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RESUMEN

Introduccion: p63 pertenece a la familia de genes p53 y codifica
diferentes isoformas, TAp63 transactiva el gen diana de p53 que
induce la apoptosis, Np63 inhibe la actividad de TAp63 y p53 pro-
moviendo la proliferacion y el crecimiento celular. El anticuerpo p63
reconoce las isoformas TAp63 y Np63, mientras que el anticuerpo
p40 sélo reconoce la isoforma Np63. Objetivos: Analizar las pro-
piedades discriminatorias de agresividad del inmunoperfil p63/p40
en quistes y tumores odontogénicos benignos. Material y méto-
dos: Cinco tumores odontogénicos (tres ameloblastomas, un tumor
odontogénico primordial y un fibroma ameloblastico) y 25 quistes
odontogénicos (12 queratoquistes odontogénicos, seis quistes radi-
culares, cinco quistes dentigeros, un quiste odontogénico glandular,
y un caso con nidos epiteliales en la pared quistica) se evaluaron
con anticuerpos p63 y p40. Resultados: Los ameloblastomas y el
fibroma ameloblastico presentaron p63+/p40+ en todas las células
neoplasicas epiteliales. El tumor odontogénico primordial mostré
positividad en el componente epitelial, excepto en areas del estra-
to superficial. Los queratoquistes odontogénicos mostraron p63+/
p40+ en todos los estratos epiteliales, excepto en la capa superficial
paraqueratinizada. Los quistes dentigeros fueron positivos en todas
las células epiteliales, algunos con menor intensidad en el estrato
superficial. No fue posible evaluar el quiste odontogénico glandu-
lar, ya que perdi6 el componente epitelial en el procesamiento. Los
quistes radiculares mostraron p63+ en todos los estratos epiteliales,
excepto un caso con positividad intensa pero focal; p40 mostré po-
sitividad en algunos casos muy fuerte, en otros, moderada o focal.
Por otro lado, se observéd p63+/p40+ en los nidos epiteliales odonto-
génicos en la pared de un quiste. Conclusiones: El inmunofenotipo

Recibido: Febrero 2021. Aceptado: Abril 2021.

Citar como: Urias BCM, Ramirez CJG, Rios BER. Expresion de p63/
p40 en quistes y tumores odontogénicos benignos. Rev Odont Mex.
2021; 25 (3): 215-223.

© 2021 Universidad Nacional Auténoma de México, [Facultad de
Odontologia]. Este es un articulo Open Access bajo la licencia
CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/)

www.medigraphic.com/facultadodontologiaunam

p63/p40 no es discriminatorio de agresividad en el diagnoéstico de
quistes y tumores odontogénicos benignos.
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INTRODUCCION

El factor de transcripcion p63 pertenece a una familia
de genes p53 que patrticipa en el desarrollo y el mante-
nimiento del epitelio, la biologia de las células madre, la
carcinogénesis y la proliferacion de las extremidades y
la estructura craneofacial; p63 se expresa normalmente
en la capa basal del epitelio estratificado, en las células
mioepiteliales y en las neoplasias que derivan de estos
epitelios, y las células madre que carecen de p63 sufren
un repliegue proliferativo prematuro. La p63 codifica dife-
rentes isoformas, tres con el dominio de transactivacion
(TA) y tres que carecen del dominio N-terminal (N), que
ejercen propiedades biolégicas opuestas. TAp63 transac-
tiva el gen diana de p53 que induce la apoptosis. Por otro
lado, Np63 inhibe la actividad de TAp63 y p53, promo-
viendo la proliferacion y el crecimiento celular. Se ha de-
mostrado que diferentes isoformas de p63 desempenan
funciones en diversas células y tejidos, como la epider-
mis, los ovocitos, los musculos y la céclea. El anticuerpo
p63 reconoce las isoformas TAp63 y Np63 de la proteina
p63, mientras que el anticuerpo p40 soélo reconoce la iso-
forma Np63, la forma escamosa mas especifica.'

