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Trabajo de Investigacion

Expresion inmunohistoquimica de ki-67 y p53 en tumor
odontogénico queratoquistico en comparacién con
ameloblastoma multiquistico

Immunohistochemical expression of Ki-67 and p53 in
odontogenic keratocysts in comparison with ameloblastomas

Maturana Ramirez A', Aitken Saavedra J', Reyes Rojas M?, Rojas-Alcayaga G®

RESUMEN

Introduccion: Ha sido descrita lainmunodeteccion de p53 y Ki-67 en el tumor odontogénico queratoquistico (TOQ) y en ameloblastomas mutiquisticos
(AM). Sin embargo, hay escasa y contradictoria evidencia respecto de la comparacion de estos dos marcadores entre estas neoplasias. Su estudio
podria contribuir a comprender las diferencias que presentan en su comportamiento clinico y ser un complemento discriminatorio al momento de
definir tratamiento, pronédstico y recidiva. Objetivo: Comparar el recuento de inmunomarcacion de p53 y Ki-67 en células epiteliales de TOQ y AM,
presentes en el registro de biopsias del Instituto de Referencia de Patologia Oral (IREPO), de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile
entre los afios 2000-2011. Metodologia: Estudio observacional de corte transversal. Se estudiaron mediante inmunohistoquimica 8 casos de TOQy 6
casos de AM con diagndstico histopatoldgico segun la clasificacion de la OMS del 2005. Las muestras se encontraban en bloques de parafina, fijadas
en formalina. Resultados: Los datos mostraron una distribuciéon normal en cuanto al niUmero de células positivas para ambos inmunomarcadores.
No hubo diferencias estadisticamente significativas en la inmunomarcacion de Ki-67 y p53 para TOQ y AM. Sin embargo, en ambas neoplasias,
la inmunomarcacion de p53 fue mayor respecto a Ki-67, con una diferencia estadisticamente significativa tanto en TOQ (p=0.0134) como en AM
(p=0.0079). Conclusioén: Los resultados sugieren que la inhibicién de apoptosis predominé en ambos tumores por sobre la multiplicacion celular.
Estas diferencias podrian relacionarse con su potencial de crecimiento.
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ABSTRACT

Introduction: p53 and Ki-67 immunodetection have been described in the keratocystic odontogenic tumor (TOQ) and multicystic ameloblastomas
(AM). However, there is limited and contradictory evidence regarding the comparison of these two markers between these neoplasias. Their study
could help to understand the differences that occur in their clinical behavior and be a complement when defining discriminatory treatment, prognosis
and recurrence. Objective: To compare the immunomarking count of p53 and Ki-67 in epithelial cells in AM and TOQ present in the biopsies
registered at the Oral Pathology Reference Institute (IREPQ), Faculty of Dentistry, University of Chile from 2000 to 2011. Methods: Cross-sectional
observational study. 8 cases of TOQ and 6 cases of AM with histopathological diagnosis according to the WHO classification of 2005 were studied
using immunohistochemistry. The samples were formalin-fixed and paraffin-embedded. Results: The data showed a normal distribution in the number
of positive cells for both immunomarkers. There were no statistically significant differences in the Immunohistochemical expression of Ki-67 and p53
of TOQ and AM. However in both tumors, the immunohistochemical expression of p53 was higher compared to Ki-67, with a statistically significant
difference in TOQ (p=0.0134) and AM (p=0.0079). Conclusion: The results suggest that inhibition of apoptosis in both tumors predominated over cell
multiplication. These differences may be related to their growth potential.
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INTRODUCCION

En boca podemos distinguir una extensa variedad de
lesiones neoplasicas de diverso origen tisular y con distintos grados
de agresividad e invasion, entre las que encontramos a los tumores
odontogénicos. Estos tumores constituyen un grupo de enfermedades
heterogéneas, que van desde proliferaciones hamartomatosas hasta
tumores malignos con capacidad de metastasis("-?. Derivan de células
epiteliales, ectomesenquimales o ambas, que participan en el desarrollo
dentario. Su etiologia y patogenia es desconocida, sin embargo, se han
identificado algunas alteraciones moleculares que podrian participar en
su desarrollo y progresion. Clinicamente son asintomaticos, pero pueden
producir expansion, movilidad dentaria y reabsorcion ésea®.

