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INTRODUCCION

La identificacion de las caracteristicas y componentes histomorfologicos del ameloblastoma
uniquistico (AU) hacen posible su distincién y diferenciacion diagnéstica contra lesiones odontogénicas
quisticas, lamentablemente no todos los casos son tratados bajo las mismas condiciones ni presentan las
caracteristicas histopatologicas clasicas de transformacion ameloblastica descritas por Vickers R. y Gorlin
R." Esto conlleva a que el establecimiento de un diagndstico clinicopatolégico sea problematico resultando

en un manejo terapéutico inadecuado.

El empleo de herramientas auxiliares diagndsticas como la inmunohistoquimica son de gran apoyo
para dilucidar la problemética diferencial existente entre el AU vs. lesiones quisticas. Estos marcadores
inmunohistoquimicos tienen como fundamento el uso de reactivos basados en anticuerpos para localizar

epitopes(os) especificos en secciones de tejido.?

La calretinina es una proteina expresada ampliamente en los tejidos humanos, particularmente en
tejido nervioso central y periférico, asi como en la retina y en neuronas de vias sensoriales; se ha
documentado su presencia en células que residen directamente en el camino del calcio en transicion de la
matriz del esmalte actuando como ‘transporte de calcio” y en el epitelio odontogénico durante la
odontogénesis de los gérmenes dentales.

El objetivo de este trabajo es comprobar la utilidad del marcador de inmunohistoquimica
“calretinina” como herramienta en el diagnéstico diferencial de AU vs. Lesiones Odontogénicas quisticas
(LOQ).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El establecer un diagnostico clinico-radio-histopatoldgico y a su vez conocer el comportamiento
bioldgico y el tipo especifico de una entidad patologica nos permite establecer un correcto plan de
tratamiento y con ello obtener un prondstico favorable, si bien y aunque en baja proporcidn, las lesiones

quisticas pueden representar un reto a nivel del diagnéstico.

A la fecha se han reportado dos articulos sobre la expresion de calretinina en ameloblastoma
uniquistico (AU).8: 4 Ambos hacen hincapié en la utilidad de este marcador para el diagndstico de esta
neoplasia comparado con queratoquistes. A pesar de que sus resultados son prometedores, Piatelli A.10
encontrd que los queratoquistes expresan calretinina en una proporcion similar y un patron de
inmunoreaccion semejante, por lo tanto: ¢ Es realmente la calretinina un marcador util para discernir entre
AU y LOQ? ¢ Existe alguna relacion entre la expresion de calretinina y el indice proliferativo evidenciado
por PCNA o Ki67, lo cual conlleve a evidenciar una reaccion diferencial entre lesiones odontogénicas

quisticas?

JUSTIFICACION

Las técnicas de inmunohistoquimica permiten la identificacién, sobre muestras tisulares o
citolégicas de determinantes antigénicos caracteristicos de distintas lineas de diferenciacién y funcion
celular. La aplicaciéon de anticuerpos policlonales 0 monoclonales sobre secciones tisulares permite la
localizacion microanatomica de su expresion y su correlacion con los parametros morfologicos,
aumentando la sensibilidad y especificidad del tejido estudiado, y proporcionando informacidn adicional

esencial en muchos casos. 38

El propésito de este trabajo es analizar las caracteristicas de inmunoexpresion de la calretinina, asi
como también de marcadores de proliferacion celular: Ki-67 (Clona MIB-1) y PCNA en distintas muestras

de ameloblastoma uniquistico, queratoquiste odontogénico, quiste dentigero y



ANTECEDENTES

La diferenciacion histologica entre los AU y quistes odontogénicos puede ser problematica 4 5 6.
Ya sea por que, las caracteristicas histopatolégicas del epitelio no sean clasicas, por que el epitelio tenga
cambios debidos a infiltracién inflamatoria o por que el fragmento obtenido para estudio histopatologico sea
insuficiente y no incluya porciones representativas de la lesién; 7 debido a esto se ha intentado el uso de
distintos marcadores inmunohistoquimicos que identifiquen biomoléculas Utiles para la diferenciacion del
ameloblastoma contra otro tipo de lesiones. El estudio de la expresién de distintas proteinas a través de
inmunohistoquimica no sélo busca su utilidad practica en el diagnéstico, sino también conocer el

comportamiento biolégico de esta entidad. 8

Se han reportado diversos estudios sobre diferentes marcadores inmunohistoquimicos para
ameloblastomas  uniquisticos, entre ellos: calretinina, PCNA y Ki-67. Esta determinacion
inmunohistoquimica puede ser util, para conocer el comportamiento biolégico de la neoplasia; ya sea por
su posible capacidad de recidiva o bien por la actividad proliferativa de sus células.