La isoforma ANp63 actia como potenciador de la
proliferacion celular en tumores humanos, lo que su-
giere que podria desempefiar un papel oncogénico a
través de su regulacién de la reprogramacion metabo-
lica en los tumores. En estudios recientes, la combina-
cion de p63/p40 se ha propuesto como un método de
diagnéstico eficaz en neoplasias de glandulas saliva-
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les, los tumores del tracto sinonasal y los carcinomas
pulmonares. La expresién de ANp63 en los tumores
odontogénicos benignos se ha asociado con alto riesgo
de recurrencia, mas que en los tumores odontogénicos
benignos no agresivos con bajo riesgo de recurrencia,
también p63 se expresa en mas de 50% de los tumores
odontogénicos malignos en comparacion con los tumo-
res odontogénicos benignos no agresivos.****

Ademas, el aumento de la angiogénesis y la ex-
presion de p53, p63, p73 pueden contribuir a los
comportamientos localmente agresivos e invasivos
de los queratoquistes odontogénicos (QQO), ante-
riormente llamados tumores odontogénicos querato-
quisticos (TOQQ).** Por otro lado, Alsaegh y equi-
po*® informaron que ANp63 se correlaciona con la
capacidad proliferativa del epitelio odontogénico en
el quiste dentigero (QD) y el queratoquiste odonto-
génico (QQO), pero no en el ameloblastoma (AME).
Esta diversidad podria reflejar un papel y unas vias
diferentes de ANp63 en el tumor odontogénico que
en el quiste odontogénico.

El objetivo de esta investigacion es analizar la ex-
presion del perfil inmunolégico combinado p63/p40 en
quistes y tumores odontogénicos benignos para deter-
minar su propiedad discriminatoria de agresividad en
estas lesiones.

MATERIAL Y METODOS
Se seleccionaron tumores odontogénicos benignos

y quistes odontogénicos del Departamento de Patolo-
gia del Centro de Investigacion y Docencia en Ciencias

de la Salud de la Universidad Auténoma de Sinaloa,
diagnosticados en el periodo de enero de 2014 a abril
de 2019. Se revisaron los especimenes procesados
y tefiidos con hematoxilina y eosina para confirmar el
diagndstico. El grupo de tumores odontogénicos be-
nignos esta formado por tres ameloblastomas (AME),
un tumor odontogénico primordial (TOP) y 1 fibroma
ameloblastico (FA). El grupo de quistes odontogéni-
cos incluye 12 queratoquistes odontogénicos (QQO),
seis quistes radiculares (QR), cinco quistes dentigeros
(QD) y un quiste odontogénico glandular (QOG). Ade-
mas, se analizaron los nidos epiteliales odontogénicos
(NEO) presentes en la pared de un quiste. Se recogie-
ron los datos clinicos de edad y sexo de los pacientes,
asi como la localizacién de la lesién (Tabla 1).

Para el estudio de inmunohistoquimica, se realiza-
ron niveles a 1.5 micras de cada bloque. Cada corte
fue desparafinado a 80 °C durante 20 minutos y rehi-
dratado con xilol-alcohol, segin el protocolo estandar
del proceso inmunohistoquimico. Posteriormente, se
realizo el desenmascaramiento antigénico durante 18
minutos a una temperatura de 105 °C con RHP Bio &
SB. Cada laminilla fue sometida a un proceso de capi-
laridad por coverplate con PVC a pH 7,4 y un bloqueo
interno de la peroxidasa con peroxido de hidrégeno al
3% y posteriores enjuagues con PVC. El anticuerpo
primario p63 y p40 se coloco con diluciones de 1:200
y 1:50 segun las especificaciones del productor (Bio
& SB y Diagnocell) durante 30 minutos. El anticuerpo
secundario HRP Bio & Sb se utilizé durante 10 minu-
tos y se enjuag6 con PVC. Por ultimo, se marcé con
un complejo Bio & SB para un sistema biotinizado por

Tabla 1: Datos clinicos e inmunofenotipo p63/p40.
Clinical data and p63/p40 immunophenotyping.

Relacién masculino Puntuacion
Diagnéstico histopatoldgico Casos Edad (afios) y femenino Localizacion, n (%) p63/p40
Tumores odontogénicos
Ameloblastoma 3 36 (13-58) 2:1 Maxilar, 1 (33.4) 2/2
Mandibula, 2 (66.6)
Tumor odontogénico primordial 1 12 Masculino Mandibula, 1 (100.0) 22
Fibroma ameloblastico 1 12 Femenino Mandibula, 1 (100.0) 2/2
Quistes odontogénicos
Queratoquiste odontogénico 12 28 (11-68) 111 Maxilar, 2 (16.6) 212
Mandibula, 10 (83.4)
Quiste radicular 6 49 (23-80) 1:1 Maxilar, 6 (100.0) p63: 2 en 5 casosy 0 en 1 caso
p40: 2 en 3 casos,
1en2casosy0en1caso
Quiste dentigero 5 28 (31-68) Masculino Maxilar, 2 (40) 2/2
Mandibula, 3 (60)
Nidos epiteliales odontogénicos 1 38 Femenino Maxilar, 1 (100) 2/2

en la pared de un quiste
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Figura 1:

Tumores
odontogénicos. A-C)
Ameloblastoma.