De particular interés nos resultan el tumor odontogénico
queratoquistico (TOQ) y el ameloblastoma multiquistico (AM), pues
siendo ambos tumores epiteliales y agresivos, son considerados
neoplasias benignas, las que difieren notoriamente en sus prondsticos y
tratamientos®®. El TOQ corresponde a una neoplasia benigna intraosea
que presenta un comportamiento potencialmente agresivo e infiltrativo y
puede penetrar la cortical 6sea comprometiendo estructuras adyacentes.
La recidiva es frecuente. Puede presentarse solitario o multiple, este
ultimo es caracteristico del sindrome carcinoma nevoide baso celular®®.
Por otro lado, el ameloblastoma es una neoplasia localmente invasiva,
que histologicamente presenta un patron folicular o plexiforme en
un estroma fibroso. Su etiologia es desconocida. Es practicamente
asintomatico, limitado a un aumento de volumen en la mayoria de los
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casos, pero manteniendo un caracter infiltrante:8),

Actualmente se considera que la transformacion neoplasica es
una acumulacién de mutaciones en una gran regién del genoma®. Entre
los marcadores mas destacados, asociados a actividad neoplasica,
encontramos p53 y Ki-67. El gen p53 es considerado un modulador
esencial en la respuesta celular al estrés exogeno y endégeno®. Su
funcién es impedir la divisién de células con material genético dafado,
inhibiendo la replicacion transcripcional e induciendo la apoptosis
celular(9. Las alteraciones en la expresion de p53 es un acontecimiento
comun en neoplasias humanas®'®, En condiciones normales, la proteina
p53, considerada un supresor de tumores, se expresa en bajos niveles
y actia como un regulador negativo de la divisién celular. Las células
malignas tienen a menudo altos niveles de expresion de p53 y varios
autores han sugerido que este fenémeno confiere una ventaja selectiva
en la aparicion del fenotipo tumoral®. En carcinomas de cabeza y cuello,
la inactivacion de p53 se produce en una alta proporcion de casos por
la mutacién del gen p53®. La proteina p53 tiene una vida media de 15
a 20 min, por lo que en condiciones normales no puede ser detectada
por inmunohistoquimica. Sin embargo, al mutar el gen se produce
una proteina defectuosa que al no poder ser degradada, se acumula
por aumento de su vida media, permitiendo de esta manera su inmuno
deteccion. Muchos estudios han utilizado la inmunomarcacion de p53
como marcador indirecto de mutacion, sin embargo, no se ha demostrado
una estricta relacion entre la expresion inmunohistoquimica y mutaciéon
del gen!"®. Finlay et al., sugiere que la expresion moderada o débil de
p53 puede indicar un crecimiento lento y expansivo de tumores. En estas
células se producirian formas mutantes de p53 capaces de unirse a p53
silvestre, formando complejos inactivos. Kumamoto et al. encontraron
que aberraciones en la via p53 (p14ARF-MDM2-p53) en la cascada del
sistema de control del ciclo celular, se correlacionan con transformacién
neoplasica'?.

Por otra parte, el anticuerpo monoclonal Ki-67 detecta un antigeno
nuclear que se expresa exclusivamente en las células que entran al ciclo
celular (fases G1, S, G2 y mitosis) pero no en GO, por lo es Util para evaluar
la tasa de proliferaciéon en tumores. Permite evaluar facil y rapidamente
la proporcion de células que proliferan en un tumor, ya que determina la
fraccion de crecimiento de una poblacion celular®'%), Ha demostrado
también ser un buen marcador de recidiva de lesiones tumorales'%'® y se
ha correlacionado con estadios TNM mas avanzado y metastasis®.

La inmunodeteccién de de ambas proteinas ha sido
asociada principalmente a neoplasias malignas. Considerando que
los tumores odontogénicos son neoplasias benignas pero infiltrantes,
cabe preguntarse si los mecanismos de crecimiento e infiltraciéon son
semejantes a neoplasias malignas en TOQ y AM.

Encontramos en la literatura deteccion de p53 y Ki-67, tanto
en TOQ como en AM, pero comparados con otros tipos de tumores
0 quistes. Existe escasa y contradictoria evidencia respecto de la
comparacién de estos dos marcadores entre estas dos neoplasias. Su
estudio podria contribuir a comprender las diferencias que presentan
en su comportamiento clinico y ser un complemento discriminatorio al
momento de definir tratamiento, prondstico y recidiva.

