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RESUMEN: La lesién central de células gigantes (LCCG) es una lesion osteolitica benigna que en algunos casos
presenta un comportamiento agresivo, con recidiva y mal pronéstico. Ki-67 es una proteina nuclear cuya funcion general es
la regulacion de la proliferacion celular. Este marcador es utilizado para el reconocimiento de células en proliferacion y
como herramienta de prondstico en el diagnéstico de neoplasias. El objetivo de este estudio fue cuantificar lainmunoexpresion
de Ki-67 en las diferentes poblaciones celulares de las LCCG y analizar su asociacion con las caracteristicas clinicas,
demograficas y radiograficas. Se evalud la inmunoexpresion de Ki-67 de 17 casos de LCCG en dos poblaciones celulares:
células gigantes multinucleadas (CGM) y células mesenquimatosas estromales (CME). El analisis estadistico se efectud
con el programa SAS 9.0 y SPSS version 23.0, con un nivel alfa impuesto de P<0,05. Las CME mostraron inmunoexpresion
promedio de 9,4 % y las CGM de 0,65 %. No se encontro relacion estadisticamente significativa entre las caracteristicas
clinicas, demograficas y radiograficas de las LCCG y la inmunoexpresion de Ki-67. La expresion de Ki-67 en CME sugiere
que esta poblacion se encuentra en constante actividad celular y que las LCCG son lesiones dinamicas y en constante
proceso de diferenciacion.

PALABRAS CLAVE: inmunoexpresion, Ki-67, lesidon central de células gigantes, proliferacion celular.

INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
define a la lesion central de células gigantes (LCCG)
como una lesion osteolitica localizada y benigna, pero
ocasionalmente agresiva, formada por tejido fibroso
con hemorragia y depésitos de hemosiderina, células
gigantes multinucleadas tipo osteoclasto y formacion
de hueso reactivo (EI-Naggar et al., 2017).

Desde su descripcion inicial por Jaffe (1953) y
hasta la actualidad, su etiopatogénesis, comportamien-
to clinico, conducta biolégica, y muy recientemente su
tratamiento no quirdrgico han sido aspectos comple-
jos poco entendidos, que se encuentran aun en ex-
ploracion.

Las caracteristicas clinicas, radiograficas e
histoldgicas de la LCCG estan bien definidas, pero el
papel que juega la expresién de marcadores celula-
res y moleculares con respecto al comportamiento cli-
nico y respuesta al tratamiento no ha sido completa-
mente explorado (Nogueira et al., 2012).

Ki-67 es una proteina nuclear y nucleolar, cuya
funcion general es la regulacién de la proliferacion ce-
lular (Bullwinkel et al., 2006).

La proteina Ki-67, es utilizada para el reconoci-
miento de células en proliferacion en ensayos
inmunohistoquimicos (Gerdes et al., 1983) y como
herramienta de prondstico en el diagndéstico de
neoplasias (Stathopoulos et al., 2014). La expresién
inmunohistoquimica de la proteina Ki-67 ha sido ex-
plorada en la LCCG anteriormente por diversos auto-
res (Kauzman et al., 2004; Fisher et al., 2013), mos-
trando porcentajes inferiores de los que muestran las
lesiones neoplasicas, que van de 1,95 % a 17,8 % en
células mesenquimatosas estromales (CME) y de 0
% a menos del 1 % en células gigantes multinucleadas
(CGM).

Dichas variaciones pueden deberse a las dife-
rencias en los métodos de conteo celular y la
estandarizacion de los evaluadores. Actualmente la

Laboratorio de Patologia Bucal, Facultad de Odontologia, Universidad Autonoma de Chihuahua, México.