D-F) Fibroma
ameloblastico. G-I)
Tumor odontogénico
primordial.

Aumento original: x 400.

Odontogenic tumors.
A-C) Ameloblastoma.
D-F) Ameloblastic
fibroma. G-1) Primordial
odontogenic tumor.
Original magnification: x 400.

10 minutos, después del enjuague se reveld con dia-
minobencidina y se contratiid con hematoxilina y eo-
sina para su posterior interpretacion.

Se realizé una evaluacion semicuantitativa de la
expresion de p63 y p40 asignando los casos a una de
las tres categorias siguientes: (l) puntuacién 0, cuan-
do las células tefiidas comprendian de 0 a < 5%; (I1)
puntuacién 1, cuando las células tefiidas suponian de
> 5 a < 50%; (lll) puntuacion 2, cuando las células te-
fidas suponian > 50% de la poblacién celular total.***®

RESULTADOS

En AME y FA p63 y p40 fueron positivos en todas
las células epiteliales neoplasicas (puntuacion 2); sélo
un caso de AME mostro positividad con una intensi-
dad débil. El TOP mostr6 p63+/p40+ en el componen-
te epitelial (puntuacion 2) con la excepcién de algunas
zonas del estrato superficial (Figura 1).

En el QQO, se observé positividad para p63/
p40 en todos los estratos epiteliales, excepto en
la capa paraqueratinizada (puntuacién 2). En los
casos de QD, se observo p63+/p40+ en todos los
estratos epiteliales con la excepcion de algunas
células del estrato superficial (puntuacion 2); sin
embargo, un caso mostré positividad con intensi-
dad moderada. No fue posible evaluar el QOG, ya
gue el componente epitelial se perdié durante el
procesamiento. Por otro lado, se observd p63+/
p40+ en los nidos epiteliales presentes en la pa-
red de un quiste (Figura 2). QR mostré p63+ en
todos los estratos epiteliales (puntuacién 2) con la
excepcion de un caso con positividad intensa pero
focal (puntuacion 0); la expresion de p40 fue va-
riable, tres casos mostraron positividad muy fuerte
(puntuacion 2), dos casos positividad moderada
(puntuacion 1) y un caso positividad focal (puntua-
cion 0) (Figura 3).
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DISCUSION intensa positividad para p63 en las células centrales y
periféricas a diferencia de los resultados obtenidos por
En este estudio se observo que en AME p63/p40 fue Atarbashi et al.*” y Martinez et al.’® en los que AME fue
positivo (con intensidad variable) en todas las células intensamente positivo sélo en las células periféricas.
epiteliales neoplasicas, como lo reportaron Argyris et Por otra parte, Lo Muzio et al.*® observaron reactivi-
al,' quienes ademas detallaron que AME mostr6 una dad para p63 en tumores odontogénicos como AME,

Figura 2:

Quistes odontogénicos
del desarrollo. A-C)
Nidos epiteliales
presentes en la pared
de un quiste. D-F)
Quiste odontogénico
glandular. G-I)

Quiste dentigero.
J-L) Queratoquiste
odontogénico.
Aumento original: x 400.

Developmental
odontogenic cysts. A-C)
Epithelial nests present
in the cyst wall. D-F)
Glandular odontogenic
cyst. G-I) Dentigerous
cyst. J-L) Odontogenic
keratocyst.

Original magnification:

x 400.
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Figura 3:

Quistes odontogénicos
inflamatorios. A-C)
Positividad fuerte. D-F)
Positividad moderada.
G-1) Positividad focal.
Aumento original: x 400.

Inflammatory
odontogenic cysts. A-C)
Strong positivity. D-F)
Moderate positivity. G-I)
Focal positivity.