Coleman H.# Altini M.? y Piatelli A.1° han estudiado la calretinina y su expresion en el epitelio de
revestimiento de AU’s, queratoquistes odontogénicos, quistes residuales y quistes dentigeros para
determinar si este marcador inmunohistoquimico pudiera usarse en distinguir lesiones quisticas del
ameloblastoma uniquistico. La calretinina es una proteina de 29 kDa dependiente del calcio, es un
miembro de la familia EF-hand a la que la proteina S100 también pertenece. Se expresa ampliamente en
los tejidos humanos, particularmente en tejido nervioso central y periférico asi como en la retina y en
neuronas de vias sensoriales; 3 se ha documentado su presencia en el epitelio odontogénico durante la
odontogénesis de los gérmenes dentales de los molares en rata; se expresa localmente en la lamina
dental, en el epitelio externo del esmalte, reticulo estrellado y estrato intermedio en diferentes etapas. Una
posible explicacién de la dinamica espacial y distribucion temporal exhibida por la calretinina es que ésta
proteina al igual que lo sugerido para la calbindina por Elms TN." puede presentarse solo en células que
residen directamente en el camino del calcio en transicion de la matriz del esmalte actuando como

“transporte de calcio” Mistry D.3



Esta distribucién podria sugerir que la calretinina juega un papel en la formacién del esmalte, y que
podria expresarse en preameloblastos, ameloblastos secretores o células con un fenotipo ameloblastico
como en las neoplasias odontogénicas. Sin embargo la funcién biolégica exacta de la calretinina es
desconocida. En anatomopatologia, ha sido establecida como un marcador de diferenciacidén en tumores
del sistema nervioso central; asi como un marcador altamente sensible y especifico como en el caso de

células mesoteliales ya sean malignas o benignas. 10.12

Altini M. y col.? ; estudiaron la expresion de calretinina en ameloblastomas uniquisticos; 22 de 27
casos (81.5%) mostraron tincion en los estratos mas superficiales de las células epiteliales; tanto del
citoplasma como del nlcleo. Posteriormente, Coleman H. y col.# determinaron la expresion de calretinina
en 22 casos de queratoquistes odontogénicos, 26 casos de quiste residual y 20 casos de quistes
dentigeros; ninguno de los casos mostrd positividad. Con los resultados antes mencionados y basados en
la proporcion de la expresion de calretinina obtenida por Altini M. y col. ¢ :(93.5% de ameloblastomas
solidos/multiquisticos y un 81.5% en AU). Estos autores propusieron que la calretinina podria servir como

un marcador Util en el diagnéstico diferencial de los AU vs. lesiones de tipo quistico.

Sin embargo, Piatelli A0 evalud la expresion de calretinina en un total de 70 quistes
odontogénicos: 24 quistes radiculares, 24 quistes dentigeros y 22 queratoquistes odontogénicos (10
queratoquistes ortoqueratinizados, 12 queratoquistes paraqueratinizados) todas las lesiones quisticas
fueron negativas, excepto ocho de los 12 queratoquistes paraqueratinizados; los cuales mostraron
positividad a la calretinina, la expresion fue registrada en el estrato parabasal intermedio del epitelio
quistico. Piatelli A. y col.1 entonces propusieron la utilidad de la calretinina en el diagnéstico diferencial
pero, entre queratoquistes odontogénicos (paraqueratinizados, “sic”) y ofros quistes odontogénicos.
Basados en estos resultados podemos afirmar por lo tanto, que existe una contradiccion en la literatura
respecto a la utilidad de la calretinina, y de la misma forma surgen las siguientes preguntas: ¢ La calretinina
sirve como auxiliar diagnostico especifico para ameloblastoma uniquistico?, ¢son los protocolos y las

clonas empleadas por estos autores variables que intervengan directamente en sus resultados?

La importancia biologica de la expresion de calretinina en ameloblastomas no es conocida y su

uso como un marcador inmunohistoquimico distintivo y especifico para los restos de tejidos ameloblastico



debe ser confirmado. Sin embargo, los resultados de estos estudios incrementan la posibilidad de que la

calretinina pudiera ser una ayuda en el diagnostico diferencial importante entre lesiones quisticas.

Por otro lado y como se habia mencionado al inicio, se han buscado distintos marcadores que
definan el comportamiento biologico de esta neoplasia (AU) o que permitan su identificacion en casos de
confusién diagndstica. Godoy R.1® utilizd en biopsias de tres ameloblastomas (uno de ellos de tipo
uniquistico), técnicas inmunohistoquimicas; para determinar el indice de proliferacion celular que indicaria
la posible transformacidén maligna del ameloblastoma o su capacidad de recidiva. Seleccion6 también un
feto de 12 semanas, a fin de realizar una comparacion del aspecto inmunohistoquimico de las muestras
histopatologicas y el germen dentario en estadio de campana del mismo feto. Obteniendo positividad en el
AU como en el feto de los siguientes marcadores: Pan- queratina (AEs-AEs) y queratina 5, con resultados
negativos para queratina 7, vimentina y proteina S-100; en el caso de Mib 1 (Ki 67 en parafina) para AU fue
menos del 10% y del drgano del esmalte en un germen dentario en estadio de campana fue de 1%, lo que
significa que el indice de proliferacion celular es bajo.