Finalmente, y dado que ambos marcadores han sido asociados
con una funcién especifica, posibles diferencias en su inmunodeteccion,
permitirian contribuir a establecer si el comportamiento clinico tanto de
TOQ como de AM estd mayormente determinado por la proliferacion
celular (Ki-67) o por la inhibicién de la apoptosis (p53), informacion que
podria utilizarse para mejorar la comprension de su comportamiento
biolégico. Esto se puede traducir en el futuro en mejores y mas
especificos y efectivos tratamientos lo que impactaria positivamente en
la calidad de vida de los sujetos que los presentan.

MATERIAL Y METODO

Se seleccionaron, a partir de la base de datos del IREPO de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, entre los afios 2000
y 2011, muestras de TOQ y AM incluidos en bloques de parafina con
diagndstico histopatoldgico confirmado, segun la clasificaciéon de la OMS
del 2005("". Todas las muestras debian estar indexadas en el registro
del IREPO y en caso de TOQ, las biopsias tuvieron que ser tomadas
previas al proceso de descompresion. Fueron excluidas las muestras
que presentaban una extensa area de inflamacién y/o necrosis o que
tenian artefactos de técnica quirargica y/o de procesamiento histolégico.

Se utilizaron 8 biopsias con diagnéstico histopatolégico de TOQ y 6
biopsias con diagndstico histopatolégico de AM.

Con los casos ya seleccionados, un patodlogo experto (GR) del
Departamento de Patologia y Medicina Oral de la Facultad de Odontologia
de la Universidad de Chile, utilizando un microscopio éptico Olympus
CX21, observo las placas histolégicas, tefiidas con hematoxilina-eosina
con el objetivo de confirmar el diagndstico histopatoldgico de cada caso,
aplicar criterios de inclusion y exclusiéon y seleccionar el bloque mas
representativo en los casos en que existia mas de un bloque de parafina.

Una vez que se obtuvieron los moldes seleccionados, a cada
blogue de parafina se le realizaron 2 cortes de 4um con navajas de corte
para tejidos duros y blandos marca Feather, en micrétomo marca E. Leitz
Wetzlar. Posteriormente, fueron colocadas en un bafio de estirado marca
Labline a 38°C. Cada corte fue recogido en portaobjeto silanizado y
secados a 60°C por 30 minutos en estufa marca Memmert. Paralelamente,
se utilizaron controles positivos de muestras de adenocarcinoma de
colon, recomendado para el anticuerpo p53 por el fabricante y con un
carcinoma oral, en el que previamente se habia demostrado positividad
para Ki-67. Se utiliz6 como control negativo, cortes de las mismas
muestras del estudio en las cuales se reemplazé el anticuerpo primario
por PBS. Tanto para p53 como para Ki-67, se utilizaron anticuerpos
monoclonales de raton, RTU, con patron de distribucion nuclear.

Una vez realizada la inmunohistoquimica, las laminas
tefiidas se numeraron segun el niumero de molde correspondiente y se
etiquetaron especificando el anticuerpo utilizado. Luego, se buscaron
microscopicamente areas representativas a un aumento de 10x y
posteriormente se fotografiaron a un aumento de 40x. Los campos
representativos fueron determinados por areas con un mayor numero
de células especificas de cada neoplasia. En los casos en que se conté
con muchos segmentos representativos, se seleccioné el que presento
mayor inmunomarcacion. De la zona seleccionada, se obtuvo una foto
con el programa Micrometrics SE Premiun, y luego se analizd en el
software ImageJ, lo que permitié realizar el conteo de células tefidas.
Para evaluar la tincién de p53 y Ki-67, se contabiliz6 sin considerar
intensidad, tincion nuclear de las células epiteliales con color café. El
porcentaje de tincion nuclear fue evaluado cada 1000 nucleos en cada
caso. Las células evaluadas en el caso del TOQ, fueron de la capa basal
y parabasal. Se excluyeron zonas de necrosis, inflamacién y artefacto.