Original magnification:

x 400.

carcinoma ameloblastico, tumor odontogénico adeno-
matoide, carcinoma intradseo primario y carcinoma
odontogénico de células claras. Ademas, la expresion
de p63 en tumor odontogénico maligno se detecté en >
50% de las células en todos los casos y fue significati-
vamente mayor que en tumor odontogénico benigno no
agresivo con bajo riesgo de recurrencia. Asimismo, la
expresion de p63 no difirié significativamente entre el
tumor odontogénico benigno localmente agresivo con
alto riesgo de recidiva y el tumor odontogénico maligno.
En nuestro estudio, solo se incluyeron tumores odonto-
génicos benignos, y no se observaron diferencias en la
expresion de p63 entre tumores odontogénicos benig-
nos localmente agresivos (AME y FA) y con bajo riesgo
de recurrencia (TOP).

Gratzinger et al.'® encontraron que p63 se expre-
saba fuertemente en la mitad basal del epitelio oral,

generalmente no se expresaba en las capas superfi-
ciales maduras. La expresion uniforme de p63 fue la
norma en los AME y en los tumores odontogénicos
epiteliales calcificantes (TOEC); en los tumores odon-
togénicos queratoquisticos (TOQ) y los QOG, se man-
tuvo la polaridad de la expresion de p63. En nuestro
estudio, de igual manera, la expresion de p63 fue uni-
forme en los AME, en el FAy en la mayor parte del
componente epitelial del TOP, y p63 no se expresé
en la capa superficial madura del QQO, anteriormen-
te TOQ. Del mismo modo, de Brito et al.? informaron
gue la inmunoexpresion de p63 en el componente epi-
telial del TOQ era positiva en las capas basal y su-
prabasal de todos los casos analizados. Argyris et al.*
informaron que QQO, QD y QR mostraban una expre-
sion fuerte y difusa de p63+/p40+ en todo el espesor
del revestimiento epitelial, excepto en la capa super-
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ficial de queratina en el QQO vy en el quiste ortoque-
ratinizado. En nuestro estudio, similarmente los QQO
fueron positivos para p63/p40, en todos los estratos
epiteliales, pero no en la capa paraqueratinizada.
Respecto a los QD, éstos fueron p63+/p40+; sin em-
bargo, se identifico positividad moderada en algunas
células epiteliales del estrato superficial, asi como en
las capas basal y parabasal. Los QR mostraron p63+
en todos los estratos epiteliales, excepto un caso con
positividad intensa pero focal, y la positividad de p40
fue mucho mas variable.

Observamos que QD y QQO tenian una puntuacion
de p63 superior a 50% en la escala semicuantitativa,
el QR tenia una puntuacién superior a 50%, excepto
un caso que tenia una puntuacion inferior a 5% (Tabla
1). A diferencia de Lo Muzio et al.** quienes informa-
ron que en la mayoria de los quistes foliculares (QF)
las células tefiidas estaban comprendidas entre 0 y <
5% del total, en los QQO, 64% de los casos mostraba
un porcentaje de células tefiidas comprendido entre >
5y < 50%, aproximadamente 1/3 de los QR presen-
taban un porcentaje de células tefiidas comprendido
entre 0 y < 5% y aproximadamente 2/3 entre > 5y <
50%. Por su parte, Atarbashi et al.'” informaron que
la inmunotincion para p63 en QD y QR se encontra-
ba principalmente en las capas basal y parabasal. En
nuestro estudio, en cuatro de cinco casos de QD tam-
bién se observé una intensa reactividad en las capas
superiores. Asimismo, Lo Muzio et al.* informaron
gue en casi todos los QF la inmunotincion para p63
se limitaba a la capa basal y parabasal del epitelio.
Sdlo dos casos de los 30 mostraron una positividad de
la capa intermedia. Tres QR presentaban un epitelio
negativo a la inmunotinciéon de p63, mientras que los
casos residuales mostraban positividad no sélo en la
capa basal y parabasal, sino mas de la mitad, también
en la capa intermedia.