Antigeno de Proliferacién Celular (PCNA) es una de las diversas proteinas nucleares de 36kDa
relacionadas con el ciclo celular, maximamente elevada en la ultima fase G1 y fase S de proliferacién
celular y decreciendo en la fase G2 (Fig.1), asociado también a procesos de simulacion de reparacion de
DNA por factores de crecimiento.!* La principal importancia del PCNA como un marcador de proliferacion
celular tiene que ver con la habilidad de detectar esta actividad replicativa en tejidos procesados y fijados
de manera rutinaria;'® de igual forma ha sido utilizado para evaluar la capacidad de proliferacion de
diferentes tipos de tumores. En el caso de AU la expresion del PCNA se ha encontrado en las células de
islas tumorales. Las recurrencias también han sido evaluadas mostrando una alta positividad; las
diferencias entre ameloblastoma recurrente y otro tipo de ameloblastoma han sido estadisticamente
significativas. Quiza el analisis de PCNA podria ser usado para predecir la posibilidad de recurrencia o

transformacion maligna de una lesion. 19, 16. 20



Fig. 1 Fases del ciclo celular: (DNA sysmhesis)

PCNA = expresaen G1y S
Ki67=expresa G1,S, G2y M

La expresion de Ki 67(MIB-1) ha sido observada en los nucleos de células proliferativas, éste
puede ser un marcador para estimar el estado de crecimiento del tejido. Se ha reportado que la expresion
de este marcador se ve incrementada en lesiones preneoplasicas y neoplasicas de la mucosa bucal y en

todos los estados de alta celularidad. 17

MIB-1 es un anticuerpo nuclear de 345-395kDa que detecta antigeno Ki-67 en fijacion con
formalina/tejido en parafina a través de un antigeno retroviral; es un marcador considerado méas especifico
de células en proliferacién que PCNA, se expresa en todas las partes activas del ciclo celular, aumentando
durante la ultima mitad de la fase S, alcanza su pico en G2 y M, degradandose rapidamente después de
mitosis (Fig. 1). 1 Se ha sugerido que la tincién con Ki67 es mas exacta que el conteo de mitosis de tincién
con PCNA. 18

Se ha encontrado que los mecanismos patogénicos que favorecen el crecimiento y expansion de
queratoquistes (comportamiento) incluyen la alta tasa de proliferacion tefiida con Ki-67, contraria a la baja
tasa de proliferacion mostrada por el ameloblastoma en el ciclo celular. 1 Piatelli A. y col.’® encontraron
que en las paredes de un quiste dentigero pueden estar presentes con una proliferacién similar a un
ameloblastoma pero carece de la apariencia ameloblastica de las células periféricas de un foliculo
ameloblastico verdadero.



Ameloblastoma uniquistico

Definicion: La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define al ameloblastoma uniquistico como

una variante de ameloblastoma, que se presenta en forma de un quiste. 20
Sinonimia: Ameloblastoma quistico.

El AU forma la mayor parte del total de ameloblastomas; en varios estudios el AU cuenta con el 10
a 15% de todos los ameloblastomas intradseos. No se puede determinar si la lesién representa la
transformacion de un revestimiento del quiste normal o surge ex novo a partir de residuos epiteliales
odontégenos preexistentes. En muchas lesiones, las areas de revestimiento normal de un quiste son
adyacentes al tejido ameloblastomatoso; en otras lesiones, no se puede encontrar el revestimiento epitelial

normaL 19, 22, 23, 24

Consideraciones clinicas y epidemiologia

Clinicamente se manifiesta como una tumoracion frecuentemente indolora que puede
acompanarse de deformidad facial, maloclusion, desplazamiento y pérdida de 6rganos dentales, resorcion

radicular, ulceracion y enfermedad periodontal; es diagnosticado casualmente por examenes radiograficos.

23,25,26, 27, 28

El AU es una lesion expansiva que puede destruir una porcion considerable de los maxilares;
normalmente no se infiltra en el hueso circundante.?8. 29 No tiene predileccidn por raza o género, 23.28.29 gin
embargo Reichart P.23 menciona cierta dominancia del género masculino 1.6:1 y en la forma no dentigera
la dominancia es hacia el género femenino 1:1.8. Leider A. realiza la siguiente distribucion racial: 45% en la
raza blanca, 33% en la raza negra, 12% en la hispana y 10 % en la oriental; Ackerman G. por su parte da

predominancia a la raza negra en un 90%. %

El AU es esencialmente una lesion quistica, esta asociado por lo general a la corona de un diente
impactado (a la union cemento esmalte) en un paciente joven, principalmente el tercer molar inferior,

regularmente en un 80% de los casos; por lo cual en la mayoria de los casos su diagndstico es de quiste



