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1. RESUMEN
El Tumor Odontogénico Quistico Calcificante (TOQC) fue descrito por primera
vez por Gorliny col en 19 62, desde entonces su identificacién es especifica,
generalmente estda compuesto por lesiones quisticas, células conocidas como
“fantasmas” y comunmente es asociado a otro tumor odontogénico.
Objetivo: O btener células epiteliales y/o mesenquimales derivadas del cultivo
primario de una muestra de TOQC.

Materiales y m étodos: P aciente de 16 a fios de eda d de s exo m asculino se

presentd con una |l esion | ocalizada en el angulo, cuerpoy rama m andibular
izquierda, radiograficamente se observo lesion radiolucida mal delimitada. Se
decidiot omard osf ragmentos de bi opsia; unopar a eldi agndstico
histopatoldgico y otro para el cultivo celular primario. Este ultimo espécimen fue
microdiseccionado, digerido y cultivado en DMEM-SFB 10%, con antibidtico y
antimicotico. La pr oliferacién ¢ elular s e m idio ut ilizando el ens ayo de
proliferacion MTT Vybrant Cell Kit a 0, 24, 48 y 72 horas, fibroblastos PDL fue
empleado ¢ omo ¢ ontrol. S er ealizé u n analisisi nmunocitoquimico par a
determinar | a ex presion de actina, p ancitoqueratina AE1/AE3 y vimentina, | a
intensidad de expresion fue analizada a través del software ImageJ.
Resultados: El estudio histopatoldgico confirmé el diagndstico de TOQC. Los
ensayos de proliferacion r evelaron q ue | as ¢ élulas del TOQC t ienen una
conducta diferencial a los fibroblastos del PDL, estabilizando su proliferacion a
las 72 h y 24h, respectivamente. El analisis inmunocitoquimico revel6 expresion
de ac tinas imilare n fibroblastosy T OQC,s inem bargoV imentina y
Citoqueratina presentaron expresion mayor en el TOQC.

Conclusiones: La v elocidad de crecimiento d e ¢ élulas TOQC es m as | enta

comparado al control, lo cual puede derivar de un inmunofenotipo heterogéneo.
Esto n os s ugiere q ue es te tipo d e t umores tienen un desarrollo | ento. N o
obstante, el es tablecimiento d e po blaciones primarias det umores
odontogénicos ay udara ac omprenderel per fil,c omportamientoy

caracteristicas celulares que puedan ser comunes en la conducta clinica.
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2. INTRODUCCION

Los cultivos celulares pued en constituir modelos utiles para estudiar algunos
procesos geneticos, bioquimicos, metabdlicos o fisiologicos que tienen lugar en
los or ganismos. L a facilidad d e s u m anipulacion permite el analisis de | as
condiciones a decuadas a ntes de r ealizar | os ex perimentos d efinitivos e n

animales o los ensayos clinicos en seres humanos.’

Los m odelos in vitro constituyen una util herramienta parala v alidacion d e
nuevos métodos terapéuticos, para la definicion del mecanismo de accién de
nuevas m oléculasy eng eneral, par al ai nvestigacién bi omédicay

biotecnoldgica’

La p atogenia de | ost umores o dontogénicos s € as ocia a alteraciones d el
desarrollo de ntal. E stos pue den derivar de | os c omponentes e piteliales y /o
mesenquimales pr esentes d urante | a odontogénesis. E | t umor o dontogénico

quistico calcificante es una neoplasia quistica benigna de origen odontogénico

El cultivo primario es una alternativa para el estudio de estas neoplasias, ya
que ofrece un modelo que p ermite estudiar variables como |l a proliferaciéon o
invasiéon ¢ on un enfoque di stinto al an Aalisis hi stopatologico, y a g ue s us
resultados podrian ser relacionados con conductas biologicas significativas con

la etiologia y/o patogénesis del tumor.?
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3. MARCO TEORICO

3.1 ODONTOGENESIS Y TUMORES ODONTOGENICOS

La O dontogénesis depende de las secuencias y |as interacciones reciprocas

entre | as ¢ élulas ec tomesequimales der ivadas de la ¢ resta n eural c raneal
(CNC) vy el epitelio que recubre la cavidad oral. El contacto de e stas células
CNC con epitelio oralinicia el desarrollo d el diente porla formacion de un
diente con la yema epitelial que rodea una condensacion de | as células CNC.
Aun no esta claro si el potencial odontogénico inicial reside en las células del
epitelio que inducen a las células de la CNC para formar el brote 0 es ala
inversa. Sin e mbargo, s e s abe q ue d espués de es tos s ucesos i niciales, e |
epitelio dental adquiere la capacidad de instruir la formacién del diente cuando
se combina con las células CNC.

El pr ocesod e odontogénesis enel h umanoc omienza a par tir del
establecimiento de | alamina d ental der ivada d el epi telio or al embrionario a
través de s u proliferacion e i nvaginacion en el mesénquima embrionario.
Posteriormente, dicha lamina se alarga y sus extremos dejan excrecencias que
forman un brote o botdn, el cual es la primera etapa de la odontogénesis. En la
siguiente etapa o d e casquete, | as c élulas s e m ultiplican agrandando di cha
estructura y diferenciando células del ectomesenquima y papila dental. En la
tercera etapa o de campana se establecen patrones morfoldgicos de cuspides
y | a diferenciacion d el 6r gano d el es malte (epitelio ex terno, i nterno, r eticulo
estrellado y estrato intermedio). Este ultimo da lugar a la formacion del esmalte
ei nducel a diferenciaciond e o dontoblastosy formacion de d entina.
Posteriormente s e forma un foliculo den tal m aduro q ue par ticiparaenl| a
erupcion dental, mientras se da la raiz a partir de la vaina epitelial de H ertwig
por la diferenciacion de cementoblastos y produccion de dentina a partir de los
odontoblastos.?