El disefio de este estudio fue de tipo observacional de corte
transversal y el muestreo de tipo no probabilistico por conveniencia.
Se realizdé un andlisis exploratorio de los datos mediante estadistica
descriptiva. Se determiné distribucion normal a través de la prueba
de Shapiro Wilk. Se utilizé el Test Student para muetras pareadas. Se
estimaron diferencias considerando un nivel de significancia del 5%
(p=0.05). Todas las pruebas estadisticas se realizaron mediante el
software Stata 11.0.

RESULTADOS

La muestra estuvo consitiuida por 8 casos de TOQ y 6 casos
de AM, lo que representa un 57.14% y 42.86%, respectivamente.

La inmunomarcacién de Ki-67 en TOQ (Figura 1), obtuvo
un promedio de 250 células tefidas (DS+134.9), mientras que en AM
(Figura 2), obtuvo un promedio de 160 (DS+119.1) células tefidas.

La inmunomarcacion de p53 en TOQ (Figura 3) obtuvo un
promedio de 467 (DS+185.1) células tefiidas, mientras que en AM
(Figura 4), obtuvo un promedio de 505 (DS+301.9) células tefidas.

El control positivo de adenocarcinoma de colon obtuvo un
promedio de 148 (DS+10.78) y el control positivo de Ki-67, muestra 10-
250, obtuvo un promedio de 193 (DS+58.8).

El nimero de células positivas para ambos inmunomarcadores
mostré una distribucion normal. Como se observa en el Grafico 1, el
porcentaje de inmunomarcacion para p53 fue de un 47% en TOQ y de
un 50% en AM, mientras que para Ki-67 fue de un 25% en TOQ y de
un 16% en AM. En ambas neoplasias, la inmunomarcacion de p53 fue
mayor respecto a Ki-67, con una diferencia estadisticamente significativa
tanto en TOQ (p=0.0134) como en AM (p=0.0079). La comparacion en
la inmunomarcacion de Ki-67 entre TOQ y AM no mostré diferencias
estadisticamente significativas, como tampoco la inmunomarcacién de
p53 entre AM y TOQ.
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Figura 1.
queratoquistico (40x).

Inmunomarcacion positiva para Ki-67 en tumor odontogénico

Figura 2. Inmunomarcacion positiva para Ki-67 en ameloblastoma multiquistico
(40x).

Figura 3. Inmunomarcacion positiva para p53 en tumor odontogénico queratoquistico
(40x).

Maturana Ramirez Ay cols.

Figura 4. Inmunomarcacion positiva para p53 en ameloblastoma multiquistico
(40x).

Ameloblastoma

50%
47%
ps3

BTOQ

25%
Ki
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Grafico 1. Porcentajes de inmunomarcacion de Ki-67 y p53 en ameloblastoma y
tumor odontogénico queratoquistico.

DISCUSION

Nuestro objetivo fue comparar el recuento de inmunomarcacion
de p53 y Ki-67 en TOQ y AM. En ambos tumores la inmunomarcacion
de p53 fue mayor respecto a Ki-67, con una diferencia estadisticamente
significativa. El porcentaje de inmunomarcacion para p53 fue de un 47%
en TOQ y de un 50% en AM, mientras que para Ki-67 fue de un 25% en
TOQy de un 16% en AM.

Respecto del porcentaje de marcacion de p53, nuestro estudio
no mostré diferencias significativas entre ambas neoplasias. Es mas, los
datos obtenidos muestran valores similares. De Vicente et al., describen
una inmunomarcacién de p53 de 30% en ameloblastomas y de un 50%
en TOQ, y si bien se puede apreciar una diferencia porcentual entre
ambas lesiones, al igual que nuestro estudio, no exhiben diferencias
significativas®. En el afio 2005, Barboza et al., compararon la
inmunomarcacion de p53 y antigeno celular de proliferacién nuclear
(PCNA) en ameloblastoma y en tumor odontogénico adenomatoide
(TOA) y dado que el ameloblastoma presentd mayor potencial
proliferativo (37.2% de inmunomarcacion de p53), se podria explicar su
comportamiento mas agresivo e invasor("®. EIl PCNA marca positivo en
las fases del ciclo celular y en GO y se asocia a los procesos de reparacion
del ADN, por lo que su marcacién no esta exclusivamente indicando
proliferacion celular®. Este marcador, sin embargo, no fue utilizado
en nuestra investigacion. Salehinejad et al., obtuvieron diferencias
significativas al comparar la inmunomarcacion de p53 en ameloblastoma
(43.97%) y en TOA (6.75%)?", mientras que Florescu et al., describieron
en ameloblastomas valores cercanos al 50% de inmunomarcacion de
p53®. Ambos estudios exhiben resultados similares al nuestro, respecto
al porcentaje de marcacion de p53 en ameoblastomas.

