa de las proteinas que fueron detec-
tadas en células tumorales y en MEC tuvieron
una inmunoexpresién alta, a excepcién de Bcl-
2. La tabla 3 muestra el patrdn, nivel y distribu-
cién de inmunoexpresién de cada proteina en

los casos de MO.

Fig. 1. Marcadores inmunohistoquimicos en mixoma odontogénico. Pequenas islas de epitelio
odontogénico mostraron positividad para CK19 (A), y CD138 (B), la cual también se expresé6 en células
tumorales y MEC. Unicamente las células endoteliales de los vasos sanguineos mostraron positividad

para CD34 (C). (Magnificacién original, A-C: 400x).
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Fig. 2. Perfil inmunohistoquimico del mixoma odontogénico. Alta inmunopositividad de
Orosomucoide-1 en células tumorales, células endoteliales y MEC (A). Expresién de VEGF-A en células
tumorales y células endoteliales (B). Baja marcacién de Bcl-2 en algunas células tumorales (C). Mast
Cell Tryptase intensamente positiva con aspecto granular en las células tumorales, mastocitos y MEC
(D). Escasos niicleos positivos para Ki-67 (E) y p53 (F). (Magnificacién original, A, B, C, E, F: 400x; D:
600x).

56 Zaira Gémez-Herrera, Celeste Sdnchez-Romero, Gabriela Vigil-Bastitta, Vanesa Pereira-Prado, Estefania Sicco, Omar Tremillo-Maldonado, Ronell Bologna-Molina



Tabla 2. Distribucién de la expresién de los
marcadores dentro de los componentes del
mixoma odontogénico.
Proteina a MEC EO Vs
(K19 = = 4+ =
(D138 A A 4 -
(alretinina = = > >
Orosomucoide-1
Mast Cell Tryptase
Bdl-2
Ki-67
p53
VEGF-A
(D34 - - - +

+ + 4+ + + o+

- - +

Abreviaciones. CT: células tumorales, MEC: matriz extracelular,
EO: epitelio odontogénico, VS: vasos sanguineos.

Tabla 3. Nimero y porcentaje de casos de acuerdo
al nivel de inmunoexpresién que presentaron.

Proteina Negativa Baja  Moderada  Alta
(D138 en (T 0 5 3 23
(090) (16.1%) (9.7%) (74.2%)
(D138 en MEC 4 12 7 8
(12.9%)  (38.7%)  (22.6%)  (25.8%)
Orosomucoi- 0 0 0 31
de-1en(Ty (0.0%)  (0.0%) (0.0%) (100%)
MEC
Mast Cell 0 0 1 30
Tryptaseen (T, (0.0%)  (0.0%) (3.3%) (96.7%)
My MEC
VEGF-A* en (T 0 0 7 23
(0.0%) (0.09%) (23.3%) (76.7%)
Bdl-2 2 18 9 2
(6.5%) (58%) (29%) (6.5%)
Ki-67 0 30 1 0
(0.0%)  (96.7%) (3.3%) (0.0%)
p53 12 12 6 1
(38.7%) (38.7%)  (19.4%) (3.2%)
VEGF-A 0 0 7 24
(0.0%)  (0.0%) (22.5%)  (77.5%)

Abreviaciones. CT: células tumorales, M: mastocitos. MEC: matriz
extracelular.

*La expresion de VEGF-A en células endoteliales fue cuantificada
como microdensidad vascular (ver en seccién de resultados).

Discusion

Se ha propuesto un origen odontogénico del
MO con base en la presencia ocasional de pe-
quenas islas de epitelio odontogénico, su locali-
zacién en mandibula y maxilares, y su similitud
histomorfolégica con la porcién mesenquimal
del germen dentario .

En el presente estudio, en el 13.3% de la
muestra se encontraron islas de epitelio odon-
togénico positivas para CD138 y CK19, coin-
cidiendo con estudios anteriores en los que
usando CK19, se detectaron islas epiteliales en
el 4.8% y 14% de los casos *'?" Adicionalmen-
te, nuestros resultados corroboran la utilidad de
CD138 como un marcador alternativo de epi-
telio odontogénico en el MO.

Una alta expresién de CD138 fue observada
en células tumorales en la mayoria de los ca-
sos (73.30%), mientras que, en la MEC, la
inmunoexpresién fue principalmente baja
(46.70% de los casos). Contrario a nuestros re-
sultados, en el estudio de Etemad-Moghadam
et al. (2017) CD138 fue negativo en todas sus
muestras V. El papel fisiolégico de CD138, en
conjunto con la MEC es la participacién en la
induccién y regulacién de la proliferacién me-
diante la interaccién con familias de factores de
crecimiento ligados a la heparina "?; ademds,
interactia con otros componentes de la MEC
19 algunos de los cuales (coldgeno tipo I, fibro-
nectina y tenascina) forman parte de la MEC
del MO "9, sugiriendo asi que CD138, ademds
de la funcién de mantenimiento estructural
propia de una proteina de adhesién epitelial, al
ser liberada en la MEC, podria estar involucra-
da en diversas vias de sefalizacién al interactuar
con factores de crecimiento y otras moléculas
presentes en la MEC.

A pesar de que la expresién de calretinina ha
sido descrita en ameloblastomas, y ha sido aso-
ciada a la produccién de esmalte en germen
dentario, en nuestro estudio result6 negativa en
MO, al igual que en trabajos previos ">, Esta
ausencia de calretinina puede ser explicada por
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el origen mesenquimal del MO, a diferencia del
ameloblastoma y el 6rgano del esmalte 719,
Un estudio previo determiné la MDV en el
MO mediante CD34, mostrando resultados
similares a los nuestros . El ameloblastoma
presenta una mayor MDV comparado con
otros tumores y quistes odontogénicos, lo que
sugiere una asociacién con un comportamiento
mids agresivo 1>?%. En nuestro estudio, el MO
mostré una MDV aproximadamente 5 veces
menor que los ameloblastomas del estudio de
Seifi et al. (2001), sugiriendo que, en el MO, la
angiogénesis podria contribuir limitadamente
al potencial de crecimiento tumoral *?.

