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INTRODUCCION

Segln la OMS' Los tumores odontogénicos son lesiones derivados de los
elementos epiteliales ectomesenquimatosos y/o mesenquimatosos que son o
fueron parte del aparato formador del diente. Por lo tanto, estos tumores se
les encuentran exclusivamente en el esqueleto maxilofacial (intradseos o
centrales) o en el tejido blando que cubre las areas que dan origen a los

dientes (encia) o la mucosa alveolar en las areas edéntulas.

Dentro de la clasificacion de los TO editada por la OMS'; se encuentra el
ameloblastoma, el que deriva de los componentes epiteliales residuales del
desarrollo dental. La OMS" define a los ameloblastomas como una neoplasia
benigna, localmente agresiva, de lento crecimiento y capaz de causan gran
deformidad facial. Estas neoplasias presentan variaciones morfologicas y
microscopicas que se relacionan con su comportamiento bioldgico,
clasificandolos de la siguiente manera: ameloblastoma sélido/tipo
multiquistico (A-S/M), ameloblastoma extradseol/tipo periférico (A-E/P),
ameloblastoma tipo desmoplasico (A-D) y ameloblastoma tipo uniquistico (A-
U).

En estudios previos se han observado expresion de carbohidratos sialilados

en ameloblastomas 23*%6.789.10

Los carbohidratos se unen a proteinas o a
lipidos (glicoconjugados) durante la glicosilacion, por medio de
glicosiltransferasas presentes en el reticulo endoplasmico y aparato de
Golgi''. La glicosilacién alterada de glicoconjugados esta entre los cambios
moleculares importantes que acompafan la transformacion maligna'®. Las
lectinas se han utilizado para identificar modificaciones en la glicosilacion,
por su especificidad al reconocer carbohidratos (Nilsson, 2003)13. La

sialilacion es un proceso complejo elaborado por los glicosiltransferasas



transmembranales Golgi tipo Il, los acidos sialicos influencian las funciones
enzimaticas y funcionan como receptores celulares durante la proliferacion y
la diferenciacion celular (Harduin-Lepers, 2005)'*. Uno de los cambios mas
comunes de los glicoconjugados durante la transformacion maligna de los
tumores es el aumento de tamano de oligosacaridos dando como sitios de
ramificacion para la incorporacion del acido sidlico. Es posible que la
presencia de carbohidratos sialilados en ameloblastomas pueda estar
relacionado con en la proliferacion celular y la invasividad de estas

neoplasias.



ANTECEDENTES

En América Latina, los ameloblastomas comprenden el 22.7% de los TO™.
El promedio de edad del ameloblastoma sdlido (SA) es de 41.4 afios y de
26.3 afios para el ameloblastoma uniquistico (UA) y la proporcién en ambos
sexos fue casi igual’®. El 50.6% se encontraron en hombres, la edad
promedio fue de 31.7 afos de edad, con preferencia por la mandibula
(86.4%), la zona mas afectada fue el area molares-rama mandibular (77.6%),
el tamafio promedio fue de 6.3 cm, con un tiempo promedio de evolucion de
4 afos, del total, recidivaron el 15.8%'®. El porcentaje de recurrencia fue de
21.7% para SA 'y 12.6% para UA'™. EIl UA fue mas frecuente, se presenté en
personas mas jovenes, su tiempo de evolucion fue mas corto y la tasa de
recurrencia fue menor'®.

A continuacién se explicaran las caracteristicas mas relevantes de cada uno

de los patrones de ameloblastomas segun la OMS:

Ameloblastoma sélido/tipo multiquistico (A-S/M)'. Es de crecimiento
lento, localmente invasivo; de los tumores odontogénicos epiteliales es el
que tiene el mas alto indice de recurrencia si no es retirado adecuadamente,
pero generalmente no tiene tendencia a la metastasis. Convencionalmente
es intradseo y es el segundo mas comun de los tumores odontogénicos. Se
diagnostica con mayor frecuencia en pacientes entre los 30 y 60 afios de
edad’.

Este tumor aparece exclusivamente en los maxilares y rara vez en las
cavidades sinusales; el 80% de los casos aparece en la mandibula, en la
zona posterior. Excepto en los negros de Africa donde el tumor puede
localizarse en cualquier regién de la mandibula, principalmente la sinfisis’.
Caracteristicas clinicas e imagenoldgicas; generalmente, el A-S/M suele ser
pequefio y asintomatico. Raramente presenta dolor o parestesia.

Imagenolégicamente se observa como una lesion radiolucida, uni o



multiocular, con bordes irregulares, asemejandose a los quistes. Un diente
no erupcionado puede estar asociado con la aparicion de un A-S/M. La
resorcion de las raices de dientes adyacentes es comun; un diagnostico
definitivo no se puede realizar s6lo con un estudio imagenoldgico, puesto
que sus caracteristicas radiograficas son similares a los del tumor
odontogénico queratoquistico o al mixoma. Microscopicamente presenta dos
patrones basicos, folicular y plexiforme. El folicular consiste de islotes de
epitelio odontogénico dentro de un estroma fibroso maduro, las células
basales de estos islotes generalmente son columnares, de nucleos
hipercromaticos y alineadas en empalizada’. Sus ntcleos se desplazan lejos
de la membrana basal (polarizacidn inversa)'’, el resto esta formado por
células de forma triangular, ordenadas de manera laxa y muy separadas,
parecidas a las del reticulo estrellado del 6rgano del esmalte durante el
periodo de campana de la odontogénesis. En algunos islotes, las células de
forma estrellada localizadas en las areas centrales, degeneran formando
microquistes. En algunos casos, las células centrales se transforman en
células planas que producen queratina en forma individual o en forma de
perlas de queratina y a esta variante histolégica se le denomina
acantomatosa. Con menor frecuencia, las células centrales aparecen
hinchadas y densamente cargadas con granulos eosindfilos, que
ultraestructuralmente se consideran elementos lisosémicos denominandose
a este patrén variante de células granulares’’.