150



CASTRO, A O; MUELA, D. C.; SOTO, U. B. & BOLOGNA-MOLINA, R. Expresion inmunohistoquimica de Ki-67 en lesién central de células gigantes.
Int. J. Odontostomat., 13(2):150-156, 2019.

posible etiologia neoplasica de la LCCG sigue en ex-
ploracion y se destaca una variabilidad en el grado de
expresion inmunohistoquimica de Ki-67, dependien-
do las células relacionadas y la agresividad de la le-
sion (O'Malley et al., 1997).

MATERIAL Y METODO

Seleccion de los casos: Se estudiaron 17 casos de
LCCG, cuyas muestras histopatoldgicas son prove-
nientes de los archivos de Laboratorio de Patologia
Bucal de la Universidad Auténoma Metropolitana-
Xochimilco, del Servicio de Diagndstico en Patologia
Bucal Peribact (México) y del Centro Clinico de Cabe-
za y Cuello/Hospital Herrera Llerandi, Guatemala.

De las solicitudes de estudio y expedientes clini-
cos, se obtuvieron datos relativos a edad, sexo, locali-
zacion, dolor, movilidad dental, deformacion, color, ima-
gen radiografica, resorcion radicular, tamafio radiografico,
perforacion cortical y desplazamiento dental.

Se incluyeron casos en los que el diagnostico co-
rrespondia a LCCG de acuerdo con la definicién pro-
puesta en la Clasificacion Histoldgica de Tumores de la
Organizacion Mundial de la Salud (EI-Naggar et al.). Se
revisaron las laminas tefiidas con hematoxilina y eosina
(H&E) y se realizo la correlacion con los aspectos clini-
cos y radiograficos, para excluir su posible asociacion
con alguna condicion sistémica.

Técnica de Inmunohistoquimica: La técnica de
inmunohistoquimica fue estandarizada y llevada a cabo
en la Facultad de Odontologia de la Universidad Juarez
del Estado de Durango, donde se realiz6 de acuerdo
con el siguiente protocolo para el inmunomarcador Ki-
67. Se realizaron cortes de 2 mm de espesor, los cua-
les fueron montados en laminillas tratadas con poly-L-
lisina. Los cortes fueron desparafinados en estufa a
45 °C por 30 minutos y posteriormente colocados en
xilol por 5 minutos. Los cortes se hidrataron en un tren
de concentraciones decrecientes de alcoholes (100 %,
90 %, 70 % y 50 %) y enjuagues con agua destilada.

Para el desenmascaramiento de los epitopes
se realizd recuperacion antigénica con solucion de
citrato de sodio 10 mM (pH 6,2) con olla a presion en
microondas a potencia maxima (750 W) por 5 minu-
tos, dejando enfriar a temperatura ambiente y poste-
riormente se enjuagdé con agua destilada. Las
peroxidasas endogenas fueron bloqueadas con

perdxido de hidrogeno al 0,9 %, seguidos por lavados
con agua destilada y solucién salina amortiguada con
solucion salina de fosfatos pH 7,4 (PBS). Se monta-
ron las laminillas en placas de cubiertas y se coloca-
ron en bastidores para la realizacién de
inmunohistoquimica por capilaridad.

Se incubaron los anticuerpos primarios
monoclonales contra Ki-67 (Clona MIB-1, dlucion
1:100, Dako Corporation, Carpinteria CA, USA) por un
periodo de 45 min. Posteriormente, los cortes fueron
incubados con el segundo anticuerpo biotinilado
antiraton/anticonejo y con el complejo streptavidina/
peroxidasa (LSA-B + Labeled streptavidin-biotin, Dako
Corporation, Carpinteria CA, USA) por 30 minutos cada
uno. Los productos de la reaccioén fueron visualizados
con sustrato de 3,3’-diaminobenzidina-H202 (Dako
Corporation, Carpinteria, CA, USA). Las secciones
fueron contratefiidas con hematoxilina de Mayer y las
laminas fueron cubiertas con cubreobjetos y resina
Entellan.