Los es tudios ex perimentalesy de eventos m oleculares asociados c on e |
desarrollo de los dientes han dado como resultado la identificacion de mas de

200 genes que juegan un papel en este ambito. De éstos, hallazgos del factor
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de crecimiento de fibroblastos-8, se sabe que participa en el desarrollo de la
parte alveolar de la mandibula y una parte basal, mientras que los genes Sonic
Hedgehog estan involucrados enla formacién de | ay emadel diente.L a
expresion d e es tos dos g enes, i nducen lar egulacién pos itiva de g enes
adicionales, tanto en el epitelio y ectomesénquima. La etiologia de los tumores
odontogénicos benignos y m alignos nos e c onoce pero s e c onsidera q ue
dichos g enes p odrian es tar relacionados, ya que |a mayoria de los tumores

odontogénicos parecen surgir de novo, sin un factor causal aparente.*

Durante | a formacion de los 6rganos dentales| os tejidos epiteliales y
ectomesenquimales muestran una s ecuencia de procesos i nteractivosod e
induccién r eciproca que conducen al desarrollo de |os ameloblastos, c élulas
productoras del esmalte, y a los odontoblastos, células que generan la dentina.
Los t umores odontogénicos pueden es tar ¢ onstituidos ex clusivamente p or
tejido e pitelial, ec tomesenquimal, o ambos, reproduciendo di ferentes e tapas
evolutivas del diente, sin formacion de tejidos duros o con presencia de esmalte
y dentina o de estructuras que se parecen a estos tejidos. La gran mayoria de
lost umores o dontogénicos oc urren ani vel intrabseoe nel es queleto
maxilofacial, no obstante, sus manifestaciones clinicas se hacen evidentes a
nivel de la mucosa. Las caracteristicas clinicas de | os tumores odontogénicos
mas benignos son inespecificos; ya que muestran crecimiento expansivo lento
sin o con dolor leve. Por el contrario, el dolor es la primera y mas comun de los
sintomas, s eguido de rapido des arrollo hinchazon en c asi todos | os tumores
odontogénicos m alignos. E | tumor p uede e rosionar o romper a travésdel a
cortical de los huesos, mandibula o maxilar.

Se considera que lesiones precursoras tales como quistes odontogénicos o del
desarrollo pueden contribuir a | a formacion de ciertos tumores odontogénicos

y/o carcinomas de células escamosas intradseos.

Recientemente la OMS ha pr opuesto una nueva clasificacion de los tumores
odontogénicos, b asada e n | as c aracteristicas hi stoldgicas q ue exhiben c ada
unodelostumores y queas uvezc orresponden aunc omportamiento
biolégico q ue pue de s erf rancamente b enigno, m aligno, o  simplemente

hamartoso.®
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3.2 EPIDEMIOLOGIA

La epidemiologia es variada a t ravés del mundo. Los datos de C hina, Hong

Kong, Nigeria, Zimbabue, A lemania, Turquia, Japdn, C anada, Africa del Sur
entre otras naciones, han marcado las diferencias en | as frecuencias relativas
entre los tumores odontogénicos benignos.

Estudios clinico e hi stopatolégicos han proporcionado datos en |os cuales se
dice que el tumor mas frecuente fue el ameloblastoma tipo multiquistico (8,6%)
comparable al a encontrada e n H ong K ong ( 59,4%), J apén ( 57%)y e n
Zimbabwe y Nigeria (79,1% y 58,5%, respectivamente). Esto contrasta con las
bajas proporciones en otras pobl aciones, donde el tumor mas frecuente fue
odontoma tal c omo en E stados U nidos de A mérica con 73, 8% y C anada
56,4%, donde el ameloblastoma multiquistico que representa solo el 12,2% y
14,8%, respectivamente.®

Estas diferencias pueden ser derivadas de las discrepancias entre los centros
de captacion ya que en paises como la Republica Popular China, Hong Kong,
Japon y varios pai ses africanos s on diagnosticados y tratados en U nidades
Maxilofaciales de H ospitales M édicos, mientras q ue |l os p acientes del os
Estados U nidos de Américay C anada e n general son m onitoreados en | as
Facultades de Odontologia y hospitales.®

3.3 Clasificacion de TO de |la OMS, (2005)

Esta clasificacion principalmente divide a los tumores odontogénicos segun sus
criterios de benignidad y malignidad. En los tumores malignos se observan dos
subtipos principales: los carcinomas y sarcomas odontogénicos. Mientras que
para los benignos la c lasificacion es al go mas el aborada, ya que toma en
cuenta la combinacion de | a presencia de epitelio odontogénico, estroma y/o

ectomesénquima para agrupar a cada tumor.”
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Tabla 1. Clasificacion Histologica de Tumores Odontogénicos OMS (2005)

Tumores Benignos Tumores Malgnos

Epitelio odontogénico con estroma Carcinomas odontogénicos:
maduro sin ectomesenquima odontogénico:

Ameloblastéma meta
Tpo primanc
0 penienco
0doNtoQeNICO ) Carcr (H R O celuar intrad:
Ramor odontox
UMOor odontoc

UIMOr QoCoOntc

Epitelio odontogénico con ectomesénquima
odontogénico, con o sin formacion de tejido
dentario duro:

Fibroma amelobiastic

Fibrodentin a amaloblasico . comas odontooenicos

Fibroodontoma ameloblastico Fibrosarcoma ameloblasti

Odontoma: Tipo CoOMP0 ¥y COMPUesH Fibrodenting y ibroodento sarcoma ameloblastco
Odontoamaloblastoma Sarcoma ameiobiastico

Tumor odontogénico quistico calcfice

Ranor odontoaénico dentigero de ¢é Leslones relacionadas al hueso:

Fibroma os

Mesénquima y/o ectomesénquima odontogénico con
0 sin epitelio odontogénico:

es (Granuloma
Fibroma odontogénco (con abundanie 0 eSCaso epil

odontogenico)
Mixoma odontogénico (Mixofibroma)
Camantoblasioma

Otros tumores

MO NEUrOSCICCSMICO MEAN0LCO (
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3.4 TUMOR ODONTOGENICO QUISTICO CALCIFICANTE

3.4.1 Definiciéon y antecedentes

Es una neoplasia quistica benigna de origen odontogénico, caracterizado por
un epi telio tipo ameloblastico, ¢ omo ¢ on c élulas fantasmas q ue pueden
calcificarse.® ®

ElI TOQC primero fue nombrado como Q uiste O dontogénico C alcificante por
Gorlin en 1962. En el ano 2005, debido a su comportamiento neoplasico, fue
reclasificado como Tumor Odontogénico Quistico Calcificante (TOQC) por la
Organizacion M undialde | a S alud ( OMS). E staes un a ne oplasia, q ue
representa el 25% de todos los quistes odontogénicos.6

Lasc élulasr esponsables del Quiste O dontogénico C alcificantes on
procedentes de | a | amina dental ( restos de S erres) las cuales pueden ser

localizadas en los tejidos blandos o en el hueso.’