El tipo plexifome no representa una etapa reconocible de la odontogénesis.
Esta formado por epitelio que prolifera formando una red o malla y muchas
veces las células basales carecen de polarizaciéon inversa. El patron esta
formado por filamentos delgados de epitelio que estdan en continuidad,
existen areas grandes y pequenas con aspecto micro-quistico, debido a la
estrangulacion y degeneracion del estroma de tejido conjuntivo. Su
tratamiento consiste en la eliminacién total de la lesién por medio de

reseccion marginal (en bloque); si el borde inferior de la mandibula esta



afectado es imprescindible una reseccidon segmentaria, en lesiones muy

grandes casi siempre se realiza hemimandibulectomia o hemimaxilectomia
17

Ameloblastoma extradseoltipo periférico (A-E/P)'. Es la contraparte
extradsea del A-S/M, abarca del 1.3%-10% de todos los ameloblastomas. Su
diagnostico diferencial incluye el hamartoma odontogénico y el fibroma
odontogénico periférico. El 64% de los casos aparece entre la 5ta y 7a
décadas de vida. Se localiza alrededor del diente en la zona gingival o sobre
la mucosa alveolar en zonas edéntulas. La relacion mandibula y maxilares
es de 2.4:1". Clinicamente suelen tener aspecto de nédulos sésiles en la
encia, firmes, cuyo tamafio oscila entre 0.5 y 2 cm, tienen una superficie lisa
y coloracion normal. Las lesiones pueden ser eritematosas o estar
ulceradas'’. Radiograficamente, son raros los cambios 6seos, algunas veces
se observa aplanamiento superficial de la tabla cortical con aspecto de una
imagen radiolucida en forma de copa por debajo del nédulo, debido a la
presion que la lesion ejerce sobre el hueso. Si la lesion esta localizada en el
area de la papila interdental, puede producirse separacion de los dientes'’.
Microscopicamente, el tejido esta formado por islotes y filamentos de epitelio
odontogénico, por lo general parecido al patron folicular del A-S/M. Los
islotes epiteliales presentan la variante acantomatosa de este patrén, con
areas centrales de formacion de queratina o el patron micro-quistico. Los
islotes y los filamentos epiteliales suelen estar rodeados de tejido conjuntivo
fibroso. Su tratamiento es la excision local con un pequefio borde de tejido

normal’’.

Ameloblastoma tipo desmoplasico (A-D)'. Es wuna variante de
ameloblastoma con caracteristicas clinicas, imagenoldgicas y microscépicas
especificas. La relacién entre maxilares y mandibula es 1:1. La relacién con

A-S/M es 1:5.4. Predominan en la region anterior mandibular. Clinicamente



suele manifestarse con hinchazén indolora en los maxilares. El tamafio de la
lesion oscila entre 1.0 y 8.5 cm de didmetro’. Su aspecto radiografico es
mixto (radiolticido/radiopaco) que se parece a una lesion fibro-6sea'’,
pueden asociarse resorcion de las raices del diente adyacente y formacion
de hueso'.

Microscopicamente, sus islotes epiteliales son muy irregulares, las células
epiteliales tienen forma cuboidal ocasionalmente con nucleos
hipercromaticos vy los islotes tienen un centro arremolinado’. EI componente
epitelial esta ampliamente separado por tejido fibroso que es denso y de tipo
.

Cicatriza Puede presentarse la formacién de trabéculas metaplasicas de

osteoide (osteoplasia). Se sabe la existencia de una combinacion del A-D

con A-S/M llamada “lesion hibrida”’

. Suele ser dificil de tratar, por que parece
tener preferencia por penetrar en el hueso trabecular circundante y no se

detecta en forma temprana, dificultando asi el tratamiento quirtrgico'’.

Ameloblastoma tipo uniquistico (A-U). Es wuna variedad del
ameloblastoma que se presenta como un quiste'. Se presentan con mayor
frecuencia en pacientes entre los 16 y 20 afios de edad asociado con dientes
retenidos, rara vez se encuentra la lesion en pacientes de hasta 40 afos'’.
De todos los ameloblastomas; del 5 al 15%, es un A-U. Su localizacion es la
region posterior de la mandibula en un 90% de los casos. Generalmente es
asintomatico. El 80% de los casos esta asociado con un tercer molar
retenido’. Radiograficamente, las lesiones suelen estar bien delimitadas y
pueden presentar cortical. En la imagen radiolucida suele estar incluido un
diente. La reabsorcidon y desplazamiento de dientes adyacentes suele
suceder'’. Es una lesién expansiva que puede destruir significativamente
gran porcion de hueso'.

Microscépicamente, estd formado por una capsula de tejido conjuntivo
fibroso denso, uniformemente engrosado, que rodea una sola luz grande

llena de liquido. El revestimiento epitelial de la luz es de espesor uniforme y



tiene una capa de células basales en empalizada, ligeramente
hipercromatica, habitualmente se presenta polarizacion inversa del nucleo.
El resto de las capas se parecen al reticulo estrellado del 6rgano del
esmalte. Algunas lesiones contienen areas donde el epitelio esta engrosado,
con proyecciones papilares que se extienden hacia la luz (ameloblastoma
uniquistico intraluminal). ElI ameloblastoma uniquistico mural se diagnostica
cuando se observa epitelio ameloblastomatoso dentro de la capsula con
aspecto folicular 6 plexiforme'. El tratamiento de los AU suele ser la
enucleacion, en caso del patréon mural, el tratamiento seria
imprescindiblemente la reseccion de los bordes para asegurar una
extirpacion suficiente”.

En estudios anteriores, los ameloblastomas han mostrado expresion de
glicoconjugados. Los glicoconjugados (glicoproteinas y glicolipidos) se
encuentran en todos los organismos realizando actividades biologicas
esenciales para el desarrollo, crecimiento, funcion y supervivencia'® estudios
anteriores han localizado expresion de estos glicoconjugados en TO
2,3,4,5,6,7,8,9,10.