dentigero; mientras el porcentaje restante puede simular un quiste radicular o residual. 23 25.28. 31 E| tercer
molar al que puede estar asociado suele encontrarse muy desplazado. En casos raros las lesiones
aparecen en el area premolar mandibular, que es la localizacion frecuente de los quistes periodontales
laterales y otros se presentan en la parte posterior de la mandibula més allé de las areas portadoras de

dientes. 23, 25,28, 31

El AU se desarrolla con més frecuencia en la mandibula, en la zona posterior, incluyendo la rama
ascendente, esto es aceptado por la mayoria de los autores.20. 23, 26, 28,31, 32,33 E| 100% para Mc. Milian,
92% segun Ackerman G. el 90 % de acuerdo con la OMS, el 82,6% para Gardner D. y el 70 % segun un

estudio de Robinson L. el maxilar superior se afecta en un porcentaje menor, 24.28,30

Las lesiones del ameloblastoma uniquistico se presenta con mayor frecuencia en pacientes de 16
a 20 afios de edad; a veces aparecen en pacientes mas jovenes y se han descrito algunos casos en nifios.
28 Rara vez, las lesiones se han encontrado en pacientes en un rango de 33 hasta de 40 afios de edad

casos generalmente donde no existen dientes retenidos. 2431

La edad media de surgimiento del AU es de 16.5 afios segun Reichart P. 18.7 afios segun
Robinson L. y Martinez M. o de 26.9 afios segun Leiden A. La edad promedio segun la OMS es de 16 afios

y en su forma no dentigera es de 35 afios. 2328, 31

Un punto importante es que las lesiones que clinica y radiograficamente parecen quistes

odontogénicos, pueden ser ameloblastomas u otros tumores odontogénicos. 3

Consideraciones radiograficas

El aspecto radiografico es importante en el diagnostico porque determina si la lesién es unilocular,
un criterio diagnéstico imprescindible en el AU, las lesiones suelen estar bien delimitadas y pueden estar
incluso decorticadas incluyendo dentro de si un diente. Cuando las lesiones estan localizadas en el area
premolar, las raices de los dientes adyacentes pueden estar desplazadas. El diagndstico clinico
radiografico es frecuentemente un quiste dentigero (folicular); es posible encontrar en un AU aspectos

radiograficos multiloculares.24 28. 31



En el examen radiografico de un posible AU deben ser considerados algunos parametros:

localizacion, relacion eventual con piezas dentarias incluidas y forma de la lesion.

Beovide C. 25 describe seis grupos principales que pretenden interpretar el examen radiografico:

1.
2.

o o~ w

Aspecto similar a un quiste folicular.

Aspecto similar a un quiste folicular con desplazamiento del diente incluido y extensién de la
neoformacién a la rama pudiendo alcanzar la coronoides.

Aspecto similar a un quiste folicular con margenes policiclicos.

Aspecto similar a un quiste radicular con reabsorcion de las raices dentarias contiguas.

Ostedlisis piriforme localizada entre dos piezas dentarias contiguas y desplazamiento dentario.

Ostedlisis multilocular periapical con reabsorcion radicular.

Caracteristicas histopatologicas

La lesion consiste de una capsula de tejido fibroso denso de espesor uniforme, limitando un Unico

lumen, grande y lleno de liquido.3!

El AU es una de las formas clinico-histopatolégicas del ameloblastoma. Robinson L. y Martinez M. son

quienes describen por primera vez al AU como una entidad distinta por presentar cuadros morfoldgicos

particulares.

Sin embargo, las caracteristicas histopatoldgicas de transformacién ameloblastica descritas por Vickers R.

y Gorlin R. son necesarias para el diagnéstico (Fig. 2), éstas son: 28

Polarizacion inversa de los nucleos basales del epitelio quistico (nucleos ubicados en la
extremidad distal de la célula es decir, alejados de la basal).

Hipercromatismo de los nucleos celulares de los estratos basales del epitelio quistico.

Disposicion en empalizada de los nucleos basales.

Células suprabasales con pérdida de la cohesion, similar a las células poliédricas del reticulo
estrellado del 6rgano del esmalte.

Hialinizacién del tejido conectivo adyacente a la membrana basal
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Fig. 2 H&E, 40X Ameloblastoma uniquistico con criterios de Vickers R. y Gorlin R.
(Fuente directa).

Queratoquiste Odontogénico

Sinonimia: Tumor Odontogénico Queratoquistico, 34 Quiste primordial 20

Existe mucha controversia acerca de la naturaleza del queratoquiste odontogénico (QQO); puede
ser un estigma de la presencia del sindrome del carcinoma nevoide de células basales (NBCCS, Sindrome
de Gorlin-Goltz). 20

El comportamiento agresivo y la alta taza de recidiva del QQO sugieren un verdadero potencial
neoplasico. El grupo de trabajo de la OMS clasifica al QQO como un tumor benigno con epitelio
odontogénico maduro, estroma fibroso sin ectomesénquima odontogénico.22 En el entendido de que el
término tumor no es sinénimo de neoplasia, desde que este también incluye proliferaciones de tejido
hamartomatoso, estos autores creen que las alteraciones genéticas del QQO soportan su naturaleza
neoplasica. Por otro lado, algunos estudios clinicos difieren de este concepto al demostrar una buena

respuesta del QQO a la marsupializacién.2®

Afecta principalmente durante la segunda y tercera década de la vida, principalmente al género

masculino, estudios recientes han demostrado el rol del gen PTCH (patched homolog 1) en la etiologia del



QQO, la mandibula es la zona de predileccion del 63-83% de los casos reportados?’ extendiéndose del

angulo a la porcion anterior de ésta.