Evaluaciéon de la inmunoexpresion de Ki-67: Las
reacciones de inmunohistoquimica fueron evaluadas
en un microscopio de luz convencional por dos inves-
tigadores, quienes previamente realizaron un proceso
de calibracion.

Ki-67 fue evaluado en dos poblaciones celula-
res: CGM y CME; en esta ultima se incluyen células
ovoidales y fusiformes, correspondientes a células
mononucleares, fibroblastos, miofibroblastos y se ex-
cluye en la medida de lo posible células endoteliales e
inflamatorias.

Para llevar a cabo la evaluacion de la expresidn
inmunohistoquimica de Ki-67 se utilizé el método pro-
puesto por Bologna-Molina et al. (2011), en el cual se
seleccionaron tres campos al azar de secciones re-
presentativas de cada lesion (Fig. 1).

El conteo de las células positivas se realizd
mediante el uso de un objetivo microscépico de 400x,
que representa un area de 5,3 mm?2. Con la ayuda de
una camara digital, se tomaron microfotografias de las
zonas representativas. Luego de tomar las
microfotografias de las zonas representativas de cada
lesion, estos archivos fueron descargados a una
computadora personal y se guardaron como archivos
JPG. Cada archivo fue abierto con el programa
Microsoft Power Point, se construyé una tabla de 6x6,
la cual se coloco sobre la microfotografia y después
se guardo de nuevo como archivo JPG (Fig. 2). Pos-
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Fig. 1. Inmunoexpresion de KI-67 en CME (400x).

Fig. 2. Tabla Inmunoexpresién de KI-67 en CME (400x)

teriormente, el archivo fue abierto con el programa
computacional imagen J (Image J 1.46, aplicaciéon
Java para el analisis por imagen), mismo que sirvio
como apoyo para llevar a cabo el conteo celular de
manera manual. El inicio del conteo celular se reali-
z6 desde el marco superior izquierdo y se culmind
en el marco superior derecho, siguiendo un mismo
orden. Se consideré6 como expresiéon inmuno-
histoquimica positiva toda tincién nuclear visualizada
de color café/marrén, de acuerdo con las especifica-
ciones del laboratorio productor del anticuerpo. Se
conto el total de células de cada poblacién celular y
el numero de células tefidas, para de esta manera
obtener el porcentaje total de células tefidas por
poblacion celular y un porcentaje total de la expre-
sién de cada marcador por lesion.

152

Analisis estadistico: El examinador se
estandarizé en todas las variables con un
experto a través de Kappa. Todos los da-
tos cuantitativos fueron expresados como
media, desviacion estandar y rango. Se
utilizaron las pruebas Shapiro-Wilk para
evaluar la normalidad en la distribucion
de los datos y Bartlett para la homoge-
neidad de las varianzas. Se utilizé anali-
sis de varianza (ANOVA) para la expre-
sion de Ki-67. Se analizaron correlacio-
nes entre variables cuantitativas a través
de la correlacion de Pearson. El analisis
se efectud con el programa SAS 9.0 y
SPSS versién 23.0, con un nivel alfa im-
puesto de P<0,05.

RESULTADOS

En el presente estudio se incluyeron un total de
diecisiete pacientes con LCCG, seis eran hombres
(35,3 %) y once eran mujeres (64,7 %) (Relacién 1:1,8);
el promedio de edad fue de 22.7 afios. La localizaciéon
mas afectada fue la mandibula (52,9 %) y se identifico
movilidad dental en el 76,4 % de los pacientes (13
casos), se presentaron con aspecto multilocular nue-
ve casos (53 %) y con desplazamiento dental dieci-
séis casos (94 %) (Tabla I).