3.4.2 Sinbnimos.

Queratinizante y quiste odo ntogénico c alcificante, Q uiste de G orlin, q uiste

odontogénico calcificante °

3.4.3 Epidemioloqia.

El TOQC puede presentarse como un proceso intradseo o extradéseo. El rango
de edad varia desde 5 hasta 92 afnos sin predileccion de género. Representa el
1,6 % de los tumores odontogénicos.® Aunque segun un es tudio realizado en
Queensland donde se reportaron 633 casos de lesiones orales, de los cuales
540 c asos fueron r eportados ¢ omo q uisticos odontogénicos y 9 3 ca sos
tumores o dontogénicos. Lai ncidenciat otal r eportadas efaloal t umor
odontogénico q ueratoquisticoc omoel m &as frecuente, s eguido por e |
Ameloblastoma y el odo ntoma. El TOQC presento u na i ncidencia s imilar a |

odontoma con 1.1 casos por cada millén de habitantes. °

Datos de Gaitan-Cepeda y Cols. indicaron que la prevalencia del TOQC no ha

cambiado drasticamente a través del tiempo, incluso ante la reclasificacion de

10
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los tumores od ontogénicos por parte de la OMS en el 2005 en una serie de
casos reportaron la prevalencia del 0.8% dentro de los tumores odontogénicos
en el periodo de 1981-2004 y de 1.4% para el periodo de 2005-2007."°

3.4.4 Caracteristicas clinicas

La mayoria de | os casos son diagnosticados en |la segunda y tercera décadas
del av ida. C linicamente, T OQC g eneralmente s e pr esentac omo un
crecimiento indoloro lento con inflamacion, que afecta igualmente el maxilar y la

mandibula, con una predileccién en la regién anterior, aunque puede llegar a
presentarse en la zona del primer molar en personas mayores a 50 afios de
edad.

EI TOQC puede llegar a c rear expansion leve y crecimiento asintomatico. El
tamafno medioes deunos 3c m,conun rangode1 a 8cm.E| q uiste
odontogénico c alcificante ex tradsea r epresenta el 25% de todos | os q uistes
calcificantes od ontogénicos. Los T OQC pue den pr esentarse de forma
extradsea normalmente en el area de los incisivos.’

El TOQC tiene un comportamiento similar al ameloblastoma, aunque el TOQC
presenta un crecimiento mas lento, invasivo y con tendencia a reaparecer si no
es completamente retirado."

3.4.5 Caracteristicas imagenologicas:

Se pr esenta ¢ omo u na i magen r adiolucida uni locular o m ultilocular bi en
definida, que podra c ontener di versas ¢ antidades y f ormas d e m ateriales
radiopacos.®

Se considera q ue es te tipo de tumor i nicia c omo | esiones uni loculares, s in
embargo es tos s e v uelven m ultiloculares. Al pr incipio de s udes arrollo,
presentan ¢ ompletamente u na z ona r adiolucida. A m edida q ue maduran,
desarrollan calcificaciones bien circunscritas, con as pecto radiotransparente y
radiopaco mixto. S e observan t res pat rones g enerales d e r adiopacidad, el
primero se trata de un patrén de manchas de sal y pimienta, el segundo es un
modelo de nube esponjosa, y el tercero es un patrén en forma de media luna

con un lado radiolucido ("luna nueva")’

11
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El analisis con una tomografia axial computarizada se caracteriza por imagenes
hipodensas uniloculares, asociadas a |l a expansion de | os tejidos adyacentes,
asico mo lesiones hipodensas qu e puede s er as ociadas con de poésitos

calcificados dentro de la lesion. "

3.4.6 Caracteristicas Histopatoléqgicas:

En cualquier v ariante la c aracteristicas g enerales e n la pared d el quiste, se
presenta revestimiento por u n e pitelio tipo ameloblastico delgadoconla
formacion de células fantasma, las cuales pueden calcificarse.

Los TOQC son habitualmente quistes uniloculares, con revestimiento de capa
de células basales, dicha capa consiste en columnas de células cuboidales con
nucleos hipercromaticos g ue pue den s er p olarizados | ejos de | a m embrana
basal. E | epi telio pr oliferaenung radov ariabley m uestra di versidad
morfologica.

El revestimiento de epi telio puede sergrueso o del gadoy puede llegara
ocupar la mayor parte del volumen, esto puede dar la impresién de un tumor
sélido, | as ¢ élulas am enudo as emejan unr eticulo estrellado, y pued en
mezclarse con las areas celulares densas.

Un hal lazgo c aracteristico es | a presencia de ¢ élulas fantasma. E stas s on
células epi teliales eos indfilas, q ue s e manifiestan s olas o en grupos. Lo s
contornos celulares s uelen s er di stintos, p ero pu eden relacionarse con otros
grupos. Los nucleos se deg eneran, por lo general completamente, de modo
que quedan células redondas sin nucleo solo.

Estas c élulas parecen representar un proceso de queratinizaciéon anormal y
estan sujetas a la calcificacién distréfica, esto puede observarse como granulos
basdfilos finos, p ero cuando s on ex tensos pued e ha ber a mplias hojas d e
calcificacion. Si las células fantasmas se encuentran en contacto con la pared
del tejido conectivo se puede llegar a presentar una reaccion a cuerpo extrafio
debido a su exudacion de queratina. También pueden encontrarse numerosas

células gigantes multinucleadas.

12
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Ocasionalmente, | a dent ina di splasica p uede s er dep ositada e n| a par ed
adyacente al epitelio. C on f recuencia el TOQC s uele r elacionarse ¢ on un
odontoma, en el que am enudo s e enc uentra a bundante g ueratinizacién y
calcificacion.’

El diagndstico de quiste odontogénico calcificante, como la del queratoquiste,
depende de su histopatologia patognoménico.”

"”\:.\_' S T ™. &
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Fig. 1 a) Presencia de revestimiento epitelial (*) presencia de células fantasma (**) y
deposito dentinoide (***).b) Microfotografia mostrando epitelio quistico simple (fecha),

con cépsula fibrosa (triangulo).

3.4.7 Prono6stico y tratamiento:

La e nucleacién es el tratamiento adecuado parala mayoria de TOQCs. La
recurrencia no se ha reportado para el tipo extradseo. Algunas recurrencias se
han reportado para el tipo intradseo.® Estas caracteristicas son compartidas por
un gran nimero de tumores odontogénicos.® Por o c ual se considera que no
hay j ustificacion o ev idencia s uficiente para tratarun TOQC con algo m as
agresivo que la enucleacion.’

Reportes d e Reyes Velazquez y R eyes C ampos, reportan al a enucleaciéon
como la alterantiva quirurgica de eleccidon, tomando como medida preventiva la

remocién de los 6rganos dentales involucrados.'* '°

13
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3.5 CULTIVO DE TUMORES ODONTOGENICOS

Estudios de tumores odontogénicos han proporcionado una mejor comprension

de la biologia de la Odontogénesis. Un modelo celular in vitro se considera util
parael estudio de los m ecanismos d etallados de su pr oliferacion y
diferenciacion. La el ucidacion de | os factores as ociado con la induccionde
tumores odontogénicos es importante no s 6lo en el desarrollo del tumor, sino
también paral ac omprensiond e los mecanismos asociados con la
Odontogénesis normal. P or | o tanto, el es tablecimiento de una linea celular
permanente o es table se c onsidera u n p aso i mportante p ara facilitar | os
estudios de tumores odontogénicos, asi como diferenciacion y la regeneracion.