Posee un comportamiento de destruccion localizado, puede cursar con ligera sintomatologia;
deriva de los restos de la lamina dental, a veces parece originarse también del revestimiento de un quiste
dentigero,22 aunque el QQO suele estar presente como lesion aislada, puede presentarse a veces en
forma de quistes multiples que en ocasiones ocupan los cuatro cuadrantes de los maxilares. Posee un
notable potencial de crecimiento mayor que el de otros quistes odontdgenos y puede alcanzar un gran

tamafio produciendo destruccion 6sea masiva.3
El QQO presenta una tasa de recidiva del 25 al 60%, similar a la de una neoplasia.

El tratamiento es la enucleacién quirurgica.

Caracteristicas radiograficas

El QQO tiene el aspecto de una lesion solitaria bien definida o multiloculada generando un borde
cortical delgado o incluso perforado.

Caracteristicas histopatologicas

ElI QQO posee un revestimiento delgado y uniforme de epitelio escamoso paraqueratinizado, por lo
general de 6 a 10 células de espesor, una capa en empalizada de células basales cilindricas o cuboidales,
una capa de queratina corrugada en su superficie luminar, ausencia de papilas. Generalmente hay una
separacion focal del revestimiento epitelial y el tejido conjuntivo adyacente. La luz del quiste contiene
cantidades variables de paraqueratina descamada, en algunos casos puede formar quistes satélites o

residuos de la lamina dental. (Fig. 3)
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Fig. 3 H&E, 40X Queratoquiste odontogénico con células basales en empalizada, capas celulares
estratificadas y queratina corrugada en la superficie luminal (Fuente directa).

Quiste Dentigero

Definicion: Quiste odontégeno que rodea la corona de un diente impactado; se debe a
acumulacion de liquido entre el epitelio reducido del esmalte y la superficie del esmalte, produciéndose un

quiste en cuya luz esta situada la corona mientras la raiz (o raices) permanecen por fuera. 22
Sinonimia: Quiste folicular 24

Representa el tipo mas comin de quistes del desarrollo; su patogénesis es incierta, pero
aparentemente se desarrolla por acumulacién de fluido entre el epitelio reducido del esmalte y la corona
del diente. 2 Muchos quistes dentigeros (QD) se consideran que tienen un desarrollo resultante de la

inflamacion periapical presente en dientes infantiles. !

Consideraciones clinicas y epidemiologia

El QD puede ocurrir en asociacion con un diente no erupcionado, los mas afectados son terceros
molares mandibulares, otro sitio de relativa frecuencia incluye los caninos maxilares y segundos

premolares, raramente estan asociados con dientes deciduos no erupcionados.?2 Se presenta en



pacientes con un amplio rango de edad entre 10 a 30 afios, con predominio hacia el género masculino,
clinicamente cursan asintomaticos y es diagnosticado casualmente por exdmenes radiograficos; pueden

crecer con un tamafio considerable generando con esto expansion de corticales.

El quiste dentigero deriva del epitelio reducido del esmalte que rodea la corona del diente no

erupcionado, asociados comunmente con terceros molares mandibulares o del maxilar superior.

Su tratamiento es la enucleacion del quiste con remocion del diente no erupcionado, su prondstico es

excelente.

Caracteristicas radiograficas

El QD se presenta como una area radiolucida unilocular bien definida asociado a la corona de un
diente no erupcionado.

Caracteristicas histoldgicas

Las caracteristicas histopatoldgicas del QD dependen de si esta o no inflamado; en el quiste no
inflamado la pared de tejido conectivo fibroso es delgada, la capa epitelial consiste en 2 a 4 capas de
células no queratinizadas y la interfase entre el epitelio y el tejido conectivo es nula.

En el tipo inflamatorio la pared fibrosa presenta mas colagena, con una infiltracion variable de células
inflamatorias cronicas. (Fig. 4)
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Tumor Odontogénico Adenomatoide

Definicién: tumor benigno originado de epitelio odontogénico.

La OMS lo define como un tumor compuesto por epitelio odontogénico el cual presenta una
variedad de patrones “histoarquitecturales” inmerso en un estroma de tejido conjuntivo maduro vy
caracterizado por un crecimiento lento pero progresivo.2! Se cree que deriva del epitelio del esmalte, o

también se ha sugerido que proviene de remanentes de la lamina dental.