Las glicoproteinas son conjugados de proteina y glucidos', son productos
de la glicosilacion, durante la cual se realiza la adicion de polisacaridos a las
proteinas®. Alrededor de 1960 se creia que los carbohidratos eran
compuestos poco activos o insensibles. Pero la investigacién de los pasados
20 a 30 anos, demostrd6 que la mayor parte de las proteinas, son
glicoproteinas. Las glicoproteinas varian en el contenido de carbohidratos
desde <1% a >90% en peso. Las cadenas polipeptidicas de las
glicoproteinas, como las de todas las proteinas, se sintetizan bajo control
genético. Por el contrario, sus cadenas de carbohidratos se generan
enzimaticamente y se unen por covalencia al polipéptido, sin la rigida guia de
los patrones de acido nucleico. Los oligosacaridos establecen dos tipos de

uniones con las proteinas: uniones a través de N y de O. Los andlisis de
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secuencia de las glicoproteinas han conducido a las siguientes
generalizaciones acerca de estas uniones?’.

1. En las uniones N-glucosidicas (union N-) una N-acetilgalactosamina
se halla unida con enlace B al nitrdgeno amida de un resto de
asparagina (Asn), en la secuencia Asn-X-Ser o Asn-X-Thr (treonina),
en las que X puede ser cualquier resto aminoacido excepto prolina
(Pro) o acido Aspartico (Asp)?'.

2. La union O-glucosidica mas comun (unién O-) incluye al nucleo
disacarido [B-galactosil-(1—3)-a-N-acetilgalactosamina, unido por
enlace a al grupo OH, ya sea de Ser o Thr. Es menos comun que la
galactosa, manosa o xilosa formen a-O-glucdsidos con Ser o Thr?'.

El proceso de formacion de las glicoproteinas primarias comienza en el
reticulo endoplasmico por recorte enzimatico de sus tres restos de glucosa y
uno de sus restos de manosa. Las glicoproteinas se transportan después al
aparato de Golgi en vesiculas membranosas para su transformacion
posterior?”.

El aparato de Golgi contiene por lo menos tres tipos de sacos diferentes, las
cisternas cis, media y trans, cada una de las cuales contiene conjuntos
diferentes de enzimas que transforman glicoproteinas. Para completar el
proceso de formacion y a medida que una glucoproteina atraviesa el
apilamiento de Golgi, desde la cisterna cis a la media y a la trans, se recortan
los restos de manosa y se anaden restos de N-acetilglucosamina, galactosa,
manosa y de acido sialico. Las glicoproteinas se clasifican en la cisterna
trans a fin de ser transferidas a sus destinos celulares respectivos. Las
glicoproteinas se transportan en vesiculas membranosas entre las diversas
localizaciones?'.

Las glicoproteinas con una cadena polipeptidica determinada exhiben una
heterogeneidad considerable; es presumible que sea la consecuencia de una
glicosilacion incompleta y de la falta de especificidad absoluta de las glicosil

transferasas y las glicosialilasas?".
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Con lo mencionado anteriormente, para completar la formacion de
glicoproteinas en el aparato de Golgi; a los oligosacaridos se les agrega
acido sialico (N-acetilneuraminico) y cumplen funciones importantes como:
participacion en el reconocimiento celular, formar parte de receptores para
virus o anticuerpos y confieren carga negativa a la superficie celular?®. El
acido sialico es un monosacarido complejo, de nueve atomos de carbono; se
trata de una nonulosa, ésto es, una cetosa de nueve atomos de carbono; y al
mismo tiempo, un acido aldénico (un derivado de monosacarido en el cual el
carbono 1 aparece oxidado como grupo carboxilo)??

Las células cancerosas que producen metastasis, tienen a menudo muchas
glicoproteinas ricas en acido sialico, lo que las ayuda a entrar al torrente
sanguineo?,

Por otra parte, la localizacion de sus porciones de carbohidrato puede
determinarse por microscopia electronica. Las glicoproteinas se etiquetan
con lectinas que se han conjugado mediante enlaces covalentes con ferritina,
una proteina transportadora de hierro que es visible con facilidad en el
microscopio electrénico, debido a su nucleo de hidréxido de hierro de
densidad electronica elevada. Los experimentos con diferentes tipos de
células y lectinas de especificidades diferentes, han demostrado que los
grupos de carbohidratos de las glicoproteinas unidas a la membrana se
localizan sobre la superficie externa de la misma?".

Las lectinas constituyen un grupo de proteinas de origen no inmune que
comparten en comun la propiedad de enlazarse de forma especifica y
reversible a carbohidratos, ya sean libres o que formen parte de estructuras
mas complejas. Contienen al menos 2 sitios de unién, de ahi que primer
lugar puedan enlazarse en a un azucar especifico y en forma secundaria a
una molécula glicosilada. Muchos azucares tienen un lado mas polar y otro
menos polar; el lado mas polar forma puentes de hidrogeno con la lectina y
el menos polar forma interacciones hidrofdbicas con residuos de

aminoacidos apolares. La suma de todas estas interacciones hace que la
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unién entre las lectinas y los carbohidratos sea de gran afinidad y
especificidad'®. Las lectinas poseen interesantes propiedades que convierten
a esta clase de proteinas en herramientas para numerosas investigaciones
que incluyen: estudio de la estructura de las membranas, deteccién de
transformaciones malignas, purificacion de glicoconjugados, estudios
citogenéticos, asi como también en ensayos histoquimicos, enzimaticos y en
la tipificacion de grupos sanguineos®.

La observacion de que las células cancerosas son mas susceptibles a la
aglutinacion por lectinas, de lo son las células normales, condujo al
descubrimiento de que existen diferencias significativas en la distribucion de
los carbohidratos en la superficie celular de las células cancerosas y no
cancerosas. Las células normales interrumpen su crecimiento cuando entran
en contacto, fendmeno que se conoce como inhibiciébn por contacto. Sin
embargo, las células cancerosas no se hallan bajo este control y por ello,

forman tumores malignos®'.