La positividad de p63 fue mayor en la capa superfi-
cial de QD y QR que en la de QQO, tal y como lo infor-
maron previamente Mascitti et al.?* Por otro lado, Se-
yedmajidi et al.?? encontraron que los TOQ revelaron
la mayor expresion de p63 entre el quiste dentigero y
el quiste radicular. Gurgel et al.>® no encontraron dife-
rencias significativas en la expresion de Ki-67, p53 y
p63 entre los TOQ primarios y los recurrentes o entre
los TOQ asociados al sindrome del carcinoma baso-
celular nevoide. Foschini et al.?* informaron que en los
QQO recurrentes la tincion del anticuerpo ANp63 se
encontraba en 60 a 90% de las células y se localizaba
en todas las capas. En las lesiones no recurrentes se
encontr6 en menos de 70% de las células, y se limitd
a las capas basal y parabasal. Sugirieron que las le-
siones con alta expresion de p40 son mas propensas

a recurrir. Interesantemente, en nuestro estudio, la ex-
presion de p40 se detect6 en todas las capas, excepto
la paraqueratinizada, de todos los QQO, los cuales
fueron descritos como lesiones primarias no recurren-
tes hasta ese momento.

CONCLUSION
El inmunofenotipo p63/p40 en quistes y tumores

odontogénicos benignos no es discriminatorio de
agresividad en el diagndstico de estas lesiones.
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ABSTRACT

Introduction: P63 belongs to the p53 gene family, and encodes
different isoforms. TAp63 transactivates the p53 target gene
that induces apoptosis. Np63 inhibits the activity of TAp63
and p53, promoting cell proliferation and growth. P63 antibody
recognizes the TAp63 and Np63 isoforms, while p40 antibody only
recognizes the Np63 isoform. Objectives: To analyze the p63/p40
immunoprofile properties to discriminate aggressiveness in benign
odontogenic tumors and cysts. Material and methods: Five
odontogenic tumors (3 ameloblastomas, 1 primordial odontogenic
tumor, and 1 ameloblastic fiboroma) and twenty-five odontogenic
cysts (12 odontogenic keratocysts, 6 radicular cysts, 5 dentigerous
cysts, 1 glandular odontogenic cyst, and 1 case with epithelial
nests in the cyst wall) were evaluated with p63 and p40 antibodies.
Results: Ameloblastomas and ameloblastic fiboroma presented
p63+/p40+ in all epithelial neoplastic cells. The primordial
odontogenic tumor showed positivity in the epithelial component,
except in superficial layer areas. Odontogenic keratocysts showed
p63+/p40+ in all epithelial layers, except in the parakeratinized
superficial layer. Dentigerous cysts were positive in all epithelial
cells, some of them with less intensity in the superficial layer. It
was not possible to evaluate the glandular odontogenic cyst since
it lost the epithelial component during the process. Radicular
cysts showed p63+ in all epithelial strata, except for one case
with intense focal positivity. P40 showed positivity in some cases
very strong, in others moderate or focal. On the other hand, p63+/
p40+ was observed in odontogenic epithelial nests in the cyst wall.
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Conclusions: P63/p40 immunophenotype does not discriminate
aggressiveness in the diagnosis of benign odontogenic tumors and
cysts.

Keywords: p63, p40, odontogenic cysts, odontogenic tumours,
jaw cysts.

INTRODUCTION

P63 transcription factor belongs to the p53 gene
family that is involved in epithelial development and
maintenance, stem cell biology, carcinogenesis, and
proliferation of limb and craniofacial structures. P63 is
normally expressed in the stratified epithelium basal
layer, in myoepithelial cells and in neoplasms derived
from these epithelia. Stem cells lacking p63 undergo a
premature proliferative rundown. P63 encodes different
isoforms, three with the transactivation domain (TA)
and three lacking the N-terminal domain (N) which exert
opposite biological properties. TAp63 transactivates the
p53 target gene that induces apoptosis. On the other
hand, Np63 inhibits TAp63 and p53 activity, promoting
cell growth and proliferation. Different p63 isoforms
have been shown to play roles in various cells and
tissues, such as the epidermis, oocytes, muscles,
and cochlea. P63 antibody recognizes the TAp63 and
Np63 isoforms of the p63 protein, while p40 antibody
only recognizes the Np63 isoform, the more specific
squamous form.**

ANp63 isoform acts as an enhancer of cell
proliferation in human tumors, suggesting that it
may play an oncogenic role through its regulation
of metabolic reprogramming in tumors. In recent
studies, the p63/p40 combination has been proposed
as an effective diagnostic method in salivary
gland neoplasms, sinonasal tract tumors, and lung
carcinomas. ANp63 expression in benign odontogenic
tumors has been associated with a high risk of
recurrence, more than in non-aggressive benign
odontogenic tumors with a low risk of recurrence.
In addition, p63 is expressed in more than 50% of
malignant odontogenic tumors compared to non-
aggressive benign odontogenic tumors.**?