Consideraciones clinicas y epidemiologia

Corresponde del 2.2 al 7.1% de todos los tumores 24 3. 37 clinicamente todas las variantes del
Tumor Odontogénico Adenomatoide (TOA) estan caracterizados por un lento pero progresivo crecimiento.

El TOA es frecuentemente asintomatico y es descubierto durante el examen radiografico de rutina
0 por la determinacién causal de dientes no erupcionados. Presenta un rango de aparicién muy elevado
siendo durante la segunda década de la vida la edad de predileccién, afectando principalmente al sexo
femenino 1.9:1, el sitio de predileccién es el maxilar.22 Al ser un tumor completamente benigno su

tratamiento se dirige a una enucleacién dandose un buen pronéstico y baja tasa de recurrencia.

Caracteristicas radiograficas

El TOA es caracterizado por una radiolucidez circunscrita, unilocular que envuelve la corona de un
diente no erupcionado, el diente mas afectado es el canino, siendo la expansidn de corticales el hallazgo
radiografico mas comun, llegando en pocos casos a generarse una perforacién de corticales.
Radiograficamente se clasifica en tres tipos:

1. Folicular: asociado con la corona de un diente retenido, imitando la apariencia de un quiste
dentigero.

2. Periférico: raramente produce cambios radiograficos detectables.

3. Extrafolicular: presenta caracteristicas similares al quiste residual, lateral periodontal o quiste

radicular, dependiendo de su localizacion.



Caracteristicas histologicas

El TOA es una lesion bien definida rodeada por una delgada capsula fibrosa, su luz es
esencialmente solida o puede presentar grados variables de cambios quisticos. Esta compuesto por
nodulos solidos con epitelio de células cuboidales, presenta espacios y bandas de epitelio con una
configuracion trabecular o cribiforme, las células epiteliales forman estructuras similares a rosetas
alrededor de un espacio central. Estructuras ductiles o tubulares son caracteristicas del TOA, los nucleos

de sus células presentan polarizacién inversa. 2! (Fig. 5y6)

Fig. 5 H&E, 40X Tumor odontogénico
adenomatoide; estructuras
pseudoductales revestidas por células

cilindricas altas tipicas de la lesién. (H/E-

40X) (Fuente directa).
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adenomatoide; Variante folicular, desarrollo
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El establecer un diagnostico clinico-radio-histopatoldgico y a su vez conocer el comportamiento
bioldgico y el tipo especifico de una entidad patologica nos permite establecer un correcto plan de
tratamiento y con ello obtener un prondstico favorable, si bien y aunque en baja proporcidn, las lesiones

quisticas pueden representar un reto a nivel del diagnéstico.

A la fecha se han reportado dos articulos sobre la expresion de calretinina en ameloblastoma
uniquistico (AU).8: 4 Ambos hacen hincapié en la utilidad de este marcador para el diagndstico de esta
neoplasia comparado con queratoquistes. A pesar de que sus resultados son prometedores, Piatelli A.10
encontrd que los queratoquistes expresan calretinina en una proporcion similar y un patron de
inmunoreaccion semejante, por lo tanto: ¢ Es realmente la calretinina un marcador util para discernir entre
AU y LOQ? ¢ Existe alguna relacion entre la expresion de calretinina y el indice proliferativo evidenciado
por PCNA o Ki67, lo cual conlleve a evidenciar una reaccion diferencial entre lesiones odontogénicas

quisticas?

JUSTIFICACION

Las técnicas de inmunohistoquimica permiten la identificacién, sobre muestras tisulares o
citolégicas de determinantes antigénicos caracteristicos de distintas lineas de diferenciacién y funcion
celular. La aplicaciéon de anticuerpos policlonales 0 monoclonales sobre secciones tisulares permite la
localizacion microanatomica de su expresion y su correlacion con los parametros morfologicos,
aumentando la sensibilidad y especificidad del tejido estudiado, y proporcionando informacidn adicional

esencial en muchos casos. 38

El propésito de este trabajo es analizar las caracteristicas de inmunoexpresion de la calretinina, asi
como también de marcadores de proliferacion celular: Ki-67 (Clona MIB-1) y PCNA en distintas muestras
de ameloblastoma uniquistico, queratoquiste odontogénico, quiste dentigero y un caso de tumor
odontogénico adenomatoide (variante folicular); y probar de manera practica la utilidad de estos



marcadores inmunohistoquimicos en el diagndstico diferencial entre lesiones odontogénicas quisticas
(LOQ) para establecer/confirmar el diagndstico de ameloblastoma uniquistico; esto repercute, sin duda en

un tratamiento adecuado.

HIPOTESIS

Si la expresion de calretinina es positiva en el epitelio ameloblastico presente en el ameloblastoma
uniquistico, con un patron de reaccién nuclear o citoplasmatico; entonces debera ser negativo para los

casos de queratoquiste, quiste dentigero y tumor odontogénico adenomatoide.