El estudio de las lectinas lo inicié Stillmark en 1888 al describir el fendmeno
de hemoaglutinacion con extractos de semillas de castor (Ricinus
communis). A la proteina responsable de la aglutinacién de los eritrocitos la
denomind Ricina®®. Mas tarde, Hellin descubrié que el extracto toxico de
semillas de Abrus precatorius también producia aglutinacion de las células
rojas y la denomin6é Abrina. A fines de los afios 40s, Boyd y Reguera
reportaron que ciertas semillas contenian aglutininas especificas para

antigenos de los grupos sanguineos humanos®.

La primera lectina que se obtuvo en forma cristalina fue la concanavalina A
del frijol Canavalia ensiformis en 1919. El término lectinas lo introdujo Boyd y
col en 1954. Su interpretacibn no ha sido uniforme debido al

desconocimiento acerca de las funciones fisioldgicas de éstas®.
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Diversas investigaciones incluyen lectinas para la localizacion de
glicoconjugados en tumores odontogénicos; especialmente en
ameloblastomas, donde Vedtofte y Dabelsteen?, utilizaron las lectinas WGA,
RCA-1 y SBA dando los siguientes resultados, con WGA, se hallaron
receptores en la membrana celular de las células epiteliales de los
ameloblastomas y la distribucion de los receptores de WGA en los
ameloblastomas no fue relacionada con los tipos histologicos de los tumores.
Con la lectina RCA-I se hallaron receptores en la membrana celular de las
células epiteliales periféricas de tipo cuboidal, mientras que las células
epiteliales periféricas de tipo polarizado no columnar no reaccionaron con
RCA-I. Con SBA tuvieron los mismos resultados que con la lectina RCA-I.
Masahiko y col® realizaron histoquimica a ameloblastomas de células
granulares donde las lectinas Con A, RCA-I y WGA tifieron intensamente el
citoplasma de las células granulares, al igual se tifieron intensamente con las
lectinas Con Ay PA/Con A. Las lectinas PNA y SBA solo dejaron leve rastro
de positividad en las células granulares y en las demas células del
ameloblastoma fueron negativos. Ante las lectinas DBA, UEA-I/UEA-II y
PEA/LA la respuesta fue negativa en todas las células del ameloblastoma.
Nadimi y Toto* examinaron ameloblastomas con las lectinas Con A y WGA,
localizandolas en el citoplasma de los filamentos del epitelio en los
ameloblastomas plexiformes y con una intensidad mas alta en el epitelio
escamoso de ameloblastomas acantomatosos. Los ameloblastomas
foliculares fueron levemente positivos ante Con A y WGA. El ameloblastoma
plexiforme fue negativo ante RCA-I, en cambio del tipo folicular fue positivo
observado la positividad como una coloracién lineal rojiza intracelular entre
las células acantomatosas y dentro de los foliculos. Aguirre y col® en su
estudio histoquimico con lectinas, encontraron la presencia de glucosa y
manosa con inmunotincién intensa en el 73% de los casos de
ameloblastomas examinados por medio de Con A. Mientras que los

ameloblastomas no expresaron receptores para WGA, ECA, PNA y UEA-L.
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Los ameloblastomas uniquistico y plexiforme demostraron las mismas
glicoproteinas en la membrana celular que los ameloblastomas simples y
acantomatosos. Saku y col® utilizaron las lectinas UEA-1, BSA-1 y PNA para
el diagnostico diferencial entre el ameloblastoma quistico y quistes
odontogénicos, donde los ameloblastomas fueron positivos a UEA-1 y BSA-
1. Los resultados con PNA fueron irregulares. Sélo el 10% de los casos de
ameloblastoma folicular y acantomatoso dieron reaccion positiva con UEA-1.
Estos resultados estaban confinados al area central de los nidos celulares
del tumor y se asociaron con queratinizacion pronunciada. Ichikawa y
Yamamoto’ realizé un estudio histoquimico de lectinas en ameloblastomas,
donde obtuvo que la manosa y las glucosa eran generalmente comunes en
casi todas las células en los tipos foliculares y plexiformes, especialmente las
células estrelladas y las lesiones quisticas de tipo folicular. La
acetilglucosamina, el acido N-acetilneuraminico y la galactosa eran mucho
mas abundantes en las células estrelladas del tipo plexiforme que en los de
tipo folicular. Yasuda y col®, en su estudio histoquimico con diferentes
lectinas, encontr6 que con Con A, WGA y RCA-Il, la tincién en los
ameloblastomas foliculares fue localizado en la membrana plasmatica de las
células basales periféricas y en las areas centrales de los nidos celulares de
los tumores, mientras que en los ameloblastomas plexiformes fue localizado
en las areas basales y centrales; por otro lado, Con A y WGA se observé en
los cultivos de mucosa oral. Vigneswaran y col® estudié los patrones de
expresion de la diferenciacion epitelial en ameloblastomas por medio de
lectinas, donde al utilizar las lectinas UEA-1 y HPA, los ameloblastomas
foliculares y acantomatosos mostraron positividad en células escamosas
metaplasicas. Mientras que los demas ameloblastomas eran negativos para
ambas lectinas. Ultilizé también la lectina PNA que tifidé alrededor de los
islotes de los ameloblastomas periféricos, el PNA tind con intensidad en la
membrana citoplasmatica y las células periféricas en empalizadas en la

variante = acantomatosa de los ameloblastomas periféricos y en los
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ameloblastomas intradseos. EI PNA también tifio sélo en zonas focales en
los filamentos intraluminales de las células neoplasicas de la variante
plexiforme del ameloblastoma uniquistico. Pero las variantes, folicular y
desmoplasica de los ameloblastomas intradseos fueron negativas ante el
PNA. Wang y col'® también investigaron las caracteristicas
clinicopatoldgicas del AU y los marcadores histolégicos para el diagnostico
diferencial con quistes odontogénicos; donde los resultados fueron negativos
ante las lectinas UEA-1 y BSA-1 en los componentes epiteliales delL AU y del
AS/M, excepto que los resultados fueron positivos en las células

queratinizadas en varios casos.