En la actualidad, hay tres m étodos principales us ados para i nmortalizar | as
células y mantener una linea celular estable. Uno de ellos es la transfeccion de
oncogenes, en el que se considera la introduccién de oncogenes en el genoma
de la célula para superar el mecanismo de regulacién del crecimiento celular
inicial de la senescencia y prolongar la vida celular. La segunda estrategia es la
inmortalizacién por telomerasa, | a i ntroduccion de un at elomerasa hu mana
subunidad inversa transcriptasa (hTERT) permitiria la retencién de la longitud
de los teldmeros estable y e vitar irreversible |a detencion del crecimiento, |0
que resulta en una vida util extendida. El tercer método es cultivos s eriados.
Sin em bargo, | as | ineas c elulares estables es pontaneas s on d ificiles par a
obtener, porque los resultados dependen del tipo de célula, e incluso la cepa de
animales. *

Por lo cual muchos estudios tratan de analizar las caracteristicas de un érgano
o tejido a partir de los cultivos primarios. Un cultivo primario se define como un
fragmento de t ejido el cual es cultivado con el fin de obtener crecimientos y

proliferaciones celulares.
En la actualidad los cultivos de tejidos se pueden agrupar en 3 grupos:

A) Cultivo de organos. El cual implica que la estructura caracteristica del tejido
in vivo se mantiene al menos en parte, para ello el 6rgano se mantiene en un
medio del que obtiene los nutrientes y al que puede liberar los desechos. Este
tipo de cultivo permite mantener los tipos celulares diferenciados y es por ello
una buena opcion p ara el m antenimiento del t ejido d e or igen; pero p or el

14
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contrario no permite su pr opagacion pu es el c recimiento d e producirse, s e
limitaal a periferia yes debi do fundamentalmente al ost ipos c elulares
embrionarios. La imposibilidad de propagar obliga a empezar en cada nuevo
experimento c onn uevo m aterial ani mall oq ue c onllevau na el evada

heterogeneidad.

B) E xplantes pr imarios. S on fragmentos det ejidosod e 6r ganos q ue s e
adhieren a un a superficie y en la que proliferan las células de | a periferia del
explante.” Se obtiene a partir de un ex plante de tejido, bien sea permitiendo a
las células que migren de él y que se adhieran a u n sustrato apropiado, bien
sea por medio de disgregacién mecanica o enzimatica de tejido, con el fin de

lograr una suspension celular capaz de unirse al sustrato y proliferar.17

C) C ultivos c elulares. S upone u na disgregacion c elulary a s ea por m edios
enzimaticos o mecanicos. La s uspension celular se pu ede cultivar como una
monocapa adherente o en suspension en el medio de cultivo. E ste tipo de
cultivo permite su propagacion, aumentando notablemente la masa celular del
cultivo a lo largo de las generaciones. Es el mas utilizado porque destaca por
la alta propagacién de poblaciones uniformes y homogéneas, que posibilitan su
caracterizacion, s u ¢ uantificacion, s um antenimientoy | ar epeticion de

muestras.’

Este t ipo de es trategias han s ido e mpleadas par a | a o btenciéon de | ineas
celulares pr imarias de odontomasy t umores o dontogénicos e pitelial

calcificante, sin embargo, aun no se ha reportado en TOQC.
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4. Planteamiento del problema

El TOQC, puede presentarse como un proceso intradseo o extradseo. El rango
de edad varia desde 5 hasta 92 afios, sin predileccién de género, representa el
1,6 % de | os tumores odontogénicos. Hasta la fecha, la patogénesis de es te
tipo de tumor es desconocida, su origen es derivado de los restos epiteliales de
Serres, lo cual ha sido la mayor informacion obtenida, sin embargo, el proceso
porel c ual se des arrolla ha per manecido inconcluso. E xisten diversas
propuestas para analizar esta carencia. Con relacién a | o anterior, Jin-Seon
Songy c olaboradores en 200 9% reportaron e studios r ealizados en ¢ ultivo
primario de odontoma obteniendo datos sobre la caracteristicas de crecimiento
celular; yHope M. Amm en 20142 realizd estudios de | nmunocitoquimica,
caracteristicasy anal isisenel ¢ omportamiento c elularde un  Tumor
Odontogénico Epitelial C alcificante ( TOEC). Estet ipo de e strategia es
prometedora, sin embargo, aun no ha sido empleada para el TOQC. Quiza el
emplearla para su estudio permita elucidar incégnitas sobre la conducta clinica

de este tumor.
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5. Justificacion del problema

Como ya se menciono el cultivo primario de t umores o dontogénicos, es una
alternativa p ara s u e studio. Los be neficios q ue s e pueden o btener de este
modelo es poder analizar la conducta celular in vitro, es decir, que se puede
observa cuales caracteristicas y conducta de proliferacion, invasion y muerte
celular presentan la células q ue c onforman a di chos t umores, pue den ser
empleadas para c omprender | o que ocurre en | a clinica. Como s e s abe el
TOQC tiene un comportamiento asintomatico, lento, e invasivo de crecimiento o
proliferacion.

Seria importante el poder analizar si esta conducta es preservada in vitro, lo

cual podria ayudar en la compresién de su patogénesis.

17
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6. Hipotesis
H1. Se obtendra de células de c ultivo primario derivadas de una muestrade

TOQC.

18
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7. Objetivos

Objetivo general

Obtener c élulas estables derivadas del c ultivo primario de una muestrade
TOQC.

Especificos
e Determinar las tasas proliferacion de las células primarias del TOQC

e Analizar la expresidn Inmunocitoquimica de antigenos determinantes del
linaje celular.

8. Variables
Dependientes:
e Tiempo de cultivo

e Densidad celular de cultivo

Independientes
¢ Inmunofenotipo

e Proliferacion celular

19
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Descripcion de variables

Nombre de variable

Tipo de variable

Definicién conceptual

Definicién operativa

Tiempo de cultivo Cuantitativa Periodod e tiempo en el | Se establecieron cortesde
cual, las células fueron | 0,24, 48y 72¢c omo
sometidas a condiciones | parametros de referencia
y ¢ oncentracionesd e | para establecer la medicion.
cultivo apropiados.

Densidad ¢ elular de Cualitativa Concentracion especifica | A través de ¢ onteo c elular

cultivo célular por area. por he matocitometro,s e

defini6| ac antidadd e
células pr esentesp or
unidad de volumen.

Proliferacion celular Cuantitativa Aumento del nu merod e | A través del ensayo MTT,
células como resultado | que se basa en la reduccion
delc recimientoy | a | metabdlica del Bromurode
multiplicacion celular.' 3-(4,5-  dimetiltiazol-2-ilo)-

2,5-difeniltetrazol p orl a
enzima m itocondrial
succinatodeshidrogenasa
que det ermina la
funcionabilidad m itocondrial
y proliferaciéon celular, ya
que la relacion de la
cantidad d e c élulas v ivas
es pr oporcional al a
cantidad de f ormazan
producido, medido a t ravés
de absorbancia. *°

Inmunofenotipo Cualitativa Es | a caracterizaciond e | Atravésde | at écnica de

las célulass egunl os
marcadores
inmunolégicamente

activos presentes.