Si la expresion positiva en queratoquiste de PCNA y Ki 67 (clona MIB 1) es mayor que en
ameloblastoma uniquistico, TOA y quiste dentigero; entonces debera demostrar con esto su alto nivel de

proliferacion celular y por tanto su comportamiento agresivo en comparacion con las otras lesiones.

Ho
Si la expresion de calretinina es negativa en el epitelio ameloblastico del ameloblastoma
uniquistico; entonces no es util para poder distinguir entre LOQ.

Si la expresion en queratoquiste de PCNA y Ki-67 (Clona MIB 1) es menor, igual o nula que en los
casos de ameloblastoma uniquistico, TOA y quiste dentigero; podria ser que su comportamiento bioldgico

sea distinto a lo reportado en la literatura.



OBJETIVO GENERAL

Determinar y comparar la expresion de calretinina entre distintas muestras de ameloblastoma
uniquistico, queratoquiste, quiste dentigero y un caso de tumor odontogénico adenomatoide (variante

folicular). Empleando las técnicas de inmunohistoquimica.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Conocer la tasa de proliferacion celular a través de la expresion de, Ki-67 (Clona MIB-1) y PCNA,
entre distintas muestras de ameloblastoma uniquistico, queratoquiste, quiste dentigero y un caso
de tumor odontogénico adenomatoide (variante folicular).

2. Estandarizacion de los sistemas de deteccidn de proteinas con la técnica de inmunohistoquimica:
Estreptavidina-Biotina (LSAB+) y Sistema Libre de Biotina (EPOS).

TIPO DE ESTUDIO

Descriptivo, Observacional, Comparativo.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizo sobre 54 casos de lesiones odontogénicas quisticas: 9 casos con diagnostico
histopatoldgico de ameloblastoma uniquistico establecidos en el 2005; 27 casos con diagndstico
histopatoldgico de queratoquiste odontogénico (tumor odontogénico queratoquistico - OMS) establecidos
en el periodo 2005-2006; 17 casos con diagndstico histopatoldgico de quiste dentigero establecidos en el
periodo 05-06; 1 caso con diagnostico histopatolégico de tumor odontogénico adenomatoide (variante
folicular) establecido en el periodo 05-06. (Tabla. 1)
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Lesiones Odontogénicas Quisticas (LOQ)

Casos Diagnéstico histopatolégico
9 Ameloblastoma Uniquistico (AU)
27 Queratoquiste Odontogénico (QQO)
17 Quiste Dentigero (QD)
1 Tumor Odontogénico Adenomatoide (TOA)

TOTAL CASOS: 54

Tabla 1. Lesiones odontogénicas quisticas estudiadas, agrupadas por casos de acuerdo

a su diagnéstico histopatolégico.

Materiales:

- Reportes histopatolégicos

- Banco de Cortes histologicos

- Piezas quirurgicas en bloques de parafina

- Anticuerpos: (Tabla. 2)

Anticuerpo Laboratorio Dilucion | Control positivo

Calretinina AC. MONOCLONAL DE CONEJO 1ml 1:250 Mesotelioma
Concentrado BIO-SB (BSB 5132)

Calretinina AC. MONOCLONAL DE RATON 1ml 1:50 Mesotelioma
Concentrado DAKO (DAK-Calret 1)

Calretinina AC. MONOCLONAL DE RATON 1ml 1:50 Mesotelioma
Concentrado ZYMED (Z11-E3)

Ki 67 (Clona MIB-1) | AC. MONOCLONAL MOUSE 1ml 1:25 Amigdala
Concentrado DAKO (No. M7240)

PCNA Proliferating AC. MONOCLONAL MOUSE 1ml 1:100 Amigdala

Cell Nuclear Antigen | Concentrado DAKO (M0879).

(Clona PC10)

Tabla 2. Anticuerpos empleados en la investigacion, laboratorio, dilucién y control positivo.



Microarreglo de Tejido:

Los Micro arreglos de tejido (TMA, Tissue Microarrays) fueron descritos en 1987 por Wan WH.

Fortuna MB y Furmanski P.3 consiste en la confeccion de un bloque unico el cual va a contener una

seccidn de tejido representativo de cada caso, pudiéndose constituir de hasta 2000 bloques distintos.

De entre las ventajas de esta técnica se encuentran el ahorro de tejido, la evaluacion de expresion de

proteinas en todos los especimenes que constituyen el TMA en una Unica corrida inmunohistoquimica o en

una reaccion por hibridacion in situ, el incremento en la velocidad a la que se realizan estudios clinico-

histo-patolégicos, la optimizacion y estandarizacién de técnicas inmunohistoquimicas y el ahorro

econdmico de trabajar en una sola laminilla hasta 2000 casos. 40. 41

Conformacion de microarreglos de tejido

Seleccion de zonas
representativas de

cada bloque a través
de laminillas H&F

v

Obtencion de tejido
con punch de 5mm

’

Organizacion de los
casos para la
formacién del nuevo
bloque.