Por otro lado, no se ha dado a conocer estudios histoquimicos sobre
ameloblastomas utilizando las lectinas Maackia amurensis (MA) y Sambucus
nigra (SNA), sélo encontramos su aplicacion en tejidos sanos y en el tumor
de ascitis de Ehrlich, (adenocarcinoma de pulmén). Naoto y col ?° estudié la
lectina SNA, y reporté que el SNA tiene una preferencia para los terminales
NeuS5Ac(a2-6) Gal que la secuencia NeuS5Ac(a2-3) Gal y que obviamente es
una herramienta util para la separacion y analisis de varios glicoconjugados
que tienen la secuencia de sialil-Gal/GalNAc. Roth y col ?” estudio la SNA y
detectd residuos a2-6 Gal en la superficie NeuS5Ac de la célula del tumor de
Ehrlich, y la lectina MAA reconoci6 intensamente la secuencia 1-4GIcNAc
de la a2-3 Gal de Neu5Ac en las tres variantes de la célula de Ehrlich. Van
Damme y col ?® también demuestra la especificidad del SNA en residuos (a2-
6) Gal. Satay col® realizé un estudio histoquimico con las lectinas MAA y
SNA en neoplasias y mucosa normal humana donde obtuvo que MAA actuo
reciprocamente con a2-3 con acido sialico y SNA con a2-6 con acido sialico
y SNA se encontro solamente en displasias y carcinomas severos. Imberty y
col®® estudié las dos actividades de MAA: hemaglutina y leucoaglutinina y
observd que MAL reconoce el acido sialico y al a2-6 NeuAc al igual que el
MAA. EIs®" demostré que el SNA y MAH pueden unir a Neu5Ac y Neu5Gc y
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que pueden unir a acidos sialicos con o sin los grupos 9-O-acetil, algo que
sorprende por que no muchas lectinas tienen esta caracteristica. También
demostré que el MAH y MAL son idénticos en sus caracteristicas y
funciones. Laack y col*? experimentd con varias lectinas para prondstico en

adenocarcinomas, pero MAA y SNA no tuvieron ningun valor.

Sata y col® aplicd las lectinas MAA y SNA en adenomas, carcinomas y
mucosa normal. Ellos encontraron positividad con MAA en adenomas,
carcinomas y mucosa normal. Sin embargo con SNA se mostrd negativo en
mucosa normal. Esta expresion de los sitios de unién con SNA estaba
asociada con la existencia de caracteristicas histologicas malignas. Holikova

y col 3

, estudio la expresion de alfa 2,6 y alfa 2,3 NAc en epitelio escamoso
en carcinomas por medio de lectinas Gal-1, Gal-3, SNL y MAL donde la
mucosa orofaringea dio positivo ante SNL en células basales y negativo en
células suprabasales, mientras que con MAL fue negativo en células basales
y positivo en células suprabasales. Yasuda vy col®, realizo
inmunohistoquimica en ameloblastomas con lectinas Con A, RCA-I, WGA,
DBA, UEA-I, SBA y PNA, donde en el grupo control se utiliz6 mucosa oral y
se observo reaccion ante PNA y DBA en el epitelio. Con A y WGA se
observaron en toda la estructura de la mucosa oral. Schaumburg-Lever y
col®, realizd histoquimica con lectinas UEA-I, BS-I, DBA, SBA, WGA, PNA,
NA-PNA, RCA y Con A en biopsias de piel normal. Ellos encontraron
positividad en el estrato basal, y los carbohidratos se encontraron en
pequefas cantidades, observando que la incorporacion de carbohidratos era
mayor conforme las células maduraban y se movian hacia arriba; en el
estrato granuloso fue negativa la reaccion, las células endoteliales fueron
positivas excepto ante Con A y en glandulas sebaceas fueron positivos.
Vedtofte y Dabelsteen?, estudié con lectinas los receptores presentes en

ameloblastomas y mucosa bucal normal usando WGA, RCA Y SBA con
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fluorescencia, las tres lectinas se observaron en la capa espinosa de las
células de la mucosa o bucal normal.

Jiménez-Farfan y col’
lectinas SNA, MAA, MRL y ALL. Se observé tincion intranuclear con SNA

en el grupo control, pero ésta estaba reducida en los demas grupos. El
|36

estudid gérmenes dentarios de ratas. Se utilizaron las

nucleo de las células de la papila dental tind con MAA. Jowett y col™ utilizé
anticuerpos y las lectinas PNA, y BSL-I con inmunofluorescencia para
estudiar los patrones de expresion de glicoproteinas durante el desarrollo del
organo dental. Encontré que durante la etapa de brote se observo tincién de
PNA. Con BSL-I, no existio reaccion ameloblastos post-mitésicos, sugiriendo
que una especie glicosilada se elimina inicialmente. Estos resultados indican
que los patrones de glicosilacién de los componentes de la matriz durante la
odontogénesis pueden ser importantes ya que varian de forma similar a la de

otras glicoproteinas bien conocidas. Zhang y col®’

analizaron el papel de la
hormona de crecimiento durante la odontogénesis de ratas con las lectinas
Con A, WGA, HPA, UEA y LPA. Ellos encontraron que dicha hormona regula
un componente N-acetilgalactosamina durante la odontogénesis de ratas.
Asimismo, demostraron que el aumento de reaccidén en los 6rganos dentales
se daba al administrar la hormona de crecimiento en las ratas. Sugiriendo
que la hormona de crecimiento puede regular este componente en las
matrices y para el crecimiento normal en los dientes. Lemus y col®
realizaron un estudio con lectinas en 6rganos dentales de embriones de
conejo. Ellos obtuvieron que las lectinas SBA, ELA y LTA fueran negativas
en las etapas dentales de casquete y campana. Mientras que BSA-I y UEA-I
fueron positivos en estas etapas. Ellos asumieron que los cambios en los
patrones de glicosilacion de estos glicoconjugados pueden indicar su papel
durante la interaccion célula-célula y pudieran asociarse con la actividad
funcional odontoblastica y ameloblastica. Blottner y Linder®® realizaron un
estudio con las lectinas Con A, PNA y WGA durante la odontogénesis en

