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1. RESUMEN

El odontoma es un tumor odontogénico tipo hamartoma, clasificado en compuesto y complejo. Su
etiologia es desconocida asociada a mutaciones genéticas, sindromes y hasta traumatismos. El
objetivo de este trabajo es la obtencién y caracterizacién inmunocitoquimico de una linea celular
estable de odontoma compuesto y complejo. MATERIALES Y METODOS: Se obtuvieron dos
muestras de pacientes adultos uno con diagnéstico de odontoma compuesto y otro de complejo
gue acudieron a la Clinica de Patologia y Medicina Bucal de la DEPEI de la Facultad de Odontologia.
Se realizd cultivos primarios para obtener la linea celular estable para determinar su crecimiento
celular e inmunofenotipo (actina; sc-8432, CK 1/3; sc-81714, vimentina sc-32322, Sox2 sc-365823 y
NGFRp75 sc-365823) a través del ensayo MTT e inmunocitoquimica. Se obtuvo la media y
desviacion estandar. Se empleo células de ligamento periodontal como control. RESULTADOS: Se
obtuvieron una linea celular estables tanto de odontoma compuesto como de complejo. En sus
analisis de crecimiento por MTT se comprobd que el odontoma compuesto presento mayor
proliferacién. Al realizar la inmunocitoquimica observamos que el odontoma compuesto presentd
mayor expresién de actina, CK1-3 y vimentina, mientras que en el odontoma complejo predomind
la expresion de Sox2 y NGFRp75. CONCLUSION: En base a nuestros resultados podemos concluir
que las lineas celulares primarias de odontoma compuesto y complejo son viables, observando
mayor viabilidad en las células derivadas del compuesto. El perfil inmuocitoquimico siguiere que
las células de odontoma compuesto tienen un linaje ectomesenquimal y las células de odontoma

complejo mayoritariamente ectodérmico con mayor proporcién de células madre.



2. INTRODUCCION

Los odontomas son considerados un tumor odontogénico con caracteristicas de hamartoma,
debido a su cualidad de presentar tanto células ectodérmicas como mesenquimales, tales como
ameloblastos, odontoblastos, cementoblastos y fibroblastos, las cuales cuentan con la capacidad
de generar tejidos mineralizados como esmalte, dentina y cemento ya sea en una forma ordenada
o desordenada. Su estudio como entidad patolégica cuenta con una complicacién compartida por
otros tumores odontogénicos, esta complicacion es el desconocimiento de su mecanismo de su
formacién o patogenia. Esta dificultad se puede solucionar si se emplea una estrategia in vitro o in
vivo, sin embargo, estos modelos experimentales son carentes o limitados. Ciertos modelos
animales en murinos (ratones) han sido postulados, sin embargo, las diferencias en los tipos y
modelo de denticién difiodoncia de los humanos contra la hipsodoncia de los roedores genera
dudas, por lo cual otra alternativa viable es la generacion de lineas celulares estables con las
caracteristicas clonogénicas y de diferenciacion propias para un odontoma humano. En el
laboratorio de Patologia Bucal de la Divisién de estudios de Posgrado e Investigacion (DEPel), la
captacidon y concentracién de odontomas representa del 45 a 30% de todos los tumores
odontogénicos, lo cual lo convierte en unos de los tumores mas frecuentes. El investigar al
odontoma no solo se justifica en base a su prevalencia, sino también a lo que ya se menciono, esto
es la falta de conocimiento de cual fue su origen o subtipificacion a compuesto o complejo. La
posibilidad de comprender el desarrollo y obtener materia prima para el estudio de su patogenia,
coloca al odontoma como tdépico de investigacion dentro de la biologia y patologia bucal. En este
estudio se analizard la conducta en relacién a proliferacién y inmunoexpresion comparando al

odontoma compuesto y complejo.



3. MARCO TEORICO
3.1. Odontogénesis

La odontogénesis o formacion de los dientes estd regulada por las interacciones epitelio-
mesenquimales.»? En la actualidad, este proceso es considerado un modelo importante en la
investigacion por sus alcances en la regeneracion tisular. El proceso de odontogénesis en el
humano comienza a partir del establecimiento de la ldmina dental derivada del epitelio bucal
embrionario a través de su proliferacion e invaginacién 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 de casquete, las
células se multiplican agrandando dicha estructura y diferenciando células del ectomesenquima y
papila dental. En la tercera etapa o de campana se establecen patrones morfolédgicos de cuspides y
la diferenciacién del 6rgano del esmalte (epitelio externo, interno, reticulo estrellado y estrato
intermedio). El 6rgano del esmalte da lugar a la formacion del esmalte e induce la diferenciacion
de odontoblastos y formacion de dentina. Posteriormente se forma un foliculo dental maduro que
participa en la erupcion dental, mientras que la raiz se formard a partir de la vaina epitelial de
Hertwig por la diferenciacion de cementoblastos y produccién de dentina a partir de los

odontoblastos.?

Cada tejido dental mineralizado difiere en su composicidon orgdnica e inorganica asi como en las
vias moleculares implicadas. Actualmente se sabe que el TGFB, FGF y las vias de sefializacion Shh y
Wnt son necesarias en distintas ocasiones para el desarrollo del diente y que su supresion da
como resultado un frenado del desarrollo dental.>* El esmalte es formado principalmente por dos
etapas. La etapa 1 o de secrecidn es cuando el grosor del esmalte alcanza su maxima formacién, la
etapa 2 o de maduracién es cuando el material organico del esmalte es remplazado por cristales

de hidroxiapatita.®

Los ameloblastos son células especializadas responsables de formar el esmalte, como ya se
menciono existen vias moleculares encargadas de la formacidon de este tejido. Actualmente se
considera que los ciclos circadianos y ciertos génes y moléculas como la melatonina, enamelina,
per2 y amelogenina, son participantes en la formacién de las estrias de Retzius y cruzadas, las

cuales indican el desarrollo y maduracién del esmalte.”



En la dentina al igual que el esmalte estd regulada por el ciclo circadiano. Se conoce que la
colagena es secretada como maximo 2 veces por dia, en la mafiana y en la noche, no obstante, se
desconoce si el cemento y el ligamento periodontotal son regulados por el ciclo circadiano ya que

no hay evidencia que vincule la formacion de estos tejidos.®

Se ha comprobado que algunas patologias derivan del aparato de la odontogénesis y de los restos
de Malassez, Serres y érgano reducido del esmalte. Este es el caso de los tumores odontogénicos,

que pueden estar dentro de las patologias de origen embrionario.’

Imagen (1): odontogénesis embrionaria. A: etapa de yema, B: etapa de casquete, C: etapa de campana, D:
etapa de foliculo maduro. Fuente (www.pubmed.com), odontogenesis, embriologia dentaria.