Piattelli et al., mostraron una mayor inmunomarcacién de
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p53 en TOQ comparado con quistes dentigeros y quistes radiculares,
lo que podria estar asociado con la presencia de displasia epitelial en
TOQ®?, Shear, el afo 2002, concluye que p53, PCNA y Ki-67 presentan
una mayor inmunomarcaciéon en TOQ en comparacion con otros quistes
odontogénicos®). Slootweg et al., proponen que la sobreexpresion
de p53 estaria relacionada con la capacidad proliferativa del TOQ®@%,
relacién también sugerida por Gonzalez-Moles, debido a que en las
muestras evaluadas observé mayor positividad para p53 en zonas con
intensa marcacién de proliferacién evaluadas con Ki-67 y PCNA®), Lj
et al., sugiere que la mayor expresiéon de p53 en TOQ en comparacion
con otros quistes odontogénicos, no seria el resultado de una mutacion
del gen p53, sino de la sobreexpresién y/o estabilizacion de p53 normal
relacionada con la proliferacion celular®®.

Respecto a Ki-67 en ameloblastomas, se obtuvo una
inmunomarcacioén del 25% en células epiteliales. En general, la literatura
describe porcentajes de proliferaciéon de este marcador que varian
desde un 7.8%"® hasta un 64.9%“. Florescu et al., estudiaron en
ameloblastomas la expresion de p53, Bcl-2 y Ki-67 en celulas epiteliales
tumorales. La inmunoexpresiéon de p53 y Bcl-2 se identificé en mas del
50% de las células marcadas®. Ki-67 en TOQ, presenta en general en
la literatura porcentajes mayores a los nuestros, con valores cercanos al
40%"®. Autores como Mendes et al., compararon la inmunomarcacion
en TOQ de p53, Ki-67 y COX2, sin encontrar diferencias significativas®.
Otros autores como Soluk Tekkesin et al. y Amaral et al., al comparar TOQ
y ameloblastoma, encontraron diferencias significativas en la expresion
de Ki-67, siendo, en ambos estudios, mayor inmunomarcaciéon en TOQ
que en ameloblastoma®2’), Estos resultados no se corresponden con
los nuestros, donde si bien la marcaciéon de Ki-67 fue mayor en TOQ
en comparacion con AM, la diferencia no fue significativa. Mendes et
al.,, el 2010, realizaron una revisiéon bibliografica con una serie de
inmunomarcadores de proliferacién y apoptosis evaluados en TOQ.
En estos estudios, TOQ presenta una fuerte tincion con marcadores
como Ki-67, PCNA y p53, comparado con otros quistes odontogénicos.
La expresion de Ki-67 demostré ser superior en el epitelio del TOQ en
comparaciéon con quistes del desarrollo e inflamatorios, ademas de
una mayor presencia de Ki-67 en capas suprabasales®. En un estudio
realizado en 2006 por Migaldi M et al., se evaluo proliferacion celular
mediante Ki-67 y alteraciones en microsatélites en ameloblastomas. Los
microsatélites son secuencias cortas repetitivas de DNA, 1-10 pares de
bases, que se producen en las regiones no codificantes del ADN. La
presencia de alteraciones en microsatélites fue mas frecuente en tumores
con altas tasas de inmunomarcacion de Ki-67, junto con un mayor riesgo
de recurrencia. Los autores relacionan el indice de proliferacién celular y
las alteraciones en microsatélites, con el prondstico en ameloblastomas®.
Kuroyanagi et al., sugirié que la expresion de Ki-67 en TOQ en el momento
del diagndstico podria ser util como marcador pronéstico complementario
a procedimientos quirlrgicos para evitar recurrencia. Segun los autores,
en sujetos con altos indices de Ki-67, podria complementarse con el
uso de soluciones de aplicacién intradseas posterior a la enucleacion
del tumor, dado su alto potencial de recurrencias('®. Sandra et al., el afio
2001, realizaron un estudio en el que establecen una correlacion entre el
indice de Ki-67 y PCNAy la edad, encontrando porcentajes de marcacién
mayores en la medida que los sujetos envejecian®®. Este aumento en las
tasas de proliferacion celular relacionadas con el envejecimiento, podria
relacionarse con la mayor frecuencia de enfermedades neoplasicas que
se presentan en edades avanzadas.