Furthermore, increased angiogenesis and p53,
p63, p73 expression may contribute to the locally
aggressive and invasive behaviors of odontogenic
keratocysts (OKC), previously called odontogenic
keratocystic tumors).** On the other hand, Alsaegh
et al.’® reported that ANp63 correlates with the
proliferative capacity of the odontogenic epithelium
in dentigerous cyst (DC) and odontogenic keratocyst
(OKC), but not in ameloblastoma (AME). This diversity
could reflect a different role and pathways of ANp63 in
odontogenic tumor than in odontogenic cyst.

This paper aims to analyze the expression of
the combined p63/p40 immunoprofile in benign
odontogenic tumors and cysts to determine its
property to discriminate aggressiveness in these
lesions.

MATERIAL AND METHODS

Benign odontogenic tumors and odontogenic
cysts were selected from the pathology department
(Departamento de Patologia del Centro de
Investigacion y Docencia en Ciencias de la Salud de
la Universidad Autonoma de Sinaloa) diagnosed from
January 2014 to April 2019. Processed specimens
stained with hematoxylin and eosin were reviewed
to confirm the diagnosis. The group of benign
odontogenic tumors is made up of 3 ameloblastomas
(AME), 1 primordial odontogenic tumor (POT) and 1
ameloblastic fibroma (AF). The group of odontogenic
cysts includes 12 odontogenic keratocysts (OKC), 6
radicular cysts (RC), 5 dentigerous cysts (DC), and
1 glandular odontogenic cyst (GOC). In addition,
odontogenic epithelial nests (OEN) present in a cyst
wall were analyzed. Clinical data on the age and sex
of the patients, as well as the location of the lesion,
were collected (Table 1).

For the immunohistochemical study, levels were
made at 1.5 microns of each block. Each section was
deparaffinized at 80 °C for 20 minutes and rehydrated
with xylol-alcohol according to the standard protocol
of the immunohistochemical process. Subsequently,
antigenic unmasking was performed for 18 minutes
at a temperature of 105 °C with RHP Bio & SB.
Each slide was subjected to a capillarity process
by cover plate with PVC at pH 7.4 to an internal
block ADE peroxidase with 3% hydrogen peroxide
and subsequent PVC rinses. P63 and p40 primary
antibodies were placed at 1:200 and 1:50 dilutions
according to the manufacturer’s specifications (Bio
& SB and Diagnocell) for 30 minutes. Bio & Sb HRP
secondary antibody was used for 10 minutes and
rinsed with PVC. Finally, it was labeled with a Bio &
SB complex for a biotinylated system for 10 minutes.
After rinsing it was revealed with diamino-benzidine
and counterstained with hematoxylin and eosin for
further interpretation.

A semi-quantitative assessment of p63 and p40
expression was performed by assigning cases to one
of the following three categories: (l) score 0, when the
stained cells were from 0 to < 5%; (ll) score 1, when
the stained cells were from > 5 to < 50%; (lll) score 2,
when the stained cells were from > 50% of the total
cell population.*#1¢
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RESULTS

In AME and AF p63 and p40 were positive in all
neoplastic epithelial cells (score 2); only one case of
AME showed positivity with a weak intensity. POT
showed p63+/p40+ in the epithelial component (score
2) except some superficial layer areas (Figure 1).
In OKC, positivity for p63/p40 was observed in all
stratified epithelia, except for the parakeratinized layer
(score 2). In DC cases, p63+/p40+ was observed
in all stratified epithelia except for some superficial
layer cells (score 2). However, one case showed
positivity with moderate intensity. It was not possible
to evaluate the GOC, since the epithelial component
was lost during the process. On the other hand, p63+/
p40+ was observed in the epithelial nests present in a
cyst wall (Figure 2). RC showed p63+ in all stratified
epithelial (score 2) except for one case with intense
focal positivity (score 0). P40 expression was variable:
three cases showed very strong positivity (score 2),
two cases moderate positivity (score 1) and one case,
focal positivity (score 0) (Figure 3).