3.2 Tumores Odontogénicos

Los dientes pueden presentar alteraciones de tamafio, numero, forma y estructura, asi como
desarrollar anomalias tumorales o neoplasicas. Los tumores odontogénicos son quizad los mas
importantes respecto a las repercusiones en la calidad de vida de un paciente, ya que su presencia
no solo afecta al diente sino también a los macizos dseos del maxilar y mandibula, sitios donde se

lleva a cabo la odontogénesis.®




3.2.1 Definicidn y Etiologia

Los tumores odontogénicos son un grupo de lesiones que surgen de los tejidos dentales y que
pueden ir desde hamartomas a proliferaciones de tejido no neopldsico, neoplasias benignas,
tumores malignos con potencial metastdsico. Estos se pueden formar por células epiteliales y
mesenquimales y por elementos de origen embrionario asociado a la odontogenesis, es decir,

pueden derivar de restos de Malassez, Serres y érgano reducido del esmalte.”

3.2.2 Clasificacion y epidemiologia

Los tumores odontogénicos son un grupo de lesiones que derivan de los tejidos que forman al
diente. Estos solamente se presentan en maxila y mandibula y representan una situacion
patolégica donde el epitelio primario puede ser localizado dentro de hueso. Como ya se ha
mencionado este tipo de tumores son raros, lo cual dificulta su diagnostico al ser poco familiares.
La clasificacién histoldgica de tumores odontogénicos incluye mas de 30 entidades, pero pueden
existir variaciones complicando un poco mas esta clasificacion. Esta clasificacion esta basada
primariamente en su conducta (benigna o maligna), y después sobre su histomorfogénesis de la
lesién. Como grupo, estos son derivados del epitelio, ectomesénquima y tejido mesénquimal la
cual parte del aparato odontogénico. Estos tumores estan divididos en lesiones derivadas solo del
epitelio odontogénico, tumores derivados del mesénquima odontogénicos y algunos que estan
compuestos por ambos. Se considera que su apariencia y su clasificacién depende del grado de
interaccion de los componentes epiteliales y mesenquimales, ya que a menudo se refiere que
existe un cambio inductivo que resulta en un grado de citodiferenciacion que recapitula las

estructuras normales del aparato odontogénico o del érgano del esmalte.®’

La Organizacion Mundial para la Salud (OMS o WHO, por sus siglas en ingles) ha postulado la
clasificacion mas reciente (en el afio 2005) para los tumores odontogénicos, fundamentada en sus

caracteristicas histoldgicas.®’



Tabla 1.Clasificacién de los tumores odontogénicos mas comunes. OMS(Basada en la clasificacién de 2005)

-TUMORES BENIGNOS

Derivados del epitelio odontogénico:
Ameloblastoma
Tumor odontogénico escamoso
Tumor odontogénico epitelial calcificante
Tumor odontogénico adenomatoide

Queratoquiste odontogénico

Derivados del epitelio odontogénico y mesenquimatoso
Fibroma ameloblastico
Odontomas compuesto y complejo

Quiste odontogénico calsificante

Derivados del mesenquima odontogénico
Fibroma odontogénico
Mixoma odontogénico
Cementoblastoma
-TUMORES MALIGNOS
Carcinomas odontogénicos
Ameloblastoma maligno
Carcinoma de células escamosas intraoseo primario
Carcinoma odontogénico de células claras

Carcinoma odontogénico de células fantasma

-Sarcomas odontogénicos

Fibrosarcoma ameloblastico

Tomada de: Richard CK, Diagnostic Histopathology, 2009.

Los tumores odontogénicos son relativamente raros. Diferentes instituciones han reportado
distintas frecuencia, por ejemplo el departamento de patologia oral y maxilofacial de la

universidad de Sheffield indica que estos tumores representan el 1% de todas las lesiones,




estimando una incidencia de menos de 0.5 casos por cada 100 000 por afo. Ellos mismo reportan
que las lesiones intraoseas mas frecuentes son los quistes odontogénicos. En general se considera
que la frecuencia de los tumores odontogénicos varia de pais a pais, pero en los paises
occidentales, el odontoma es el mas comun, representando alrededor del 70'% del total.” Este
variabilidad puede observase en algunos paises, donde el tumor odontogénico mas frecuente es el
ameloblastoma solido multiquistico (Hong Kong, Japon, Zimbabue y Nigeria), mientras que en
otros (Estados Unidos de América, Brasil y Canada) el tumor mas frecuente es el odontoma, estas
diferencias radican en los tipos de centros de concentracién para cada regién.>® En México, se ha
reportado la prevalencia de los tumores odontogénicos, considerando al odontoma como el mas
frecuente, seguido por ameloblastomas, mixomas, tumores odontogénicos adenomatoides vy

quistes odontogénicos calcificantes.®

Imagen (3). Ej de tumor odontogénico. Odontoma complejo. Fuente www.pubmed.com (odontomas)

3.2.3. Odontoma

El término odontoma se refiere a un tumor benigno de origen odontogénico de caracter mixto,
formado por células epiteliales y mesenquimales que se caracteriza por su crecimiento lento e
indoloro. Es un hamartoma de tejido odontogénico formado por tejido epitelial y mesenquimatoso
con diferentes subtipos que presenta tejidos y formaciones dentales deficientes asi como esmalte,

dentina y cemento rodeados de tejido conectivo laxo.®’
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El odontoma segln la OMS se clasifica segln por su composicion y localizacién en compuesto y
complejo. El odontoma compuesto se encuentra rodeado de un saco de células mesenquimatosas
la cual hace formaciones de denticulos con una composicién ordenada en el maxilar entre lateral y
canino. El odontoma complejo es un tipo de tumor como una malformacidon (hamartoma) en

esmalte y dentina y en ocasiones en cemento.®’

En las causas consideradas como responsables del desarrollo del odontoma se encuentran los
traumatismos, infeccién, sindrome de Down, sindrome de Gardner, hiperactividad odontoblastica
0 mutaciéon genética espontdnea.’ lda-Yonemochi y Cols. consideran a la alteracién de la
interaccion epitelio-mesénquima como responsable, es decir, fallas en la comunicacién entre el
hueso alveolar y el foliculo dental al observar que ratones con osteopetrosis desarrollaban

estructuras similares a odontomas.*°

3.2.3.1 Epidemiologia del odontoma

En México, datos del laboratorio de patologia bucal de la DEPEI, de la facutlad de odontologia de
la UNAM sobre su prevalencia confirman la constancia del odontoma, ya que en 1981-2004

represento el 45% y del 2005 al 2007 el 30.8% de todos los tumores odontogénicos.!!

3.2.3.2 Caracteristicas Clinicas

Sus caracteristicas clinicas son lesiones de diversos tamafos, estos tumores pueden ir de
milimetros hasta alcanzar dimensiones considerables. Usualmente son asintomaticos y pueden ser
diagnosticados accidentalmente durante los exdmenes radiograficos de rutina. Pueden causar
retencién, infeccién, impactacion y retardo de la erupcidn de la denticidn. En casos de aumento de

tamafio tumoral se produce una expansidn de corticales y la tumoracidn resulta palpable. 1213

Clinicamente los odontomas se pueden observar como un aumento de volumen dependiendo de
la localizacién, pero su caracteristica mas comun de los odontomas es la retencidn de dientes
permanentes, es decir; el odontoma compuesto puede hacer notar la ausencia clinica de lateral y
canino de dientes permanentes ya que se encuentran retenidos en el hueso. Estos dientes son los
mas comunes ya que es la zona anatdmica mas frecuente de aparicién del odontoma compuesto.
El odontoma complejo por su formacién desordenada tiene un crecimiento muy notable la cual se
puede apreciar clinicamente ademds de hacer notar la ausencia de los molares ya que su

formacién cominmente ocurre en la parte posterior de la mandibula. 1314
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3.2.3.3 Caracteristicas Imagenolégicas

La imagenologia es un auxiliar de diagndstico esencial para los odontomas por su caracteristica de
ser completamente asintomdticos y de crecimiento lento. Los odontomas normalmente se
descubren por medio de una radiografia convencional y de rutina y por lo general es por la

ausencia clinica de los dientes en la zona afectada.