Amol et. al, evaluaron la co-expresion de Ki-67 y p53 en
ameloblastoma, TOQ, quiste dentigero (QD), mucosa oral normal

(MON) y mucosa oral fetal (MOF). Sus resultados indican que tanto Ki-
67 como p53 fueron significativamente mayores en ameloblastoma y
TOQ comparados con QD, MON y MOF. Se observé inmunomarcacion
de Ki-67 y p53, en orden descendente, en ameloblastoma, TOQ, MOF,
MON y QD. Los autores sugieren que la expresion de la proteina p53 no
implicaria necesariamente una asociacion con enfermedad maligna y/o
mutacion del gen p53, pero habria una tendencia a ser mas expresada,
cuantitativa y cualitativamente, en quistes o tumores que tienden a ser
mas agresivos. Ademas, sefialan que la sobreexpresion de p53 puede
promover la proliferacion celular en tumores odontogénicos y sugieren
que la expresion de Ki-67 y p53 se pueden utilizar como marcadores
pronostico en tumores odontogénicos@. La p53 utilizada en este estudio,
marca tanto el tipo mutada como el tipo silvestre, aunque se sabe que
esta Ultima tiene una vida media corta. Si bien no podemos distinguir
a que tipo de proteina corresponde la inmunomarcacion en nuestro
trabajo, si podemos afirmar que fue mayor para p53 en comparacion
con Ki-67, por lo que su aumento no estaria determinado, al menos de
forma exclusiva, por el aumento de la proliferacion celular. Aunque la
inmunomarcacién de p53 fue mayor en ambos tumores estudiados en
comparacion al control utilizado, debemos considerar que son neoplasias
distintas y no necesariamente comparables.

Respecto de p53, Gadbail AR et al.?® sugiere que una mayor
expresion de esta proteina se asocia a un comportamiento biolégico mas
agresivo en tumores odontogénicos y que su expresion puede promover
la proliferacion celular en las lesiones odontogénicas. Por lo tanto, podrian
tomarse medidas terapéuticas similares a las descritas en Ki-67 en la medida
que la inmunomarcacién de p53 sea mayor en tumores odontogénicos.

Es importante destacar que el conteo celular esta sujeto a la
interpretacion subjetiva que hace el observador, siendo este fendmeno
mas critico en los casos en que la tinciéon de la inmunomarcacion es mas
débil. La mayoria de los estudios no especifica con escala estandarizada
el valor o tono minimo que se acepta como positivo para la tincién de
inmunomarcacion, lo que otorga un margen de subjetividad en resultados
de distintos autores. De todas formas, los resultados obtenidos sugieren
que la inhibicién de apoptosis predominé en ambos tumores por sobre
la multiplicaciéon celular. Estas diferencias podrian tener relacién con
el comportamiento biolégico localmente agresivo, mas cercano a una
neoplasia maligna que a una benigna. Dado que AM es un tumor mas
agresivo que el TOQ y que por cierto, requiere un tratamiento mucho
mas invasivo y radical, podriamos considerar que existen ademas, otras
moléculas no evaluadas en este estudio, que podrian tener injerencia en
esta diferencia de comportamiento clinico que se observa entre ambas
neoplasias. Se sugiere en lo proximo, junto con aumentar el nimero
muestral para obtener resultados mas representativos, complementar el
estudio de estos marcadores, con la deteccion y relacion con elementos
de la matriz extracelular. Seria de gran utilidad, detectar y cuantificar
proteinas, como las metaloproteinasas de la matriz extracecelular y asociar
su presencia con el prondstico, recurrencia, recidiva y sobrevida de los
pacientes. De todas formas, los resultados obtenidos, pueden colaborar en
la evaluacion del pronodstico y tratamiento de estas neoplasias benignas,
incidiendo en definitiva en el tratamiento y calidad de vida de los pacientes.
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