Inmunocitoquimica se
identificara la presencia de
determinantes a ntigénicos
caracteristicos d e d istintas
lineas de diferenciaciéon y
funcionalismoc elular. S e
realizara la medicion de |l a
intensidad de  reaccion a

través de software ImageJ.
19
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. Recursos
9.1 Humanos
o Tesista
0 Asesordec ultivo ¢ elular, ens ayo de pr oliferaciéon e
inmunocitoquimica
9.2 Infraestructura
o Laboratorio de P atologia Bucal, Clinica y E xperimental. Area de
Cultivo celular.

9.3 EconGmico
o Este pr oyecto fue financiado p orel U NAM, D GAPA, PAPIIT
IN223414.
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10.MATERIALES Y METODOS
Equipo y Materiales

Agitador Orbital (Sea star Modelo: Sea star)

Auto Clave (All American,Modelo25x, EU)

Bafio Maria ( Thermo scientific Modelo 2242 EU)

Bascula (Ea Adam Modelo: 17250 E.U)

Campana de flujo laminar (Baker, Edge Gard, Maine, EU)

Centrifuga Universal (Sorvall, Modelo: 750044,CHINA)

Equipo de filtracién al vacio (Corning 500ML BottleTopFilter 78045, EU)
Filtro (Corning Incorporate, 25 mm Syring Filter 431222 Alemania)
Hematocitometro (Sigma — Aldrich, Bright-Line E.U)

Incubadora (Queue, Stabil Therm Modelo: QWJ300TABB, E,U)

Lector de Placas (Chro-Mate Awareness Tecnology INC M odelo:4300
E.U)

Microscopio invertido (ZEIZZ Modelo: 37881, E.U)

Refrigerador (Cool lab Modelo 3767 Hertz E.U )

Ultra Congelador (REVCO Modelo: ULT1386-7-A E.U.)

Cajas Petri 100mm?

Kit Quirurgico

Pipetas 10 ml, 5 ml, 1ml (Exacta Cruz ™ Tecnology, INC.CHINA)
Pipetas 1 pl,- 10ul, 10ul -100ul, 100 pl- 1000l ( ExactaC ruz ™
Tecnology, INC.CHINA)

Placas de cultivo celular (25 cm? Corning incorporate, E.U)

Puntas para pipeta de 10ul-100ul, 100ul- 1000ul (Bio Centrix, E.U)
Tubos 15 ml (Ultra Cruz, Santa Cruz Tecnology, México)

Tubos 50 ml (Ultra Cruz, Santa Cruz Tecnology, México)

Tubos de criopreservacion

Tubos Ependorf

Probetas graduadas

Vasos de precipitado
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Agua Desionizada

Albumina al 20%

Alcohol al 70%

Azul De Tripan

Anticuerpo Primario Actin (C-2 Santa Cruz Biotechnology SC- 8432)
Anticuerpo P rimario B asic C ytokeratin ( AE1/AE3 SantaC ruz
Biotechnology SC 57004,)

Anticuerpo Primario Vimentin (RV 202 Santa Cruz Biotechnology , SC
32322)

Anticuerpo Secundario ABC Staining Sistem SC 2017.)

Criopreservador Ultra Cruz Cell ( Santa Cruz Biotechnology, 50 m| s c-
255729)

Dimetil Sulfoxido ( AMRESCO )

Hipoclorito al 10%

Medio de c ultivo D MEM w ith 4. 5g/L G lucose y L -Glutamine, w ithout
Sodium Pyruvate (sc— 224478 Santa Cruz Biotechnology)

MOUSE / RABBIT INMUNODETECTOR HRP/ DAB REF BSB 0003 (BIO
SB.E,U)

MTT (Vibrant MTT Molecular Porbes, Invitrogen, EU)

peroxido al 3%

Suero Fetal bov ino 500 ml GIBCO, Certificado libre de m icoplasma,
bacteriéfago, endotoxinay  virus. ( Gibcoby | ifet ecnologies
LOT:1606662 E,U)

Solucion de PBS / EDTA 0.004 %

Solucién de PBS 1X, 10X

Tripsina 0.25%—-EDTA 1X (gibco by life tecnologies LOT: 1391607 E,U)
Tritén al 20%

23
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Métodos

10.1 Obtencion del espécimen y cultivo primario

Setomd una muestradet ejidod e p aciented e 16 afos de edad, s exo
masculino con una lesion localizada en el angulo, cuerpo y rama mandibular,
radiograficamente presentabal esiénr adiol ucida mal del imitada, q ue
involucraba el desplazamiento del O.D 38 y reabsorcion radicular del O.D 37.
Se realizd | a reseccidn q uirurgica, obt eniendo dos fragmentos uno par a su
analisis hi stopatologico, el ¢ ual f ue fijadoenf ormolal 10% , pr ocesado
convencionalmente para su inclusion en parafina, realizando cortes de 4 um,
tincion en H&E y analisis histopatologico.

El otro fragmento fue empleado para su cultivo primario. Este ultimo fragmento
presentd una di mension d e 10x 10x5 m m aproximadamente. P osteriora s u
obtencion q uirurgica, el fragmento fue | avado e n s olucion s alina f isiologica
0.9% NaCl, para la eliminacion de sangre. Seguido de este paso, la muestra
fuei nmersaen D MEM S FB 1 0% a ntibidtico/antimicético ( penicilina 10 0
unidades/mL, es treptomicina1 00 pg/mLy an fotericina B 0.25pg /mL).
Posteriormente, es te f ragmento f ue lavado con P BS-antibiotico/antimicético
(penicilina 100 unidades/mL, estreptomicina 100 ug/mL y anfotericina B 0.25
pg/mL). El es pécimen fue diseccionado a fragmentos pequefios de 1x1 mm
aproximadamente. Posteriormente los fragmentos fueron colocados en un tubo
estéril para centrifuga de 15 ml, adicionando 3 m| de DMEM/Colagenasa 1V al
0.25%, colocado a 3 7 ° C dur ante 6 0 m inutos apr oximadamente, r ealizando
agitacion mecanica por inversiéon del tubo cada 15 minutos. Seguido de es to
fue adi cionado9m |deD MEMS FB1 0% ant ibiético/antimicético par a
centrifugar a 1800 rpm por 3 minutos. El boton o pellet fue resuspendido en 3
ml de S FB 10% antibidtico/antimicético para pos teriormente s er colocado en
una caja de cultivo de 25cm? a 37°C con 5% COs..