El odontoma presenta diferentes caracteristicas seguin el estudio que se esté utilizando para
complementar un diagndstico. Esto nos permitird ser precisos y postular un plan de tratamiento

oportuno y detallado. *°

Radiograficamente el odontoma compuesto presenta un halo radiollcido que es el saco de células

mesenquimatosas la cual esta rodeando a los denticulos que forman la patologia.

El odontoma compuesto se observa como una imagen mixta con multiples radiopacidades que
adoptan una configuracion similar a dientes (denticulos), rodeados por un halo radiolucido.
Pueden contener pocas (2 o 3) o muchas (20 a 30) estructuras similares a dientes. Mientras que el
odontoma complejo se observa como una masa radiopaca irregular, Unica o multiple, con un halo
radioltcido. Las lesiones son uniloculares y estan separadas del hueso normal por una linea nitida

de corticacidn. No aparecen estructuras con aspecto de diente. *°
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Imagen (4). Odontoma compuesto formado entre raices
lateral y canino. Fuente directa.

dientes temporales

Las radiografias periapicales son para ver con precisidn y exclusivamente la zona afectada por el

odontoma.®®

Imagen (5). Radiografias periapicales de odontoma compuesto. Fuente
directa.
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El odontoma complejo radiograficamente presenta un halo radiollcido la cual rodea la patologia

en forma de masa radiopaca desordenada y generalmente en la parte posterior de la mandibula.?®

Imagen (6). Radiografia panoramica de odontoma complejo. Fuente
directa.

La tomografia computarizada (TC) nos puede dar una mayor precision al realizar la construccion
de los cortes en 3D para saber que tan afectada esta la zona y si hay mas tejidos y dientes
adyacentes afectados en donde se encuentra el odontoma, ademas que nos permite planear un

acto quirdrgico correcto.?

Imagen (7). Tomografia de odontoma compuesto. Fuente directa. 14



3.2.3.4 Caracteristicas Histoldgicas

Histolégicamente estan compuestos por varias formaciones de tejido dentario entre los cuales
encontramos esmalte, dentina, cemento y a veces pulpa. Suelen estar localizados entre las raices

de los dientes erupcionados, entre la denticidn temporal y permanente.

Histolégicamente en odontomas complejos maduros la cdpsula de tejido blando consiste en un
tejido conectivo laxo que contiene hebras o islas de epitelio odontogénico. En odontomas
complejos en desarrollo la parte exterior consta de una zona rica de células de tejido blando con la
formaciéon de dentina y esmalte, no se asemeja a la morfologia del diente. La lesién puede
aparecer como una masa de dentina tubular primaria que encierra estructuras circulares u ovales
con espacios vacios de esmalte descalcificado maduro, matriz del esmalte, epitelio y tejido
conectivo. La estructura del tejido dental duro puede variar. El cemento es escaso y la pulpa suele
mostrar finas ramificaciones, con lo que la tumoracidn aparece perforada por pequefias ramas de

la pulpa que producen una imagen esponjosa. °

Los odontomas compuestos se componen esencialmente de los tejidos dentales maduros como el
esmalte, dentina, cemento y tejido pulpar conformando denticulos. La mayor parte del tumor
consiste en dentina que es normal en apariencia. Hay una cdpsula fibrosa y una pequeiia cantidad
de tejido de soporte fibroso. En esta capsula se puede observar la presencia de “células fantasma”.
Los odontomas compuestos en desarrollo muestran varios gérmenes dentales dismérficos en un
tejido conectivo laxo texturizado con cordones e islas de epitelio odontogénico, gran parte de la

matriz de esmalte se conserva a pesar de descalcificacion. ®

Particularmente el odontoma compuesto se observa con secciones de desarrollo inmaduro, que
muestran la deformacién de los gérmenes dentarios. En la textura del tejido conectivo se observan
cuerdas e islas de epitelio odontogénico. Gran parte de la matriz de esmalte se conserva a pesar

de su descalcificacién.®
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Imagen (8a). Histologia de odontoma compuesto,
donde se puede observar la formacién de matriz de
esmalte, dentina y cemento. Fuente directa.

Imagen (8b). Histologia de
odontoma complejo. Fuente idrecta.

3.2.3.5 Pronéstico y Tratamiento

El diagnéstico oportuno del odontoma nos llevara a un prondstico favorable para el paciente ya
que depende de la etapa de crecimiento, edad y condicidn en la que se encuentre el paciente.

Normalmente los odontomas se descubren en la segunda década de la vida por las retenciones
dentales que presentan las zonas afectadas. Por lo tanto la enucleacién quirdrgica debe ser
planeada correctamente para no afectar el crecimiento y desarrollo del paciente. Posterior a la
enucleacion se lleva a cabo la fase de mantenimiento que es sumamente importante, ya que en
ella se lleva a cabo la remocidén de placa, pulidos dentales y educacién en la higiene dental para

poder preservar los tejidos lo mas sanos posible para continuar con el tratamiento ortoddntico.

Posteriormente se hace un estudio de ortopedia maxilar en la cual se planea un tratamiento
ortopédico para poder reacomodar las piezas dentales para que el paciente tenga un crecimiento

y desarrollo adecuado.

16



Imagen (10). Tratamiento ortoddntico posterior ala
enucleacion de odontoma compuesto en paciente de
masculino de 10 anos de edad. Fuente directa.
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3.3 Cultivo celular primario

El cultivo celular es el proceso mediante el cual las células son cultivadas en medios controlados,
las cuales se mantienen a una apropiada temperatura y mezcla de gases (habitualmente 37°C, 5%
CO2 y 95% 0,) en un incubadora celular. Las condiciones de cultivo varian ampliamente para cada
tipo celular y la variacién de las condiciones para un tipo celular concreto puede dar lugar a la

expresion de diferentes fenotipos.'®

Los cultivos celulares primarios imitan el estado fisioldgico de las células in vivo y generan datos
pertinentes que representan los sistemas vivos. Los cultivos primarios se componen de células que
han sido recién derivados de un organismo vivo y se mantienen para el crecimiento in vitro. Las
células primarias se pueden clasificar de acuerdo con el género, asi como por especie o tipo de
tejido. Los tipos de células que se encuentran mas frecuentemente en cultivo de células primarias
son células epiteliales, fibroblastos, queratinocitos, melanocitos, células endoteliales, células
musculares, células hematopoyéticas y mesenquimales. Las células pueden aislarse a partir de
sangre completa, érganos (higado, corazén, rifidn, etc.) u organismos completos. Debe recalcarse
que cada tejido, drgano u organismo presenta sus propios problemas particulares, por lo que para

cada procedencia se debe disefiar un método de aislamiento. ®

Imagen (11). Cultivo celular. Fuente. www.pubmed.com
(primary culture).
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Una vez adaptado a condiciones de cultivo in vitro, las células primarias se someten a un nimero
de divisiones celulares antes de entrar en senescencia. El numero de veces que un cultivo celular
primario puede ser pasado es minimo debido al limite de Hayflick, los requerimientos
nutricionales, condiciones de cultivo y la experiencia con la que se manipulan y se subcultivaron.
En contraste, las lineas celulares que se han inmortalizado suelen someterse a la divisidn celular
ilimitada y tienen un infinito esperanza de vida. Los cultivos celulares primarios son cominmente
utilizados como herramientas in vitro en la investigacion preclinca y biolégica, asi como los

estudios de comunicacion inter e intracelular.