ratas. Durante los dias fetales 13.5 y 14, los gérmenes dentales se tifieron
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fuertemente con Con A. Entre los dias 17 y 19.5 el reticulo estrellado dio
positivo con PNA. Entre los dias 13.5 y 14 la membrana basal fue positiva
ante WGA. Sugiriendo que los carbohidratos presentes en la membrana
dental interna en los dias 17 y 19.5 pueden estar asociados a las
interacciones célula-matriz durante la citodiferenciacion. Saku y col®, al
realizar un estudio histoquimico con lectinas en ameloblastomas quisticos y
quistes odontogénicos, encontraron resultados negativos con UEA-| y BSA-I.
Con PNA, encontraron marcaje irregular. Ellos concluyeron que el marcaje
con UEA-1 y BSA-1 es util para diferenciar los quistes no-neoplasicos de los
ameloblastomas quisticos.  Jowetty col*® realizaron estudios sobre la
sialilacion de sacaridos en las terminales de glicoconjugados en gérmenes
dentales con las lectinas PNA, WGA y BSL-I. Ellos encontraron que las
terminales sialiladas estan enmascaradas o perdidas en diferentes etapas de
diferenciacion del germen dental, concluyendo que la pérdida de terminales
de galactosa y galactosamina esta relacionada con la diferenciacion celular.
Nadimi y Toto®, también realizé inmunohistoquimica en ameloblastomas
donde el control (gérmenes dentarios) se mostré positivo ante las lectinas
Con A y WGA. También fue positivo en ameloblastos y odontoblastos, pero
fueron negativos con RCA-I, mientras que los pre-ameloblastos y las células
del epitelio externo del 6rgano esmalte fueron positivos. Dan*!, examiné
gérmenes dentales por medio de lectinas UEA-I, PNA, SBA y WGA. UEA-I|
se mostrd positiva en estrato intermedio y reticulo estrellado pero negativa
en ameloblastos y en células del epitelio externo del 6rgano esmalte. Los
patrones de la reaccion de PNA en estas células fueron diferentes a los de
UEA-I. Nakamura y Ozawa*?, utilizaron Con A, UEA-I, PNA, MPA y WGA en
gérmenes dentarios. Estas lectinas estaban en el estrato intermedio en la
ultima etapa de diferenciaciéon durante el estadio de secrecion temprana de
los ameloblastos. Ellos concluyeron que las células del estrato intermedio y
las del estrato papilar actian durante la mineralizacion de la matriz de

esmalte. Kobayashi y col*®, sugieren que las lectinas F-MPA y F- Con A son
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utiles como indicadores del

comienzan a formarse.

momento cuando el

esmalte

la dentina
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La expresion de carbohidratos sialilados en los TO, por medio de lectinas;
nos refiere a la presencia de macromoléculas especificas (por ejemplo:
glicoconjugados) que estando alterados, pueden estar asociados con el
crecimiento y proliferacion de tumores, al igual que su metastasis. Los
carbohidratos sialilados asociados a malignidad en neoplasias, son
productos de glicosilacién alterada debido a varios factores que deben ser
estudiados. En estudios realizados con anterioridad sobre los
ameloblastomas, se ha encontrado expresién de carbohidratos sialilados,
pero estos estudios son pocos y aislados.

Dicho lo anterior, nos causa una gran inquietud la presencia de carbohidratos
sialilados en ameloblastomas, ya que se conoce bien que éstos son

neoplasias benignas.

JUSTIFICACION

En virtud que hay escasez de informacion a cerca de los patrones de
expresion de carbohidratos sialilados en ameloblastomas, se hace
indispensable realizar nuevos estudios para profundizar dichos
conocimientos, asi como también abrir opciones en el uso de diferentes
lectinas, y por eso la necesidad de utilizar las lectinas Sambucus nigra (SNA)
y Maackia amurensis (MA) para conocer la presencia y funciones de los
carbohidratos sialilados en células sanas y de ameloblastoma y ademas
saber si la utilizacién de estas lectinas pueden usarse como prueba para el

diagnostico y pronostico de ameloblastomas.
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HIPOTESIS

La expresion de lectinas es diferente entre las células que forman a los AU
comparado con las células de los ameloblastomas solidos y células

normales.

OBJETIVOS.

Objetivo General
Identificar y analizar el patron de expresion de carbohidratos sialilados en

ameloblastomas y células normales por medio de las lectinas SNA y MAA.

Objetivos Especificos

e Conocer la utilidad de las lectinas SNA y MAA como método de estudio
histoquimico de los ameloblastomas.

e Saber el comportamiento y funcidbn que tienen los carbohidratos
sialilados encontrados en tejido sano y los ameloblastomas.

e Conocer el grado de diferenciacion que tienen las células que forman
los ameloblastomas.

e Dependiendo de la expresion de los carbohidratos sialilados, conocer el

pronostico de los ameloblastomas estudiados.
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METODOLOGIA

Se seleccionaron cuatro casos diagnosticados como ameloblastoma y un

caso diagnosticado como epitelio normal obtenidos en el Departamento de

Patologia Bucal de la Division de Estudios de Posgrado e Investigacion de la

Facultad de Odontologia de la UNAM, y se separaron los bloques de

parafina. Se realizaron tres

cortes a 5y por cada bloque, los que se

adhirieron al portaobjetos con silano y uno de ellos se tifid con H y E para

confirmar el diagndstico.

En la siguiente tabla se muestra datos clinicos de dichos casos de

ameloblastomas.