De acuerdo con los criterios establecidos por
Chuong et al. (1986), mediante una evaluacion clinico-
radiografica, se registraron nueve casos (53 %) como
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LCCG agresivas y ocho casos (47 %) como LCCG con  escasa expresion en las CGM (0,65 %). La expresion
comportamiento no agresivo. Las CME mostraron una  promedio de Ki-67 en CME fue de 9,3 % en casos agre-
expresion inmunohistoquimica promedio de 9,4 %, y sivos y de 9,5 % en los no agresivos, las CGM mostra-

ron en los casos agresivos una expresion promedio de

Tabla I. Distribucién y comparacion de la expresion de Ki-67 en CME de
LCCG de acuerdo con caracteristicas clinicas y demogréficas.

Variable N Media (DE) Rango P*
Sexo
Femenino 11 10,47 (3,77) 5,4-16,8 0,2304
Masculino 6 7,5(3,17) 3-11,3
Localizacién
Mandibula 9 10,14 (2,96) 6,2- 16,8 0,5332
Maxilar 8 8,61 (4,57) 3-16,3
Dolor espontaneo
Si 2 9,4 (0,57) 9-98 0,5394
No 15 9,43 (4,02) 3-16,8
Parestesia
Si 0
No 17 9,42 (3,76) 3-16,8
Color
Violaceo 11 9,31 (3,93) 3-16,8 0,9563
Similar a mucosa 6 9,63 (3,8) 5,4-16,3
Movilidad dental
Si 13 10,12 (3,67) 4,4-16,8 0,2572
No 4 7,18 (3,58) 3-11,6
Deformacion
Si 17 9,42 (3,76) 3-168 -
No 0 e e

LCCG: Lesion central de células gigantes DE: Desviacion estandar, *Prueba esta-
distica ANOVA

Tabla Il Distribucion y comparacion de la expresion de Ki-67 en CME de
LCCG de acuerdo con caracteristicas radiograficas

Variable N Media (DE) Rango P
Perforacion cortical
Si 9 9,33(364) 4,4-163 0,8822
No 8  9,53(4,15) 3-16,8
Imagen radiografica
Unilocular 8 9,99 (3,89) 4,4-16,3 0,6798
Multilocular 9  8,92(381) 3-16,8
Resorcién radicular
Si 5  87(3,81) 3-12,6 0,9724
No 12 9,72(3,87) 4,4-16,8
Desplazamiento dental
Si 16 8,96 (3,36) 3-16,3 0,3096
No 1 16,8 (-) 16,8 - 16,8
Tamafio radiografico
<20 cm? 14 9,33(4,12) 3-16,8 0,7463
>20 cm® 3 987017 8.2-11.6

LCCG: Lesion central de células gigantes DE: Desviacion estandar, *Prueba esta-
distica ANOVA

0,73 % y de 0,54 % en los casos no agre-
sivos. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en ningu-
no de los resultados (Tabla Il) (Tabla Il1).

DISCUSION

La LCCG es un tumor benigno de
etiolégica desconocida. Por tal motivo, se
han realizado diversos estudios con la fi-
nalidad de explicar su origen y comporta-
miento bioldgico, el cual permanece aun
incierto.

Ki-67 es un inmunomarcador de
proliferacién celular y actualmente es co-
munmente utilizado como un biomarcador
en cancer de mama, prostata entre otros
(Luporsi et al., 2012).

En el presente estudio el porcen-
taje de expresion en CME fue de 9,4 %
y en CGM de 0,65 %, resultados por de-
bajo de los porcentajes que se presen-
tan en neoplasias malignas (Dowsett et
al., 2011). La expresion promedio de Ki-
67 en las CGM fue de 0,65 %, una ex-
presion escasa que coincide con lo men-
cionado por otros autores, quienes no
identificaron expresion de Ki-67 en CGM
y sugieren que posiblemente las CME
son la poblacién responsable del creci-
miento de esta lesién (O'Malley et al;
de Souza et al., 1999; Souza et al., 2000;
Kauzman et al.; Kruse-Losler et al.,
2006; Al Sheddi et al., 2014; Kujan et
al., 2015). Sin embargo, solo se encon-
tré un estudio, en el que se identificé una
fuerte expresion inmuno-histoquimica de
Ki-67 en las CGM, exclusivamente en
las LCCG consideradas agresivas, indi-
cando que ambas CGM Y CME estan
activamente involucradas en la actividad
proliferativa de estas lesiones (El-Attar
et al., 2016). Posiblemente, estos resul-
tados pueden deberse al método de eva-
luacion semicuantitativo.
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Tabla Ill. Comparacion de la expresion de Ki-67 en diferentes poblaciones
celulares de LCCG de acuerdo con el comportamiento.