El aislamiento y purificacion de células de sangre periférica se puede conseguir facilmente por
centrifugacién diferencial o mediante clasificacién positiva utilizando bolas magnéticas. Por otro
lado, el aislamiento de una poblacidn pura de células a partir de tejido primario es a menudo dificil

de realizar, ya que dependerd de las necesidades de cada tipo celular.®

Imagen (13). Incubacién de pases de células
primarias.

Imagen (12). Aislamiento de células primarias
y pases de crecimiento.

19



Las células primarias, son dependientes de anclaje, lo que significa que requieren una superficie
con el fin de crecer adecuadamente in vitro. En la mayoria de los casos, las células primarias son
cultivadas en un recipiente plano de plastico no-revestido lo que puede aumentar en gran medida
el area de superficie. Se puede utilizar un medio de cultivo celular completo y compuesto por un
medio basal suplementado con factores de crecimiento y citoquinas. Durante el establecimiento
de cultivos primarios puede ser util incluir un antibiético en el medio de crecimiento para inhibir Ia
contaminacidn. Estos pueden incluir una mezcla de gentamicina, penicilina, estreptomicina y
anfotericina. Sin embargo, no se aconseja el uso a largo plazo de antibidticos, ya que algunos

reactivos, tales como anfotericina B, pueden ser toxicos para las células con el tiempo.

La fase de mantenimiento comienza cuando las células se han unido a la superficie de la placa de

cultivo. Por lo general ocurre alrededor de 24 horas después del inicio del cultivo.

Cuando las células han alcanzado el porcentaje deseado de confluencia celular y estan
proliferando activamente, es el momento de hacer un subcultivo. La confluencia celular se refiere
al porcentaje del recipiente de cultivo habitado por células unidas. Por ejemplo: 100% de
confluencia celular significa que el drea de superficie estd completamente cubierta por las células,
mientras que el 50% de confluencia significa que mas o menos la mitad de la superficie estd
cubierta. Es un pardmetro importante para realizar un seguimiento y evaluar en cultivos celulares
primarios porque los diferentes tipos de células requieren diferentes puntos finales de

confluencia, momento en el que hay que subcultivar.

20



4. DESARROLLO DE LINEAS CELULARES EN TUMORES ODONTOGENICOS

Se ha postulado la generacidn de lineas celulares estables derivadas del odontoma como una
alternativa para la investigaciéon tanto de la odontogénesis como del desarrollo de tumores.
Hatano y Cols. reportaron la obtencién de una linea de células mesenquimales morfolégicamente
similares a fibroblastos derivados de un odontoma, las cuales presentaban una alta actividad de
telomerasa, permitiéndoles una tasa de duplicacién constante. A partir de subcultivos y seleccidon
de poblaciones celulares estables se determind que estas células presentaban caracteristicas
osteogénicas y odontogénicas con capacidad de regenerar tejidos mineralizados asi como inducir
la formacién de predentina.’’*® Estas células cuentan con propiedades para la formaciéon de
predentina, lo cual, puede ser consecuencia de la expresion de Wnt-1 y B-catenina, moléculas
implicadas en el desarrollo de los dientes normales, formacion de los dientes supernumerarios o
regeneracion de dientes permanentes en roedores.'®?® No obstante, una limitante de estos
estudios fue la obtencion particular de células mesenquimales, cuando el odontoma podria
ofrecer células de linaje ectodérmico, es decir células con potencial ameloblastico, las células
responsables de la formacidn de esmalte, tejido que aun representa un reto y anhelo en el area de
la regeneracidn tisular. Si explotamos este potencial de celularidad y mineralizacion a través de la
obtencidn de una linea celular estable caracterizando su genoma o proteoma podremos alcanzar

la comprension de las bases asi como aplicarla en beneficio de la regeneracion tisular.?-2

Sox comprenden una familia de genes que estan relacionados con el sexo de los mamiferos. Estos
genes contienen de manera similar secuencias que codifican para el dominio HMG-box, que es
responsable de la actividad de union al ADN especifica de secuencia. Genes Sox codifican
reguladores transcripcionales implicados en la decisidn del destino celular durante el desarrollo y

el control de los diversos procesos de desarrollo.?’

Las citoqueratinas comprenden un grupo diverso de proteinas de filamentos intermedios que se
expresan como pares en tanto tejido epitelial queratinizado y no queratinizado. Las citoqueratinas
juegan un papel critico en la diferenciacion y el tejido especializado funciona para mantener la
integridad estructural de las células epiteliales. Las citoqueratinas se han encontrado para ser
marcadores Utiles de la diferenciacién del tejido epitelial que es directamente aplicable a la

caracterizacion de tumores malignos.?®
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Los filamentos intermedios del citoesqueleto constituyen un grupo diverso de proteinas que se
expresan de una manera altamente especifica de tejido. Los filamentos intermedios se construyen
a partir de dos cadenas, a-helicoidal, las moléculas de doble arrollamiento dispuesto en un
enrejado helicoidal imperfecta y han sido ampliamente utilizados como marcadores para distinguir
tipos de células individuales dentro de un tejido y la identificacidn de los origenes de los tumores
metastasicos. Una de estas proteinas de filamentos intermedios, vimentina, es un marcador

general de las células originarias del mesénquima.?®

Todas las células eucaridticas expresan actina, que a menudo constituye tanto como 50% de la
proteina celular total. Los filamentos de actina pueden formar estructuras tanto estables y labiles
y son componentes cruciales de microvellosidades y el aparato contractil de las células
musculares. Mientras que los eucariotas inferiores, tales como levaduras, sdélo tienen un gen de
actina, eucariotas superiores tienen varias isoformas codificadas por una familia de genes. Al
menos seis tipos de actina estan presentes en tejidos de mamiferos y se dividen en tres clases.
expresién a actina se limita a varios tipos de musculo, mientras que B y y son los constituyentes

principales de filamentos en otros tejidos.3°

Un marcador de reciente investigacion es el NGFRp75, su fosforilacién de tirosina de Trk por su
ligando NGF es rapido, especifico y se produce con cantidades picomolares del factor, lo que indica
que la respuesta esta mediada por cantidades fisioldgicas de NGF, lo que sugiere participa en el
mecanismo de transduccién de sefial primaria de NGF. Su presencia se ha asociado con células

madre ectodérmicas.3!