Se conservo la caja incubacion durante 7 dias, retirando los fragmentos de
tejido y realizando el cambio de medio de cultivo fresco. Una vez obtenida la
confluencia del 80%, s e realizd el s ubcultivo. S e retiré el medio d e c ultivo

presente para realizar el lavado con PBS/EDTA 0.04% a 37°C, se incubd con

24



pE

um FACULTAD ald
DI
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO W‘E¥K§‘W

1904
tripsina  0.25% dur ante 10 m inutos, sec oloc6 DMEMSF B1 0%

antibidtico/antimicotico, se recupero el contenido, para centrifugar a 1800 rpm/3

minutos, el botdn celular fue subdivido en tres cajas. Las poblaciones celulares
analizadas para los ensayos subsecuentes fueron las pertenecientes del tercer
al décimo pase o subcultivo.
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10.2 Determinacion del crecimiento celular

Para d eterminar| a pr oliferacion ¢ elulars e ut ilizbel ens ayodeM TT
(metiltiazoltetrazolio). L as células e mpleadas para este ensayo fueron células
del TOQC y de c ultivos de células de ligamento periodontal como muestra
control (Proporcionadas por el Dr. Marco Antonio Alvarez Pérez).

Las c ajas d e c ultivo f ueron t ripsinizadas como ya f ue m encionado, para el
proceso de subcultivo, llevando la solucién a 1ml. Se realizé cuantificacion de
proporcion d e c élulas pr esentes a través de he macitometro ( Camarad e
Neubauer). Se tomaron 10ul del concentrado celular y afadié 90 pl de Azul
tripano. Se realizo el conteo de cuatro cuadrantes de la camara, ajustando la
proporcion celular a un mililitro.

mm i

i s

= e
|

|
-

—c 2 -p_ (C1+C3+C7+C9)4 X 10X10* =

e concentracion celular por mililitro

Fig. 2 Campos en hematocitémetro

Las células fueron cultivadas en cajas de 96 pozos a una concentracion de 10,
000 células. Los tiempos de cultivo y medicidén unicos fueron alas 0, 24, 48y
72 horas. Se utilizé el ensayo Vibrant MTT (Molecular Porbes, Invitrogen, EU)
siguiendo las instrucciones del fabricante adicionando el reactivo a cada tiempo
de medicion. Brevemente, se adiciono 10 pl de la solucion MTT, se incubo a

37°C por 4 horas, la reaccion fue detenida adicionando 50ul de DMSO,
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incubando nuevamente por 10 minutos. La lectura de absorbancia fue realizada
aun alongitud de 545nmenel | ectorde placas (Chro M ate A wareness

Tecnology Inc  E.U).
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10.3 Inmunocitoguimica

Para el estudio de Inmunocitoquimica se colocaron concentraciones celulares
de 10 00 O células por poz o, en c ajas de 96 poz os, dejando 24 horasen
incubacion. Ser etro m edio dec adap ozo,y s el avdc onP BS 1X ,
posteriormente se colocaron 100 ml de formaldehido a cada pozo, realizandose
3 lavados de 3 minutos cada uno de PBS 1X en seguida se retir6 el PBS y se
colocé 100 ml de peréxido durante 30 minutos

Posteriormente se realizaron 3 lavados de 3 minutos cada uno y se colocaron
100 ml de albumina durante 5 minutos, se retir6d la albumina y se realizaron 3
lavados de 3 minutos cadaunoy se colocaron 100 m| de triton durante 5
minutos.

Se realizaron lavados de ¢ ada pozo y se colocaron anticuerpos primarios de
Actina, Citoqueratinay Vimentina y se dejaron en refrigeracion durante toda la
noche a 4 °C.

Después de la incubacion s e retiraron los anticuerpos primarios, realizando
tres | avados d e t res minutos cada uno, y s e agreg6 anticuerpo s ecundario
(Biolink) a ¢ ada pozo y se incubd durante 20 m inutos, s e retird anticuerpo
secundario y se realizaron 3 lavados con PBS 1X de 3 minutos cada uno.
Posteriormente se agregd HRP 100 m | a c ada pozo y se incubd durante 20
minutos y se realizaron 3 | avados con PBS 1X y se coloco B uffer Diamino
bencidina (DAB) durante d os minutos y se colocaron 100ml de Hematoxilina
durante 1 minuto y realizando 4 lavados de PBS 1X.

Finalmente se observaron las tinciones en el microscopio invertido y se
tomaron fotos de cada pozo de 10x y 20 x, las cuales se llevaron a cabo con
camara Axiocam GmbH 105 color, y el programa ZEN 2012 Microscopy (Zeiss
Germany)

Las fotografias obtenidas del estudio de inmunohistoquimica en anticuerpos
de Vimentina, Actina y Citoqueratina en aumento de 10x en formato PGJ,
fueron analizadas, basandose en la intensidad de tincion por el software
ImagedJ (NIH, Bethesda MD, EE.UU.)
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10.4 Analisis estadistico
La intensidad s e determiné a par tir de u n total de 1 00 puntos marcados en

cada fotografia. % De los datos de inmunoexpresion capturados se realizé un
analisis descriptivo de las variables a través de medidas de tendencia central
(promedio) y dispersion (desviacion estandar), utilizando el programa de Excel.

11.Consideraciones Eticas

La participacién del paciente en el trabajo fue voluntaria, bajo conocimiento del
procedimiento quirurgico firmando un consentimiento informado (Anexo 1) para
la obt encidn de biopsia 6s eay de partes bl andas. L os r esultados d e es te
trabajo seran utilizados de manera global unicamente con finalidad estadistica,
manteniendo estandares de confidencialidad. Basado en Reglamento de la Ley
General de Salud en Materia de Investigacién para la Salud (Titulo I, Capitulo |,
Articulo 17-1). La toma de biopsia y el desarrollo de | os experimento sobre la
muestra de tejido no representd ningun riesgo para los participantes.
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12.RESULTADOS
1) ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

Paciente de 16 afos de edad de sexo masculino presento lesién localizada en
el angulo, cuerpo y rama mandibular izquierda, radiograficamente se observé
lesion radioltcida mal delimitada, que involucraba dientes inferiores izquierdos
con d esplazamiento del t ercer molary r eabsorcion del ar aiz del 6r gano
dentario 37 (fig.4).

Fig. 4 Radiografia panoramica, s e obs erva lesién radiolicida der amaa cuerpo izquierdo, ¢ on

desplazamiento de tercer molar.

Descripcién macroscopica

A: Se recibi6é un espécimen multifragmentado de tejido duro y blando, de forma
irregular, superficie lisa, color amarillo, con areas parduzcas, que se incluyé en
capsulas para descalcificar.

B: Se recibio un es pécimen de tejido blando y duro que midié 7.5 x 6.5 x 1.9
cm. El tejido duro fue correspondiente a ¢ ortical m andibular, forma irregular,
superficie | isa, ¢ olor gr isaceo, f irme, resiliente,s et omaron pi ezas
representativas para descalcificar en capsulas.