TABLA 1. DATOS CLINICOS
CASO | BIOPSIA | EDAD | SEXO | LOCALIZ |LOC. | EVOLU | TAM DX
OD. | (ahos) | (cm.) | FINAL
1 1033Q06 19 F Zona de 38 ASF
3er molar
inf. der.
2 FO62403 37 M 0.5 | ASMF
3 FO77803 10 F Zona 25- 0.5 2.1 AUP
premolar 25
maxilar
izQ.
4 FO47306 40 M Zona del 37 3 AQM
cuerpoy
rama
mandibular
izq.

Dos cortes se desparafinizaron, deshidrataron y se lavaron con PBS 0.1M,

se realiz6 bloqueo de peroxidasa endogena con H,0, al 3%, se incubaron en

PBS-Albumina al 0.2%, se lavaron en PBS-Tritén al 0.2% y se incubaron con
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las lectinas MAA y SNA (Tabla 2) en incubadora a 37° C durante 2 horas.
Después se incubaron con la técnica de estreptavidina-peroxidasa durante 1
hora y se revelaron con diaminobenzidina (DAB). Finalmente se

deshidrataron y se les colocé el cubreobjetos.

TABLA 2.

LECTINA* CARBOHIDRATO QUE RECONOCE
MAA Acido sidlico a (2,3) galactosa
(Maackia B(1,4)galactosa

amurensis)

SNA Acido sidlico a (2,6)

(Sambucus nigra)

1,12

*Vectorlabs

Se registrd la presencia de carbohidratos sialilados en los cortes, segun su

ubicacion celular:
A. Nucleo

B. Membrana nuclear

C. Membrana citoplasmatica
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RESULTADOS

Las caracteristicas clinicas de los casos estudiados se resumen en la tabla
3.

En el presente estudio, los ameloblastomas soélidos foliculares, la expresion
de carbohidratos sialilados por medio de ambas lectinas (MAA y SNA) fue

idéntica.

Ameloblastoma Solido Multiquistico Folicular (MAA) Ameloblastoma Solido Multiquistico Folicular (SNA)
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En el caso de ameloblastoma quistico plexiforme, existid positividad leve a

MAA y moderado a SNA en los estratos analizados.

Ameloblastoma Quistico Plexiforme (MAA) Ameloblastoma Quistico Plexiforme (SNA)

Decidimos analizar por separado al componente luminal del ameloblastoma
quistico con componente mural. El crecimiento plexiforme de este caso fue
parecido al del componente Iluminal del ameloblastoma quistico de
crecimiento luminal, excepto en que la capa basal del primero fue negativa a
MAA. El componente mural del ameloblastoma quistico presenté positividad
leve a MAA y moderada a SNA. En el componente de revestimiento quistico
se observd que solo algunas células basales de revestimiento fueron
levemente positivas a MAA y que todo el epitelio de revestimiento fue

moderadamente positivo a SNA.

=i w3

L ~.'|_‘...'\, 3
WA
r-. J,‘f“.":,.

Ameloblastoma Quistico Plexiforme con componente mural, epitelio quistico (MAA)
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Ameloblastoma Quistico Plexiforme con componente mural, crecimiento intraluminal (SNA)

En el caso del grupo control. El epitelio normal que su capa basal responde
negativamente ante MAA y SNA, mientras que su estrato espinoso presentd
reaccion de leve a moderada con ambas y las células del estrato para-
queratinizado fueron moderadamente positivas a MAA y a SNA. Las
glandulas sebaceas fueron positivas a MAA observandose que la positividad
aumentaba conforme al grado de diferenciacion celular. Con SNA todas las
células mostraron positividad intensa. Se observaron algunos restos de
Serres. En estas estructuras, solamente algunas células presentaron
positividad leve a MAA. Con SNA todas las células presentaron positividad

moderada. El musculo estriado siempre present6 negatividad con MAA y con

Epitelio normal (MAA) Epitelio normal (SNA)

A continuacion los resultados se presentan en la tabla 3.
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TABLA 3. RESULTADOS

+ (leve) ++ (moderado)

+++(intenso)

No. MAA SNA
1033Q06 Capa Basal (+) ++ Focal (+) ++ Focal
Ameloblastoma
Solido Multiquistico | Reticulo Estrellado + +
Folicular
FO62403 Capa Basal ++ +
Ameloblastoma
Saolido
Multiquistico Reticulo estrellado + +
Folicular
FO77803 Capa Basal + ++
Ameloblastoma
Uniquistico Reticulo estrellado + ++
Plexiforme
FO47306 Epitelio Quistico (-) ++
Ameloblastoma
Quistico Escasas.

Plexiforme con células

componente basales +

Mural. Crecimiento luminal
Capa Basal - +
Reticulo estrellado + +
Ameloblastomaen T. C.
Capa basal + +
Reticulo estrellado + +

CONTROLES

Epitelio normal Capa Basal | - -

Memb. | Citopl
Citopl.

Espinoso +a++ ++ +
Paraqueratinizado ++ ++ +

Epitelio asociado Capa Basal - +

a ameloblastoma Espinoso +a++ +a++
Paraqueratinizado + ++

Glandulas Capa Basal + +++

sebaceas Células Intermedias ++ +++
Células Secretorias +++ +++
maduras

Restos de Serres (-) ++

+ Focal
Musculo - ++
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DISCUSION

Los tumores odontogénicos son lesiones raras que aparecen en los huesos
maxilares, la mandibula y en tejido blando de la cavidad bucal, su formacion
es exclusiva en zonas donde existe se desarrollan érganos dentarios’. De
ellos, el ameloblastoma es la neoplasia con mayor frecuencia dentro de la
amplia gama de neoplasias que representas estos tumores odontogenicos .
Existen numerosos estudios acerca de la expresion de carbohidratos en
tumores odontogénicos detectados por medio de lectinas 2345678910 | o5
carbohidratos juegan un papel importante en la proliferacion, diferenciacion y
muerte celular. Los acidos sialicos son los carbohidratos terminales durante
el proceso de glicosilacion, han sido considerados como marcadores de
diferenciacion celular. Hasta el momento no se han realizado estudios para
determinar la expresion de estos carbohidratos sialilados en
ameloblastomas. La expresidon de acidos salicos a través del uso de lectinas
MAA (a2, 3 Neub5Ac, 1, 4 Gal) y SNA (a2, 6 Neu5Ac), esta relacionada con
la diferenciacion celular y el comportamiento biolégico de neoplasias tales
como los carcinomas escamosos>*.