Estos marcadores han sido reportados para el analisis de ameloblastoma, tumor queratoquistico y
tumor odontogénico epitelial calcificante; sin embargo su analisis en odontomas compuesto y

complejo aun no existe reporte.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los tumores odontogénicos son neoplasias que se desarrollan en la mandibula o en el maxilar,
originadas por tejido epitelial-mesénquimal. La gran mayoria son benignos y solo 5% presentan
caracteristicas malignas. Los odontomas son considerados como los mas frecuentes. Se considera
que los odontomas compuestos son los que tienen una mayor prevalencia frente al de los
complejos. Sin embargo, el por que existe un desarrollo de estas dos entidades es controversial.
¢Cual es el motivo por el cual se puede estructurar denticulos y por qué en otras circunstancias se
desarrolla de forma amorfa? La respuesta se haya dentro de la misma patologia, es decir, si se
logra analizar su componente celular se podria clarificar esta incdgnita. Sin embargo, hasta la
fecha el numero de investigaciones sobre su composicion y conducta celular son reducidas e
incipientes. Lo cual nos sugiere que es un tema importante en la comprensién del desarrollo de

este y otros tumores odontogénicos.
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6. JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

La odontogénesis y sus alteraciones son temas complejos. Las investigaciones sobre el desarrollo
de tumores odontogénicos han cubierto el aspecto histopatolégico y en afos recientes se han
enfocado a la investigacién sobre cambios celulares, moleculares y genéticos. Para el odontoma
no existe excepcion. La obtencién de lineas celulares primarias de tumores odontogénicos tiene
como finalidad el poder analizar su conducta a nivel celular, generar la materia prima suficiente
para poder realizar los andlisis moleculares y génicos subsecuentes necesarios. Por lo cual esta
estrategia beneficia en gran medida al estudio de la patogenia del odontoma. La cuestién principal
seria saber porque existen dos tipos de odontomas (compuesto y complejo) y que diferencia
celular y/o molecular existe entre las células derivadas de estas entidades. El analizar la
proliferacién y expresion inmunohistoquimica de lineas celulares primarias de odontomas
compuestos y complejo tendrd como propdsito presentar que diferencias existen entre estos dos

subtipos.
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7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo general

Obtencién y caracterizacidon del potencial proliferativo y perfil inmunocitoquimico de una linea

celular estable de odontoma compuesto y complejo.

7.2 Objetivos especificos

Objetivo 1. Obtener una linea celular estable derivada del cultivo primario de odontoma

compuesto y complejo.

Objetivo 2. Determinar el potencial de proliferacion de células de lineas celulares estables

derivadas de odontomas compuestos y complejos.

Objetivo 3. Determinar el perfil inmunocitoquimico de células de lineas celulares estables

derivadas del cultivo primario de odontomas compuestos y complejos.
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8. HIPOTESIS

H;. Se obtendran células primarias estables derivadas de odontoma compuesto y complejo con

potencial de proliferacion y caracteristicas inmunofenotipicas diferentes.

H,. Se obtendran células primarias estables derivadas de odontoma compuesto y complejo con

potencial de proliferacidn y caracteristicas inmunofenotipicas similares.

Ho. No se obtendran células primarias del odontoma compuesto y complejo.
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9. VARIABLES

9.1 Dependientes

o Tiempo de cultivo

o Densidad celular de cultivo

9.2 Independientes

o Inmunofendtipo

o Proliferacién celular
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10. DESCRIPCION DE VARIABLES

Nombre de variable

Tipo de variable

Cualitativa o cuantitativa.

Definicién conceptual

Definicién operativa ¢Como lo

mido?

Tiempo de cultivo

Cuantitativa

Periodo en el cual, las

células fueron
sometidas en
condiciones y

concentraciones de
cultivo apropiados en

escala temporal.

0, 24,48 y 72 Horas

Densidad celular de

cultivo

Cualitativa

Concentracion
especifica celular por

area.

Medicion a través de
hematocitémetro (miles

de células)

Proliferacién celular

Cuantitativa

Aumento del numero
de células como
resultado del
crecimiento y la

multiplicacion celular.

Andlisis a través del
ensayo MTT. Este ensayo
se basa en la reduccién
metabdlica del Bromuro
de 3-(4,5- dimetiltiazol-
2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
(MTT) realizada por la
enzima mitocondrial
succinatodeshidrogenasa
en un compuesto
coloreado de color azul
(formazan), permitiendo
determinar la
funcionabilidad

mitocondrial de las

células tratadas.

Inmunofendtipo

Cualitativa

Es la caracterizacion
de las células segun

los marcadores

Se determinara a través
de ensayo de

inmunocitoquimica. Las
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antigénicos.

técnicas de
inmunohistoquimica
(IHQ) permiten la
identificacion, sobre
muestras  tisulares o
citoldgicas, de
determinantes

antigénicos

caracteristicos de
distintas lineas de
diferenciacién y

funcionalismo celular.
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11. RECURSOS

Este proyecto fué financiado mediante el programa PAPIIT IN223414.

11.1 EQUIPO E INFRAESTRUCTURA

Los ensayos y experimentos fueron realizados en el laboratorio de Patologia Bucal Clinica y

Experimental, contando con los siguientes equipos:

Agitador Orbital (Sea star Modelo: Sea star)

Auto Clave (All American,Modelo25x, EU)

Bafio Maria (Thermo scientific Modelo 2242 EU)

Bascula analitica (Adam Modelo: 17250 EU)

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

Centrifuga Universal (Sorvall, Modelo: 750044, CHINA)

Incubadora (Queue, Stabil Therm Modelo: QWJ300TABB, EU)

Lector de Placas (Chro-Mate Awareness Tecnology INC Modelo: 4300, EU)

Microscopio invertido (ZEIZZ Modelo: 37881, EU)

Refrigerador (Cool lab Modelo 3767 Hertz, EU )

11.2 HUMANOS

Asesor de cultivo celular

Asesor de inmunocitoquimica
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12. MATERIALES Y METODOS

12.1 MATERIALES

Equipo de filtracion al vacio (Corning 500ml Bottle Top Filter, EU)

Filtro (Corning Incorporate, 25 mm Syring Filter 431222 Alemania)
Hematocitémetro (Sigma — Aldrich, Bright-Line E.U)

Cajas Petri 100mm

Pipetas 10 ml, 5 ml, 1ml (Exacta Cruz TM Tecnology, INC.CHINA)
Micropipetas 1pl,- 10ul, 10pl-100pl, 100ul- 1000ul (Exacta Cruz, Tecnology)
Placas de cultivo celular (Corning incorporate, EU)

Puntas para micropipeta de 10ul-100pl, 100ul- 1000ul (Bio Centrix, EU)
Tubos 15 ml (UltraCruz, Santa Cruz biotecnology)

Tubos 50 ml (UltraCruz, Santa Cruz Tecnology)

Tubos de criopreservacion

Tubos Ependorf

Probetas graduadas

Vasos de precipitado

Agua Desionizada

Solucién de albumina al 2%

Alcohol al 70%

Azul De Tripan
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Anticuerpos Primarios: actina (SC-8432), SMA (SC-53015), CK 1/3 (SC-81714), vimentina (SC-
32322), Sox2 (SC-365823) y NGFRp75 (SC-58567), son anticuerpos de SantaCruz Biotechnology,
CA.