Elt ejido blando fue c onformado p oru naa parente c apsula,t ejido de
consistencia firme, s uperficie i rregular, c oloram arilloy ar eas c olor g ris,

presenté c ara i nterna | isa c on proyecciones papilares de color amarillo c on

30



:m FACULTAD m
Di
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO N‘EQK;};‘W

areas parduzcas, se tomaron muestras representativas para des calcificar en
capsulas.

Descripcidn microscopica

Se realizaron 2 es tudios histopatoldgicos, dentro de los cuales se observaron
fragmentos de epitelio odontogénico, recubriendo la cavidad quistica con capas
celulares, cuboidales bajas de aspecto basal y queratinizaciones individuales,
intraepiteliales, s obre un estroma d e t gjido ¢ onjuntivo d enso y | axo bi en
vascularizado q ue p resentai nfiltrado i nflamatorio mixto de  predominio

linfoplasmocitario, asi como areas de hemorragia reciente.

En el segundo estudio se observo:

A) Tejido 6s eo vitalen unes tromad et ejido fibroso| axo de aspecto
mixoide.

B) Lesiéon ¢ ompuesta por t ejido ¢ onjuntivo f ibroso | axo hi alinizado,
abundantes fibroblastos de aspecto fusiforme, cubierto parcialmente por
epitelio escamoso estratificado con areas paraqueratinizadas de aspecto
quistico con presencia de células semejantes a células fantasma.

El tejido conjuntivo de algunas areas se dispone en h aces, dentro del
estroma se observan islas de epitelio odontogénico, células de aspecto
columnar ¢ on pol arizacién i nversa, ¢ on deg eneraciond el centro

semejando reticulo estrellado, dando apariencia ameloblastomatosa.

La lesién fue diagnosticada como un Tumor Odontogénico Quistico Calcificante
(Fig. 5).
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Fig. 5 a) Presencia de epitelio quistico, b) Epitelio quistico con presencia de células fantasma, c) Epitelio
de apa riencia am eloblastosa | ocalizado en capsula f ibrosa, d) M ayor aum ento del e pitelio tipo
ameloblastomatoso, presencia de celas con apariencia de reticulo estrellado. Inciso a) y c¢) 100X; b) y d)
400x. Tincion con H&E.

2) ESTABLECIMIENTO DE POBLACION CELULAR.

El cultivo primario se inicio en la ultima semana del mes de junio del afio 2014,
enla figura 6a se observala diseccion deltejidoenl| acampanad e flujo
laminar, en |a figura 6b se observan fragmentos de tejido en suspension sin
adhesion celular a la caja de cultivo.

Después de una semana se realizé el segundo pase, en el cual se observaron
crecimiento y adhesién celular rodeando los fragmentos de tejido. (Fig. 6¢)
Aproximadamente el 1 de agosto de dicho afio (4 semanas después) se realizo
el t ercer pas e c elular, obs ervandose un m ayor aum ento en | a adhesiony

crecimiento celular. (Fig. 6d)
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Fig. 6 Establecimiento de poblacion celular de TOQC. a) Diseccion y fragmentacion de muestra, b) cultivo
de explante, c) Adhesion de células primarias y d) cultivo primario sin presencia de fragmentos de tejido

con presencia de células adheridas y en suspension.

3) ENSAYO DE PROLIFERACION CON MTT

La proliferacién de | as células derivadas del TOQC dentro de las primeras 24
horas fue decreciente, en contraposicion con el grupo control, el cual tuvo un
comportamiento ascendente.

Después de 48 horas siguié el descenso de absorbancia celular en el TOQC,
mientras que en el grupo control, se obs ervd un as censo significativo en | a
absorbancia celular.

Alc abode7 2horasel TOQC fue au mentando s u a bsorbancia. D ichas

concentraciones se observan en la grafica y tabla correspondiente (Fig. 7).
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PBS DMEM Ohr 24 hr 48 hr 72 hr
Fibroblastos
PDL 0.253 0.403 0.105 0.517 0.567 0.572
TOQcC 0.254 0.389 0.59 0.56 0.48 0.512

e D

0.6

£

. /\ / ::Z:;ochlastos POL
ol Al

0.1 \/

0 T T T T T 1 b
\ PBS DMEM o 24 43 72 /

Fig. 7 ENSAYO DE PROLIFERACION CON MTT. a) Tabla comparativa de grupo control y grupo
experimental, b) Grafica comparativa de grupo control y grupo experimental.

4) INMUNOCITOQUIMICA

La inmunoexpresion de actina para fibroblastos PDL fue 109.68 (£29.11) UO, y
en c élulas de TOQC fue de 11 3.91 (£38.95) U O. La i nmunoexpresion de
Citoqueratina en fibroblastos dio como resultado una media de 140.99 (+23.71)
UO,lacuals e observanen!| a figura 8 a, c omparativamente s e obs ervd
expresion del TOQC, con una media de 173.58 (x29) UO, expresadaen| a
figura 8 B. La inmunoexpresion de v imentina en fibroblastos PDL indicé una
media de 144.34 (£15.95) UO, mientras que para TOQC fue de 167.41 (+38.39)
UO (Tabla 2, Fig. 8).
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Fig. 8 Analisis inmunocitoquimico a) y b) inmunoexpresion de actina en fibroblastos PDL y TOQC, c) y d)
inmunoexpresion de Citoqueratina en fibroblastos PDL y TOQC y e) y f) inmunoexpresion de vimentina en
fibroblastos PDL y TOQC. Microfotografias a 100x.

Tabla 2.Comparativo de niveles de inmunoexpresion de grupo control (Fibroblastos PDL) y grupo experimental

(TOQC).

Célula Actina Citoqueratina Vimentina
Media DE Media DE Media DE
LPD 109.68 29.11 140.99 23.71 134.44 15.95
TOQC 129.24 35.54 153.36 31.74 157.26 35.05