En este estudio se observd que en los dos casos de ameloblastoma sdlido
folicular, la expresion de carbohidratos sialilados por medio de ambas
lectinas fue idéntica en los componentes basales (de leve a moderado) y
reticulo estrellado (leve). En vista de que las lectinas usadas en este estudio
estan relacionadas con la diferenciacion, éste resultado sugiere que la
diferenciacion celular en ambos casos fue la misma.

Jiménez-Farfan y col’

encontraron que el 6rgano del esmalte fue
moderadamente positivo a MAA y el reticulo estrellado tuvo expresividad
leve a SNA comparando nuestros resultados con dicho estudio' y en vista
que las células basales del ASM folicular presentaron la misma expresividad
a MAA que las células del epitelio interno, es posible suponer que

pertenecen a la misma estirpe. Siguiendo con el mismo tenor, las células del
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ameloblastoma parecidas al reticulo estrellado, presentaron las misma
expresividad a esta lectina que las células del reticulo estrellado de los
érganos dentarios normales estudiados por Jiménez-Farfan col''. Por ello
también es posible sugerir que estos dos grupos celulares son de la misma
estirpe.

Jiménez-Farfan y col"

encontraron que el epitelio interno del 6rgano del
esmalte fue moderadamente positivo con MAA, no asi para el reticulo
estrellado que tuvo expresividad leve a SNA. Comparando nuestros
resultados con dicho estudio, y en vista de que las células basales del AS/M
folicular y las células del epitelio interno 6rgano del esmalte reportadas
presentaron la misma expresividad para el carbohidrato a 2, 3 Neu5Ac por
medio de la lectina MAA, podemos sugerir la relacion entre ambas
estructuras. El analisis de las células del ameloblastoma parecidas al reticulo
estrellado presentaron la misma expresividad del carbohidrato a 2, 3 Neu5Ac
que las células del reticulo estrellado de los 6rganos dentarios normales
segun lo reportado, esto refuerza la idea de que estos carbohidratos se
encuentran relacionados con la diferenciacion celular'.

El A-U plexiforme demostré un expresiéon leve con la lectina MAA, no asi
para el carbohidrato a 2, 6 NeuAc con la lectina SNA que fue moderada.
Estos datos son contrarios a lo demostrado en los dos AS/M, pues la
expresion de SNA en estos fue leve. El componente plexiforme fue el de
mayor positividad. Los nichos epiteliales, no muestran las caracteristicas
histologicas tipicas de un ameloblastoma: la empalizada celular y la
polarizacién nuclear'. La expresion de estos acidos sidlicos va relacionada
con el grado de diferenciacién, es decir, la expresion leve de SNA en la capa
basal del AM/S folicular, nos sugiere que estas células se encuentran menos
diferenciadas respecto a las localizadas en los componentes plexiforme de
los AQP. Holikova 3* mostré un patron semejante en mucosa, pues al
presentar un mayor grado de displasia estas incrementaban su expresion
para SNA.
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En nuestros casos de AQP, encontramos que la expresividad a MAA
solamente varié en que la capa basal del componente mural fue negativa.
Es posible que esta variacion se debiera a la influencia de las células
ameloblastomatosas del componente mural sobre las células basales del
crecimiento luminal. En el revestimiento quistico de este caso pudimos
observar que algunas de las células fueron levemente positivas a MAA. El
estudio de Jiménez-Farfan col'' demostrd que las células del reticulo
estrellado presentaron la misma expresividad a esta lectina. Ello permite
sugerir que aunque se considera que los revestimientos de los quistes
odontogénicos derivan del epitelio interno del 6rgano del esmalte, algunas
células de dichos revestimientos pudieran derivar del reticulo estrellado.

Asimismo, comparando la expresividad de ambas lectinas en las islas
ameloblastomatosas del componente mural con las células del AS/M
encontramos que la expresividad fue idéntica con ambas lectinas, solamente
en las islas de la neoplasia se observaron algunas células moderadamente
positivas. Ello sugiere que el componente mural realmente representa el
crecimiento de un ameloblastoma solido asociado a la capsula del AQP

De acuerdo a nuestros resultados, podemos deducir que el grado de
diferenciacion de las células de los AS/Ms analizados en este estudio tienen
un grado de diferenciacion comparable a las células de los estratos espinoso
y paraqueratinizado del epitelio de la mucosa de la cavidad bucal. Asimismo,
pudimos observar que la expresividad a MAA en los epitelios normales y
asociado a ameloblastoma que son virtualmente idénticos, solamente la
expresividad en el estrato paraqueratinizado fue menor en el epitelio
asociado al ameloblastoma. Esto demuestra que existe una relacién entre el
epitelio con la neoplasia, es decir, expresion de acidos sialicos en la mucosa

de la cavidad bucal se modifica por la presencia de una neoplasia.
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CONCLUSIONES

1.- Los resultados de este estudio sugieren que existe parecido entre
las células de los ameloblastomas estudiados con las células del érgano del
esmalte normal.

2.- El componente mural del AQP realmente representa el crecimiento
de un ameloblastoma solido asociado a la capsula del AQP.

3.- Existe influencia de las células ameloblastomatosas del componente
mural sobre las células basales del crecimiento luminal.

4.- La expresion de acidos sialicos en la mucosa de la cavidad bucal se

modifica por la presencia de un ameloblastoma.
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