En MO, VEGF-A (una de las principales pro-
teinas senalizadoras para la angiogénesis), se ex-
presé en células endoteliales y en las células tu-
morales. Investigaciones recientes sugieren que
la inmunoexpresién de VEGF-A en el epitelio
de quistes odontogénicos y TO epiteliales como
el ameloblastoma, influye en la proliferacién
epitelial mediante un mecanismo autdcrino;
mientras que la actividad anigiogénica mediada
por un mecanismo pardcrino 7Y, Sin embargo,
en el tnico estudio describiendo la expresién de
VEGEF-A en MO, se ha asociado principalmen-
te a mecanismos angiogénicos de este tumor .
En las muestras de MO analizadas, se observd
una inmunoexpresién alta de Orosomucoide-1
en células tumorales y MEC. Confirmando los
hallazgos de los dos estudios que reportaron
la sobreexpresion de Orosomucoide-1 en MO
mediante inmunohistoquimica y preotedmica
(7,22).

Macroscépicamente, el MO tiene la aparien-
cia de una masa mucoide altamente viscosa, la
cual, de acuerdo a nuestros resultados, podria
deberse en parte a la presencia de Orosomucoi-
de-1 (que es una mucoproteina) en la MEC. Es
ampliamente aceptado que la viscosidad estruc-
tural del MO, le confiere la habilidad de infil-
trar e invadir 7. Por otra parte, Garcfa Mufoz
etal. (2012), propusieron que la sobreexpresién
de Orosomucoide-1 en el MO podria jugar un
papel importante en el crecimiento y potencial

de invasién de las células tumorales, al inhibir
respuesta inmune antitumoral @2.

Se ha demostrado que Orosomucoide-1 parti-
cipa en la regulacién e induccién de VEGF-A.
@329 De esta manera, la sobreexpresién de am-
bas proteinas en las células tumorales y endo-
teliales del MO podria indicar una interaccién
entre Orosomucoide-1 y VEGF-A en este tu-
mor, indicando con un rol colaborativo pro-
angiogénico ).

En el presente estudio, la mayoria de los casos
expresaron inmunopositividad alta para Mast
Cell Tryptase (96,70%) en células tumorales,
mastocitos y MEC. Un estudio previo en siete
casos de MO, reporté la ausencia de expresiéon
de Mast Cell Tryptase; sin embargo, el tama-
fio de la muestra podria no ser representativa
@, Otra pesquisa en una muestra mayor (62
casos), encontré la presencia de Mast Cell
Tryptase en el 72.6% de los MO localizindo-
se principalmente en los mastocitos, los cuales
contienen grandes cantidades de triptasa acti-
va almacenada que al ser liberada es capaz de
degradar fibronectina (uno de los componentes
de la MEC del MO), lo que sugiere que, en
parte, la degradacién de la MEC podria estar
mediada por la liberacién de Mast Cell Tryp-
tase.®?9 Adicionalmente, existe una asociacién
relacién entre la presencia de mastocitos y Mast
Cell Tryptase con la reabsorcién 6sea en quistes
odontogénicos @, y a pesar de que la inciden-
cia de mastocitos en el MO es variable entre
algunos estudios, se ha descrito que estas célu-
las frecuentemente se distribuyen adyacente a
trabéculas dseas residuales ®®. Dichos hallazgos
sugieren que la degradacién de la MEC y pro-
cesos de remodelacién 6sea mediante la tripta-
sa, contribuye de manera importante en el po-
tencial de invasion del MO #729),

El desbalance entre los mecanismos de apop-
tosis y proliferacién celular representan impor-
tantes alteraciones moleculares tumorigénicas
en diversas neoplasias.

En el presente estudio fueron evaluadas p53,
Bcl-2 y Ki-67, proteinas relacionadas con pro-
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cesos apoptdticos, anti apoptdticos y de proli-
feracién celular respectivamente. Se ha demos-
trado que la apoptosis inducida por p53 puede
ser bloqueada por Bcl-2 ®. Al igual que p53,
Bcl-2 mostré una baja inmunoexpresién en la
mayoria de los MO, lo que coincide con repor-
tes previos Y. De igual manera, Ki-67 mostrd
un bajo indice proliferativo en nuestros casos
coincidiendo con diversos autores *3?, Estos
resultados podrian indicar que, debido al bajo
nivel de actividad anti-apoptética y proliferati-
va en este tumor, estos no serian los principales
mecanismos asociados a el potencial de creci-

miento y agresividad del MO.

Conclusiones

La marcacién CK19 y CD138 es atil para de-
tectar epitelio odontogénico en el MO. La alta
expresién de Orosomucoide-1 en la MEC lo
indica como un componente estructural que
contribuye a su viscosidad y, por ende, facili-
tando la invasién. Orosomucoide-1 también
mostré un patrén semejante a VEGF-A en las
células tumorales y endoteliales, sugiriendo una
actividad colaborativa pro-angiogénica, posi-
blemente implicada en el desarrollo tumoral.
La actividad anti-apoptética y proliferativa no
se perfilan como mecanismos cruciales en el
comportamiento agresivo del MO. Sin embar-
go, la degradacién de la MEC vy la reabsorcién
6sea mediada por Mast Cell Tryptase, podrian
ser importantes para el alto potencial invasivo

del MO.
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