Variable Agresivo (n=9) No agresivo (n=8)
Media (DE) Rango Media (DE) Rango P*
CME (Ki67) 9,34 (3,55) 4.4-16,3 9,51 (1,5) 3-16,8 0,9303
CGM (KI167) 0,73(2,2) 0-6,6 0,54 (1,52) 0-4,3 0,836

LCCG: Lesion central de células gigantes DE: Desviacion estandar, *Prueba estadistica

ANOVA

La poblacion de CME, la cual incluye células
mononucleares, fibroblastos y miofibroblastos, mos-
traron expresion promedio de Ki-67 de 9,4 %, resulta-
do similar a lo encontrado en estudios semejantes.
Souza et al. refieren una expresion de Ki-67 en LCCG
de 1,95 %, siendo la de menor expresién de todos los
articulos reportados. Por otro lado, Kruse-Losler et al.,
en su serie de 26 casos, obtuvieron una expresion de
4.2 % al 4,9 % y O'Malley et al. determinaron una ex-
presion promedio de Ki-67 del 5,6 %. Se puede argu-
mentar que la diferencia en porcentajes de expresion
entre los trabajos reportados y el nuestro se debe a
que los autores refieren haber evaluado exclusivamen-
te la respuesta de Ki-67 en células mononucleares, a
diferencia de este estudio, en el que se analiz6 toda la
poblacion de CME (mononucleares, fibroblastos,
miofibroblastos). Dicha situacion se planted de esta
manera, debido a que las caracteristicas
histomorfolgicas de estas células pueden plantear una
gran dificultad en su diferenciacion.

El-Attar et al. reportaron la serie mas reciente de
expresion de Ki-67 en LCCG con el propdsito de deter-
minar si el nivel de expresion puede utilizarse para dife-
renciar entre LCCG agresivas y no agresivas. En sus
resultados mostré que el promedio de células
mononucleares positivas a Ki-67 fue 2,3 % en las LCCG
no agresivas y 17,8 % en las agresivas, con una dife-
rencia estadisticamente significativa (P=0,001), y con-
cluyen que la expresién de Ki-67 podria utilizarse para
diferenciar el comportamiento bioldgico de esta lesion.
Los resultados obtenidos en este trabajo difieren de lo
publicado por El-Attar et al., la expresién promedio de
Ki-67 en CME fue de 9,34 % en los casos agresivos y
de 9,51 % en los no agresivos (P=0,9303).

Actualmente, no se ha identificado un
biomarcador confiable que pueda diferenciar entre LCCG
agresivas y no agresivas, 10 que coincide con el resto
de las investigaciones publicadas.

Ki-67 se expresa en todas las fases del ciclo ce-
lular, pero no en células en reposo. Considerando que
la LCCG es una lesién en constante cambio, el desco-
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nocer el estado de la lesién (reposo o crecimiento) difi-
culta determinar el comportamiento bioldgico — clinico
mediante la expresién de Ki-67.

Al igual que en la mayoria de las series reporta-
das, la edad promedio fue 22,7 afios (DE 16,13) y el
sexo femenino fue el mas afectado (Kruse-Losler et al.).