Medio de cultivo DMEM with 4.5g/L Glucose y L-Glutamine, without Sodium Pyruvate (sc -224478

Santa Cruz Biotechnology)

Mouse/Rabbit immunodetector HRP/ DAB (BSB 0003, BIO SB. EU)

MTT (Vibrant MTT Molecular Porbes, Invitrogen, EU)

Peroxido de hidrogeno al 3%

Suero Fetal bovino 500ml (Gibco Life tecnologies LOT: 1606662 EU)

Solucién de PBS 1X, 10X

Tripsina 0.25%—EDTA 1X (Gibco Life tecnologies LOT: 1391607 EU)

Triton al 20%

12.2 METODOS

12.2.1 Espécimen/Muestra

Se tomé una muestra de tejido de pacientes con diagndstico de odontoma compuesto y complejo
(uno para cada subtipo), obtenidos de la Clinica de Patologia y Medicina Bucal, asi como de la
clinica de cirugia maxilofacial de la Divisiéon de Estudios de Posgrado e Investigacion de la UNAM.
Se realizd la reseccidn quirdrgica, obteniendo dos fragmentos; uno para su analisis histopatoldgico
el cual fue fijado en formol al 10% para ser procesado convencionalmente, realizando cortes de

4um, tincidon en H&E y andlisis histopatoldgico.

El otro fragmento fue empleado para su cultivo primario. Posterior a su obtencién quirurgica, el
fragmento fue lavado en solucién salina fisioldgica 0.9% NaCl. Seguido de este paso, la muestra fue
inmersa en DMEM-F12 con SFB al 10% antibidtico/antimicético (penicilina 100 unidades/mL,
estreptomicina 100 pg/mL y anfotericina B 0.25 pg/mL). Posteriormente, este fragmento fue
lavado con PBS-antibiotico/antimicético (penicilina 100 unidades/mL, estreptomicina 100 pg/mLy

anfotericina B 0.25 pg/mL) por 10 minutos. El espécimen fue diseccionado en fragmentos
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pequenos de 1x1 mm aproximadamente. Posteriormente los fragmentos fueron colocados en un
tubo estéril para centrifuga de 15 ml, adicionando 3 ml de DMEM/Colagenasa IV al 0.25%,
colocado a 37 °C durante 60 minutos aproximadamente, realizando agitacién mecanica por
inversidon del tubo cada 15 minutos. Seguido de esto fue adicionado 9 ml de DMEM SFB 10%
antibidtico/antimicético para centrifugar a 1800 rpm por 3 minutos. El boton o pellet fue
resuspendido en 3 ml de SFB 10% antibidtico/antimicético para posteriormente ser colocado en

una caja de cultivo de 25cm2 a 37°C con 5% CO2.

Se conservé en la caja y se incubd durante 7 dias, retirando los fragmentos de tejido blando y duro
(denticulos y masas) realizando el cambio de medio de cultivo fresco. Una vez obtenida la
confluencia del 80%, se realizd el subcultivo. Se retiré el medio de cultivo presente para realizar el
lavado con PBS/EDTA 0.04% a 37°C, se incubd con tripsina 0.25% durante 10 minutos, se colocé
DMEM-SFB 10% antibiotico/antimicdtico, se recuperd el contenido para centrifugar a 1800 rpm/3
minutos, el botdn celular se subdividié en tres cajas. Las poblaciones celulares analizadas para los

ensayos subsecuentes fueron las pertenecientes del tercer al decimo pase o subcultivo.
12.2.2 Determinacién del crecimiento celular

Para determinar la proliferacion celular se utilizé el ensayo de MTT (metiltiazoltetrazolio). Las
células empleadas para este ensayo fueron células del odontoma compuesto, complejo y células
de ligamento periodontal como muestra control (Proporcionadas por el Dr. Marco Antonio Alvarez

Pérez).

Las cajas de cultivo fueron tripsinizadas, llevando la solucidn a 1ml. Se realizd la cuantificacién de
proporcién de células presentes a través de hemacitometro (Cadmara de Neubauer). Se tomaron
10ul del concentrado celular y 90 ul de Azul tripano. Se realizé el conteo de cuatro cuadrantes de

la cdmara, ajustando la proporcion celular a un mililitro.
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Imagen (14).
(C1+C3+C7+C9/4)X10X104 =
Concentracion celular por
mililitro

Las células fueron cultivadas en cajas de 96 pozos a una concentracidon de 10, 000 células. Los
tiempos de cultivo y medicién unicos fueron a las 0, 24, 48 y 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 adicioné 10 ul de la solucién MTT, se incubd
a 37°C por 4 horas, la reaccion fue detenida adicionando 50ul de DMSO, incubando nuevamente
por 10 minutos. La lectura de absorbancia fue realizada a una longitud de 545 nm en el lector de

placas (ChroMate Awareness Tecnology Inc E.U). Los ensayos fueron realizados por triplicado.

12.2.3 Inmunocitoquimica

Para el estudio de inmunocitoquimica se colocaron concentraciones celulares de 10 000 células
por pozo, en cajas de 96 pozos, dejando 24 horas en incubacién. Se retird el medio de cada pozo, y
se lavd con PBS 1X, posteriormente se colocéd 100 ml de formaldehido a cada pozo, realizando 3
lavados de 3 minutos cada uno de PBS 1X, en seguida se retird el PBSy se colocaron 100 ul de

peréxido durante 30 minutos

Posteriormente se realizaron 3 lavados de 3 minutos cada uno, se colocé 100 pul de albumina
durante 5 minutos, después se retird la albumina, se realizaron 3 lavados de 3 minutos cada unoy

se colocd 100 pl de tritén X-100 durante 5 minutos.

Se realizaron lavados de cada pozo y se incubd con anticuerpos primarios para actina (SC-8432),
CK 1/3 (SC-81714), vimentina (SC-32322), Sox2 (SC-365823) y NGFRp75 (SC-58567) todos los
anticuerpos fueron de la compafiia Santa Cruz (Biotechnology, CA) y se dejaron en refrigeracién

durante toda la noche a 4 °C.
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Después de la incubacidn se retiraron los anticuerpos primarios, realizando tres lavados de 3
minutos cada uno, después se agregd un anticuerpo secundario (Biolink) a cada pozo y se incubd
durante 20 minutos, después se retird el anticuerpo secundario y se realizaron 3 lavados con PBS

1X de 3 minutos cada uno.

Posteriormente se agregd HRP 100 pl a cada pozo y se incubd durante 20 minutos, después se
realizé 3 lavados con PBS 1X, se colocd Buffer Diaminobencidina (DAB) durante dos minutos,
posteriormente se colocaran 100 ul de Hematoxilina durante 1 minuto para después realizar 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 cdmara Axiocam GmbH 105 color, y el
programa ZEN 2012 Microscopy (Zeiss Germany). Las fotografias obtenidas en aumento de 10x en
formato PGJ, fueron analizadas basandose en la intensidad de tincidn por el software ImageJ (NIH,

Bethesda MD, EE.UU.) Los ensayos fueron realizados por triplicado

12.2.4 Analisis de resultados

Tanto los resultados de proliferacién como de inmucitoquimica fueron agrupados en una hoja de
calculo de Excel. La intensidad de inmunoexpresion se determind a partir de un total de 100
puntos marcados en cada fotografia. Posteriormente se obtuvo la media del total de puntos
marcados en la cuantificacién, utilizando el programa de Excel. Posteriormente se realizé el
analisis estadistico t de Student con un intervalo de confianza del 99%. Los resultados fueron

considerados significativos cuando reportaron una P < 0.01.