*Medicion a través del software Image), expresado en unidades dpticas (UO)
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13.DISCUSION
EI TOQC se caracterizd histolégicamente por presentar tejido 6seo vital en un
estroma de tejido fibroso laxo de aspecto mixoide, tejido hialinizadoy ar eas
paraqueratinizadas de aspecto quistico con presencia de células semejantes a
células fantasma. A si mismo s e o bservd presencia de epitelio similara un
ameloblastoma, dichas las caracteristicas anteriores concuerda con un articulo
publicado por Ledesma y colaboradores (2007) quienes s efialan que existen
cuatro clasificaciones para el TOQC, una de las cuales presenta una cavidad
quistica c on pr esencia de ¢ élulas fantasma y epi telio s emejante al de un
ameloblastoma®. Lo que concuerda c on el r esultado hi stopatolégico d el
diagnéstico de TOQC.
En este estudio se logré establecer una poblacién primaria estable de TOQC.
La técnica de explante primario, es un método desarrollado por Harrison en
1907, Carrel 1912, entre otros autores para la iniciacion de cultivos primarios’’
En este estudio, se establecié una poblacién primaria de TOQC lo cual ayudara
a explorarons usc aracteristicas ba sicas,t alesc omo pr oliferacion,
supervivencia, entre otras.
Al anal izar | os r esultados d e ¢ urvas de pr oliferacion o bservamos q ue | os
fibroblastos de | igamento periodontal, pr esentaron u na mayor pr oliferacion
comparado al as c élulas pr imarias del TOQC. E sta ¢ onducta puede s er
derivada de u na m ayor ad aptacion al c ultivo c elular, o cual s e obs ervé al
presentar un aumento exponencial de las células de ligamento desde las 24
horas, estabilizando su crecimiento a las 48 hrs, comparado con el TOQC que
presentd un descenso de su actividad celular, restaurandola hasta las 72 horas.
En un estudio similar, Hope M Amm y colaboradores® analizaron el Tumor
Odontogénico Epitelial Calcificante ( TOEC), obs ervandoq uel at asad e
crecimiento celular s e establecié a | os siete dias, el cual nos da referencias
similares al cultivo primario del TOQC, es decir, nuestros datos sugieren que el
nivel de crecimiento celular se estabiliza es en periodos mas largos de tiempo.
El analisis de Inmunocitoquimica reporto niveles de expresion para actina muy
similares tanto para fibroblastos de ligamento periodontal como para las células

primarias de TOQC. Como se sabe, la Actina es una proteina constitutiva del
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citoesqueleto, su ex presion es b asica para la morfologia celular. Los niveles
similares nos sugieren que existieron condiciones de cultivo homogéneas para
ambas |ineas celulares, que no afectan |a viabilidad o i nducen una conducta
aberrante o di ferente. P or otro I ado, | a ex presion de C itoqueratina AE1/AE3
mostro ser levemente mayor en células de TOQC, sugiriendo presencia de un
linaje epitelial, esto puede ser valido a nivel de explante y cultivo primario, ya
que nos habla de una poblacion heterogénea a esta etapa del cultivo primario.
El articulo reportado por Hope M. Amm? nos sefiala que la inmunoexpresion
de dos tipos de Citoqueratinas fueron ampliamente (CK 14 y CK17) expresados
en el TOEC, ya que estas forman parte de células epiteliales, demostrando que
es un componente basico de tumores epiteliales tales como el TOQC y otros
tumores odontogénicos. El estudio de otros autores como Rodrigues Fregnani
y colaboradores,? mencionan que la inmunoexpresion de citoqueratinas de alto
y bajo peso molecular en cortes histologicos observaron inmunoexpresion en el
epitelio de revestimiento de los tumores odontogénicos y su débil positividad o
negatividad en células fantasma, sugieren que el TOQC es una aberracion del
desarrollo dental normal. Para poder clarificar silas células aisladas en este
estudio pertenecen a células epiteliales o bien células fantasmas, se requiere
analisis mas profundos, quiza hasta analisis genéticos.

La vimentinaes unade | as pr oteinas fibrosas q ue forman | os filamentos
intermedios del citoesqueleto intracelular, br inda s oporte a o rganelos, y es

usada c omo m arcador en ¢ iertos t umores. L a ex presion de vimentina en
células de TOQC fue |levemente mayor que en los fibroblastos de ligamento
periodontal, sin embargo, no podemos considerarla como c oncluyente h asta
analizar cual es el papel de este marcador en la conducta celular, o si solo es
una proteina c onstituyente del citoesqueleto. No obstante, s u presencia nos
confirma que las células cultivadas aun conservan caracteristicas propias del
tumor, y a que | a al ta i nmunoexpresion d e | a citoqueratinas y vimentina, e s
localizada con mayor frecuencia en c élulas que forman parte del epitelio de
revestimiento e n cavidades quisticas, asi como en algunos casos en c élulas

fantasmas.?*
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14.CONCLUSIONES

En b ase a | os r esultados obtenidos po demos ¢ oncluir g ue es pos ible la

generacion de | ineas c elulares pr imarias es tables derivadas de t umores
odontogénicos como el TOQC. El analisis de proliferacion siguiere que este tipo
celular presenta periodos de t iempo mas prolongados para su adaptacion, lo
cual es compatible con sus caracteristicas clinicas asi como con otros tipos de
tumores od ontogénicos. S e comprueba q ue | as c élulas pr esenta un | inaje
epitelial al obs ervarl ai nmunoexpresion de ¢ itoqueratinas A E1/AES,
conservando caracteristicas de nor malidad a conservar la expresion de o tros
marcadores c omo | a ac tinay v imentina, es ta ul tima ex presada de forma
importante en los epitelios tumorales.

El es tablecimiento de una po blacién primaria en el Tumor O dontogénico
Calcificante s eria ut il par a c omprender el per fil, ¢ omportamiento c elular y
caracteristicas fenotipicas, los cuales son fundamentales para el desarrollo en

nuevas terapias.
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15.ANEXOS
DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA BIOPSIA
OSEA O DE PARTES BLANDAS =~ _ IA

Usted tiene derecho'a conocer el procedifiento al que va a ser ;nm,gdo ; e’
; y las complicaciones mas

entes que ocurren. Este documento intenta explicarie todas estas cuestiones; Iéaio
atentamente y consulte con su médico todas las dudas que se le planteen.

Le recordamos que, por imperativa legal, tendr que firma 0 su representan
o persona vinculada de hecho, el Conse ; i ane : B legel (amia

Dricecmientoratamisnto ' ntimiento Informado para que podamos realizarle dicho
-PACIENTE !

\_’0. e : J— e oS
de edad_. Historia o - con domicilio en

ol % " 0 L @

REPRESENTANTE LEGAL, FAMILIAR 0 PERSONA VINCULADA DE HECHO
Ya iheipnne B de afios

...............................................................................................................

vy @ p_élidad de

rereeeeenee@] paciente.(Representante legal. familiar o persona vinculada)

DECLARO o i

Que el Dr.fla Dra.... 4w s R L ememjmsssssmssmesniis e
me ha ekpiicado que es conveniente proceder, en mi situacién, a realizar el :
procedimiento/tratamiento quirrgico de biopsia 6sea o de partes blandas y he laido esta
informacién que me ha entregado. :

PREOPERATORIO

' 1 ticas, como analitica,
1.Antes de la cirugia ser4 necesario realizarie algunas pruebas diagndsticas,
radiografias o ele(g:trmrdiograma. También le Indicaremas desde qué hora debe permanecer en
ayunas.
2? Ei'propésito principal de la intervencion consiste en el eatuglo anatomopatoléglco,
inmunchistoquimico, bacterlologlcg ylo cl‘;?gekr!louco de |a leslon.
“3.Lai icién puede precisar de anestes .
.3, t; 5?-.:::?;21.3“ gonsi.gz en la obtencién de una muestra, parcial o global, de la lesion, blen
* mediante puncion, o practicando una incisién.
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