De forma similar a lo encontrado en otros estu-
dios (Kruse-Ldsler et al.), en este trabajo la localizacion
mas comun para LCCG fue la mandibula. Kruse-Losler
et al. reportaron la Unica serie que analiza otras carac-
teristicas clinicas como lo es el porcentaje de dolor y
la deformacion facial, pero no la comparan con la ex-
presion de Ki-67 en LCCG como si se realiza en nues-
tro estudio.

Si bien la LCCG no posee una imagen
radiografica especifica, la serie mas grande reportada
hasta la actualidad por Whitaker & Waldron (1993) (142
casos), encontré que esta lesién tenia una presenta-
cion multilocular en el 60 % de los casos, el cual es un
porcentaje mas alto que lo reportado por otros auto-
res y sélo ligeramente mayor a lo descrito en el pre-
sente estudio (53 %).

La presente serie de casos de LCCG a diferen-
cia del resto de los trabajos similares, relacioné la
inmunoexpresion de Ki-67 con el mayor numero de
caracteristicas clinicas y radiograficas reportadas en
la literatura en la actualidad.

Una limitacién observada en las diversas series
estudiadas es la dificultad para comparar resultados
sobre la expresion de los diversos marcadores
inmunohistoquimicos en LCCG, debido principalmen-
te a diferencias en los criterios y técnicas para su eva-
luacién.

Otra limitacion del presente estudio es el redu-
cido tamafio de la muestra (17 casos), lo cual se pue-
de atribuir, principalmente, a la baja incidencia de
LCCG y a la diversidad de tratamientos disponibles
para los pacientes, mismos que son seleccionados
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segun la experiencia del médico tratante y la disponibi-
lidad de recursos.

El reducido tamano del grupo de lesiones anali-
zadas sugiere continuar con la evaluacion de forma
estandarizada de nuevos casos. Seria recomendable,
aumentar el tamafo de la muestra, de tal forma que las
asociaciones que resultaron marginalmente significati-
vas en esta investigacion puedan ser comprobadas o
refutadas.

CONCLUSION

La expresion de Ki-67 en CME sugiere que esta
poblacién se encuentra en constante actividad celular
y establece una expresion inmunohistoquimica de Ki-
67 menor a otras patologias de origen neoplasico. Ki-
67 por si solo no es un marcador confiable para pre-
decir el comportamiento agresivo de la lesion, asi mis-
mo, no se encontrd relacion entre la expresion
inmunohistoquimica de Ki-67 y las caracteristicas de-
mograficas, clinicas y radiograficas de la LCCG.

CASTRO, A. O.; MUELA, D. C.; SOTO, U. B. & BOLOGNA-
MOLINA, R. Immunohistochemical expression of Ki-67 in
central giant cell lesion. Int. J. Odontostomat., 13(2):150-156,
2019.

ABSTRACT: The central giant cell lesion (CGCL) is
a benign osteolytic lesion which in some cases presents an
aggressive behavior with recurrence and poor prognosis. Ki-
67 is a nuclear protein whose general function is the
regulation of cell proliferation. This marker is used to identify
proliferating cells and as a prognostic tool in the diagnosis of
neoplasms. The aim of this study was to quantify the immune
expression of Ki-67 in the different cell populations of CGCL
and analyze its association with clinical, demographic and
radiographic characteristics. The Ki-67 immune expression
of 17 cases of LCCG was evaluated in two cell populations:
multinucleated giant cells (CGM) and stromal mesenchymal
cells (SMC). The statistical analysis was carried out with SAS
9.0 and SPSS version 23.0, with an alpha tax level of P <0.05.
The CME showed average immune expression of 9.4 % and
the CGM of 0.65 %. No statistically significant relationship
was found between the clinical, demographic and
radiographic characteristics of the CGCL and the immune
expression of Ki-67. The expression of Ki-67 in CME suggests
that this population is in constant cellular activity, and that
the CGCL are dynamic lesions in a continuous differentiation
process.

KEY WORDS: immunoexpression, Ki-67, central
giant cell lesion, cell proliferation.
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