12.2.5 Consideraciones bioéticas

Este estudio no representa riesgo alguno para pacientes, ya que se trabajo con especimenes
quirurgicos extraidos de pacientes. Empleando el consentimiento informado de la clinica de

Medicina Bucal y Cirugia Maxilofacial.
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13. RESULTADOS
13.1. Datos clinicos y obtencion de la muestra

La muestra de odontoma compuesto fue obtenida de un paciente masculino de 43 afos de edad.
La zona anatdmica de origen fue la parasinfis derecha. El estudio macroscépico indico fragmentos
de tejido duro que en conjunto midid 0.7 x 0.5 x 0.4 cm de forma y superficie irregular color
amarillo, consistencia pétrea. En los cortes histoldgicos examinados se observan dos fragmentos
de tejido duro uno compuesto por dentina dispuesto en tubulos en el cual se identifica tejido
pulpar, matriz de esmalte, el otro fragmento compuesto por tejido dseo lamelar maduro vital, la

cual se describe como “odontoma compuesto”.

La muestra de odontoma complejo fue obtenida de una paciente femenina de 49 afios. La zona
anatomica de origen fue la region maxilar anterior. El andlisis macroscdpico indico un espécimen
multifragmentado de tejido duro que en conjunto midié 1.1 x 1.0 x 0.3 cm, el cual consto de
cuatro cuerpos de color amarillo y consistencia pétrea. En los cortes histoldgicos examinados se

observé dentina tubular cementoide, matriz de esmalte y tejido compatible con cemento.

Previo a la fijacion se obtuvo un fragmento de cada muestra de tejido blando circundante,
colocando en medio de cultivo DMEM/F12, con SFB 10% y antibiético y antimicdtico en caja de
cultivo de 75cm? Durante una semana se conservo a 37 °C con 5% de CO; retirando los
fragmentos sélidos de tejido remanente. A las tres semanas se observo confluencia realizando los

subcultivos subsecuentes.
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13.2 Ensayo de proliferacion MTT

Los resultados de proliferacion a través del ensayo MTT realizado con ligamento periodontal (LPD),

odontoma complejo (OdCx) y odontoma compuesto (OdCm), en los tiempos de 0, 24, 48 y 72 hrs

después. A las 0 hrs. se observd que las células LPD presentaron una menor vialidad comparado a

las células de OdCm y OdCm. A las 24hrs las células de OdCm presentaron mayor viabilidad o

proliferacién, seguidas por células LPD y OdCx, este patrén se observo a las 48 y 72 hrs, sin

embargo, las células de OdCm mostraron descenso y aumento a las 48 y 72 hrs respectivamente,

las células LPD y OdCx mantuvieron una relativa constancia a las 48 y 72 hrs (Imagen 15).
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Imagen (15). Grafica de inmunoexpresion de
odontoma compuesto, odontoma complejo y
ligamento periodontal.

Tabla 2. Andlisis estadistico de proliferacién. Comparativo de Odcm contra Odcx

0 horas .008*
24 horas .020
48 horas .001*
72 horas .011

Estadisticamente significativo P < 0.01 *
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13.3 Inmunocitoquimica

Al realizar la inmunocitoquimica se obtuvieron los siguientes resultados. La inmunoexpresidon que
se presenté fue: Con actina el odontoma compuesto con mayor expresién con 60.29, con
citoqueratina fue mayor en el odontoma compuesto con 60.29, con NGFR P75 el odontoma
complejo con 22.3, con sox2 el ligamento periodontal y el odontoma complejo, obtuvieron un
rango muy parecido graficamente con 55.88 y 39.98 respectivamente y con vimentina el
odontoma compuesto con 91.03.(imagen 16). en la imagen 17, 18 y 19 se puede observar la

expresion.

Actina CK1-3 NGFRP75 SOX2 VIMENTINA

OdCm 60.29 60.29 6.49 34.89 91.08
OodCx 40.97 4353 23 39.98 47.02
LPD 50.23 20.24 832 55.88 47.42
100

90 -

80

70

60

50 = —4—0dCm

40 = - OdCx

30 LPD

20

10 -+

. -
Actina CK1-3 NGFRP75 SOX2 VIMENTINA

Imagen (16). Grafica de inmunoexpresion de odontoma
complejo, odontoma compuesto y ligamento periodontal. En
donde se muestra que el odontoma compuesto tuvo una
mavyor proliferacion en las primera 24 hrs.

Tabla 3. Andlisis estadistico de inmunoexpresion. Comparativo de Odcm contra Odcx
Actina .221
NGFR-p75 .007*
Sox2 .027
Vimentina .028
CKAE1/AE3 .007*
Estadisticamente significativo P <0.01 *
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Imagen (17). Inmunoexpresion de células de odontoma complejo en citoplasma.
A. control, B. citoqueratina, C. actina, D. vimentina, E. Sox2 y F. NGFR-p75. aumento objetivo de 10x.
Fuente idrecta.

Imagen (18). Inmunoexpresion de proliferacidn de células de odontoma compuesto en citoplasma.
A. contral, B. citoqueratina, C. actina, D. vimentina, E. Sox2 y F. NGFR-p75. aumento objetivo de 10x,
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ligamento periodontal en citoplasma.
A. citoqueratina, B. actina, C. vimentina, D. sox2, E. NGFR-p75.
Fuente directa.
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14. DISCUSION

Los odontomas son un tipo de tumor odontogenico con caracteristicas de hamartoma, tanto el
subtipo compuesto como el complejo pueden ser asintomaticos y presentarse desde la segunda
década de la vida afectando el crecimiento y desarrollo normal del paciente provocando
retenciones dentales de dientes permanentes. En nuestros casos se observo edades de 43 y 49
afios para el subtipo compuesto y el complejo respectivamente, afecto las regiones anteriores
tanto de maxila como de mandibula. Histolégicamente se presentaron datos que concuerdan con
los reportados en la literatura, donde se observo presencia de tejidos dentinales, cementoide,
matriz de esmalte, tejido pulpar, denticulos, masas amorfas y hasta masas solidas de consistencia
pétrea. Hatano y colaboradores reportaron que los odontomas pueden ser diagnosticados
aproximadamente a la edad de 16 afios (2da década de la vida) y la mayoria de los casos son
descubiertos antes de los 30 afios, sin embargo, no se excluye que puedan diagnosticarse entre
los 7-72 afios de edad, lo cual concuerda con nuestros datos.?’” Las implicaciones para cada
paciente son distintas, ya que entre mas joven, el crecimiento se ve mads involucrado, no asi en los
pacientes adultos, donde su crecimiento éseo llego a término y quiza la mayor complicacién seria
la afeccion de otros dientes a través de resorciones radicularesy retenciones dentales. En nuestros
pacientes no se reportd ninguna sintomatologia, por lo cual el motivo para eliminarlos deriva de

una indicacién quirudrgica para determinar la naturaleza verdadera de la lesion.