DISCUSSION

In this study it was observed that p63/p40 in AME
was positive (with variable intensity) in all neoplastic
epithelial cells, as reported by Argyris et al,* who
also detailed that AME showed intense positivity for
p63 in central and peripheral cells. Atarbashi et al.’
and Martinez et al.’® obtained different results in
which AME was strongly positive only in peripheral
cells. On the other hand, Lo Muzio et al.*® observed
p63 reactivity in odontogenic tumors such as AME,
ameloblastic carcinoma, adenomatoid odontogenic
tumor, primary intraosseous carcinoma, and clear cell
odontogenic carcinoma. Furthermore, p63 expression
in malignant odontogenic tumor was detected in >50%
of cells in all cases and was significantly higher than
in non-aggressive benign odontogenic tumors with low
risk of recurrence. Adittionaly, p63 expression did not
differ significantly between locally aggressive benign
odontogenic tumors with high risk of recurrence and
malignant odontogenic tumors. In our study, only
benign odontogenic tumors were included, and no
differences in p63 expression were observed between
locally aggressive benign odontogenic tumors (AME
and AF) and with low risk of recurrence (POT).

Gratzinger et al.*® found that p63 was strongly
expressed in the basal half of the oral epithelium and
was generally not expressed in mature superficial
layers. Consistent p63 expression was the norm in
AME and calcifying epithelial odontogenic tumors

(CEOT). P63 polarity expression was maintained in
keratocystic odontogenic tumors (KOT) and GOC.
Similarly, in our study, p63 expression was uniform
in AME, AF, and most of the epithelial component
of POT, and p63 was not expressed in the mature
superficial layer of OKC, formerly KOT. Likewise, de
Brito et al.?° reported that P63 immunoexpression in
epithelial component of the KOT was positive in basal
and suprabasal layers of all the cases analyzed.
Argyris et al.* reported that OKC, DC, and RC
showed a strong and diffuse p63+/p40+ expression
throughout the thickness of the epithelial lining, except
in the superficial keratin layer in the OKC and in the
orthokeratinized cyst. Similarly, in our study, KOCs
were positive for p63/p40 in all stratified epithelial but
in the parakeratinized layer. Regarding to DCs, these
were p63+/p40+. However, moderate positivity was
identified in some epithelial cells of the superficial
layer, as well as in basal and parabasal layers. RCs
showed p63+ in all stratified epithelial, except for one
case with intense focal positivity. P40 positivity was
much more variable.

We observed that DC and OKC had a p63 score
greater than 50% on the semi-quantitative scale. The
RC had a score higher than 50%, except for one case
that had a score lower than 5% (Table 1). In a different
way, Lo Muzio et al.* reported that in most follicular
cysts (FC) the stained cells were from 0 to < 5% of the
total and in OKC 64% of the cases showed stained
cells from > 5 to < 50%. Approximately 1/3 of the RC
presented stained cells from 0 to < 5% and almost
2/3 from > 5 to < 50%. Moreover, Atarbashi et al.’
reported that immunostaining for p63 in DC and RC
was found mainly in basal and parabasal layers. In our
study, in 4 of 5 DC cases, intense reactivity was also
observed in the upper layers. Likewise, Lo Muzio et
al.* reported that in almost all FC, immunostaining for
p63 was limited to basal and parabasal layers of the
epithelium. Only 2 cases out of 30 showed positivity
of the intermediate layer. Three RC presented
negative epithelium for p63 immunostaining, whereas
residual cases showed positivity not only in basal
and parabasal layers but more than half, also in the
intermediate layer.

As previously Mascitti et al.?! reported, p63
positivity was higher in superficial layer of DC and RC
than OKC. On the other hand, Seyedmajidi et al.??
found that KOT revealed the highest p63 expression
between dentigerous cyst and radicular cyst. Gurgel et
al.>® found no significant differences in Ki-67, p53, and
p63 expression between primary and recurrent KOT
or between nevoid basal cell carcinoma syndrome-
associated KOT. Foschini et al.?* reported that in
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recurrent OKC, ANp63 antibody staining was found
in 60 to 90% of cells and localized to all layers. In
non-recurrent lesions, it was found in less than 70%
of cells, and it was limited to basal and parabasal
layers. They suggested that lesions with high p40
expression are more likely to recur. Interestingly, in
our study p40 expression was detected in all layers,
but the parakeratinized layer of all OKC, which had
been described as non-recurrent primary lesions up to
that time.

CONCLUSION

P63/p40 immunophenotype in benign odontogenic
tumors and cysts do not discriminate aggressiveness
in the diagnosis of these lesions.
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