Las investigaciones relacionadas con los odontomas van desde su estudio clinico, histolégico,
celular y molecular. Los cultivos primarios son un enfoque relativamente nuevo, ya que se conoce
que pueden representar las caracteristicas del espécimen como si se encontrara dentro del cuerpo
mismo.'® El comprender por qué existen dos subtipos puede ser abordado desde analizar su

capacidad de proliferacién hasta analizar las diferencias en subtipos celulares.

Las lineas celulares obtenidas de odontoma compuesto, odontoma complejo y células de
ligamento periodontal como control fueron analizadas a través del ensayo MTT para determinar la
viabilidad y potencial de proliferacion. Nuestros resultados sugirieron que el odontoma compuesto
y complejo mostraron una mayor viabilidad a las 0 hrs comparado a las células del ligamento
periodontal, modificando su conducta a las 24 hrs. El odontoma compuesto conservé una mayor
proliferacién de manera estable desde las 0 hrs alas 72 hrs comparada a las otras lineas. Aunque
que las células derivadas de odontoma complejo presentaron una menor viabilidad comparado a

las otras lineas, en ellas se observd una conducta estable desde las 24 horas. Estadisticamente
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sélo observamos diferencias significativas alas 0 hrsy alas 48 hrs.

Hatano y Cols. reportaron que sus tres lineas de células derivadas de odontoma compuesto (las
originales y dos hTER positivas) pueden ser viables hasta por 300 dias, en este sentido su analisis
de crecimiento celular indicé conductas muy similares dentro de un seguimiento de 4 dias.’Esto
coinciden con nuestros resultados, donde al analizar la viabilidad hasta por 72 horas (3 dias)
notamos que el odontoma compuesto tenia estas caracteristicas, no obstante, nuestro estudio

seria la primera vez que se reporta un enfoque similar para odontomas complejos.

Nuestros resultados de inmunocitoquimica para las lineas celulares de odontoma compuesto,
complejo y ligamento periodontal sobre la expresion de diferentes marcadores (Actina,
Citoqueratina, Sox2, NGFRP75 y Vimentina), cada linea celular tuvo diferentes comportamientos
en la expresidn a cada marcador. La expresién de actina, CK1-3 y vimentina fue mayor en OdCm, la
expresion de NGFR-p75 fue mayor en OdCx. Aunque Sox2 fue mayor en células de ligamento
periodontal, en relacion a las lineas de odontoma fue levemente mayor en OdCx. Amm vy
colaboradores aplicé diferentes marcadores para comprobar la inmunoexpresiéon en las células del
(TOEC), citoqueratina 14, cotoqueratina 16 y citoqueratina 17. Sus resultados sugirieron que las
células del (TOEC) mostraron un comportamiento similar al tumor odontogénico queratoquistico
al cual se le aplicd la misma técnica.3> Comparando su enfoque contra nuestros resultados
observamos que el analisis de citoqueratinas es fundamental para determinar si la estirpe celular
tiene caracteristicas epiteliales. En nuestro estudio fueron las células de OdCm las que
presentaron mayor expresion de este marcador, sugiriendo que existen células con esta estirpe.
Nuestro anadlisis estadistico entre los dos topos de odontoma presenté diferencias significativas en
NGFR-p75 y CKAE1/AE3. No obstante al conjuntar la expresion de todos los marcadores para cada
linea celular nuestros resultados sugieren que las células de OdCm tienen un perfil
ectomesenquimal, mientras que las células de OdCx representan un perfil mayor de células madre

ectodérmicas.
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15. CONCLUSION

En base a nuestros resultados podemos concluir que las lineas celulares primarias de odontoma
compuesto y complejo son viables, observando mayor viabilidad en las células derivadas del
compuesto, con diferencia significativa a las 0 y 48 hrs. Mientras que el perfil inmuocitoquimico
siguiere que las células de odontoma compuesto tienen un linaje ectomesenquimal, y las células
de odontoma complejo mayoritariamente ectodérmico con mayor proporcién de células madre o

progenitoras, con diferencia significativa en la expresion de NGFR-p75 y CKAE1/AE3.

Es muy importante darle seguimiento a la investigacion basica del odontoma compuesto y
complejo, ya que a partir de su analisis podriamos entender la patogénica, es decir como se

producen los tumores odontogénicos y aplicar un tratamiento adecuado.
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16. ANEXOS

CONSENTIMIENTO INFORMADO

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA BIOPSIA OSEA o
DE PARTES BLANDAS

Usted tiene derecho a conocer el procedimiento al que va a ser sometido y las complicaciones mas
frecuentes que ocurren. Este documento intenta explicarle todas estas cuestiones: Iéalo atentamente y
consulte con su médico todas las dudas que se le planteen.

Le recordamos que, por imperativo legal, tendra que firmar, usted o su representante legal, familiar o persona
vinculada de hecho, el Consentimiento informado para que podamos realizarle dicho

procedimiento/tratamiento.

PACIENTE:.

Y O e s de..oenene. anos de edad, con
...................................................... SRRSO ——— - i o= |[1c b= s Jo |-

......... del paciente (Representante legal, familiar o
persona vinculada)

DECLARO:

Que el Dr/la Dra ..

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

Me han explicado que es conveniente proceder, en mi situacion. a realizar el
procedimiento/tratamiento quirtrgico de bIOpSla 6sea o de partes blandas y he leido esta
informacion que me ha entregado

PREOPERATORIO:

1. Antes de la cirugia sera necesario realizarle algunas pruebas diagnésticas, como analitica,
radiografias o electrocardlograma También le indicaremos desde que hora debe permanecer en
ayunas. : : ~

2 .El propésito principal de la intervencion consiste en el estudio anatomopatologico,
inmunohistoquimico, bacteriologico y/o citogenetico de la lesion.

3. La intervencion puede precisar anestesia

4. La intervencion consiste en la obtencion de una muestra, parcial o global, de la lesion, bien
mediante puncidn, ¢ practicando una incision
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16.2  Carta representante comité de bioética

IVERZDAD NACIONAL
AVPN°MA DE
MEXICO

Sr. Bogdan Ramoén Navarro Bustos
PRESENTE

En atencioén a su solicitud de someter al Comité de Investigacion
y Etica de la Facultad de Odontologia su proyecto de tesis,
“Analisis proliferativo e inmunocitoquimico de células primarias
de odontoma compuesto y complejo.” Me permito informar a Ud.
que dicho proyecto no requiere de autorizacién del mencionado
comité, en consideracién a que se utiliza material proveniente
de especimenes quirurgicos que son extraidos de pacientes que
presentan este hamartoma y que deben ser extirpado. Cabe
seflalar que existe siempre un consentimiento consentimiento
informado firmado por el paciente en los servicios de Medicina
Bucal y Cirugia Maxilofacial.

Ciudad Universitaria a 23 de Julio de 2015
ATENTAME NTE

octilla Robertson
Coordinador del ComitéNd gstigacion y Etica de la Facultad
de Odontologia
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