’

Formacion de
microarreglo de
tejido.

;

Corte de
microarreglo 2
micras de grosor

Se conformd 6 TMA’s manualmente con un punch
de 5mm, seleccionando con el microscopio zonas
representativas en las laminillas de H&E con
epitelio quistico de las piezas quirurgicas en
bloques de parafina (Fig. 7), agrupando un
maximo de 20 casos por microarreglo, con el
objeto de unificar las condiciones a las que se
someteran los tejidos como son: tiempo,
temperatura, concentraciones, manipulacion y
técnica; una vez obtenido el TMA se realizé cortes
histolégicos de dos micras montados en laminillas
tratadas con poli-l-lisina.

Se realizaron pruebas de
inmunohistoquimica para calretinina, Ki 67 (Clona
MIB 1) y PCNA. Con dos protocolos distintos:
LSAB+/HRP/DAB y EPOS/HRP/DAB.
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Fig.7 Procedimiento de conformaciéon de
microarreglo de tejido. A. Seleccion de zonas
representativas con epitelio quistico de las
piezas quirdrgicas. B. Obtencion de tejido con
punch de 5mm (previa selecciéon de zona). C.
Organizacién de los casos para la formacion
del nuevo bloque. D. Formacién  de
microarreglo de tejdo. E. Corte de
microarreglo 2 micras de grosor (Fuente
directa).




METODOLOGIA

Deteccion de proteinas por el método LSAB+ (labelled Streptavidin-Biotin)

Se realiz6 la inmunodeteccion de las proteinas con el complejo biotina-estreptavidina/peroxidasa,
mediante el sistema de deteccion LSAB+ (Labelled streptavid-Biotin, Dako Corporation, Carpinteria Calif.
USA). Se empled un buffer a base de Citrato de Sodio al 0.1 M, pH 6.2 (Target Dako Corporation,
Carpinteria Calif. USA) para el desenmascaramiento de epitopes, para bloquear la actividad de la
peroxidasa enddgena, las muestras se trataron con peréxido de Hidrégeno al 0.9% en medio acuoso por 5
minutos, para eliminar los sitios de union inespecificos las muestras se trataron con Albumina Sérica
Bovina al 1% en PBS por 5 minutos, posteriormente las muestras se incubaron por 45 minutos con los
respectivos anticuerpos: calretinina, PCNA, y Ki-67.

Las muestras se incubaron con el anticuerpo biotinilado (anti-raton/anti-conejo) y con el complejo
estreptavidina/peroxidasa por 30 minutos c/u, para visualizar la reaccion se utilizd como sustrato 3,3"-
diaminobencidina-H.0, (Dako Cymation, Carpinteria Calif. USA). (Tabla. 3)

Tabla 3. Sistema de deteccion LSAB+/HRP/DAB Sistema por capilaridad.

FUNDIR PARAFINA. 30 min.-24 hrs. 56 "C-59 "C.
DESPARAFINAR Xilol 5 min.

Xilol 30 seg.
HIDRATAR Alcoholes degradados. 2 c/u por 30 seg.
DESENMASCARAMIENTO Horno de microondas/olla | 1 X 5 min., con Citrato de Sodio 6

de presion conE.D.T. A
REPOSO Bafio Maria a Temperatura | 1 X 20 min.

ambiente.
LAVADO Agua destilada. 2 X 30 seg.
BLOQUEO PEROX. ENDO. H202 3% 1 X5 min.
LAVADO PBS Tween 20 0.1% 1 X4 min.
BLOQUEO DE PROTEINAS BSA 1% 1 X5 min.
ANTICUERPO PRIMARIO Temperatura ambiente. 1 X 45 min.
LAVADO PBS Tween 20 0.1% 1 X4 min.

ANTICUERPO BIOTIN. Temperatura ambiente. 1 X'30 min.



LAVADO
ESTREPTAVIDINA-HRP
LAVADO

DAB

LAVADO
CONTRA-TINCION
DIFERENCIAR
LAVADO
DESHIDRATAR

SECAR
MONTAR'Y CUBRIR

PBS Tween 20 0.1%
Temperatura ambiente.
PBS Tween 20 0.1%
Temperatura ambiente.
Agua destilada
HEMATOXILINA DE GILL
NH4OH 0.37 M.

Agua destilada

Alcoholes degradados,

hasta Etanol Absoluto
Anhidro.

Campana de extraccién

Resina — Cubreobjeto

1 X 4 min.

1 X 30 min.

1 X 4 min.

Monitorear al microscopio.
Vaso de pp de 600 ml.
3-7 min.

30-60 seg.

2 cambios de 400 ml c/u.

2 c/u por 30 seg.

Temperatura ambiente.

OBSERVAR RESULTADOS AL MICROSCOPIO

Deteccion de proteinas por el método EPOS (Enhanced Polymer One Step)

Los cortes histologicos de las muestras se trataron igual que con el sistema LSAB+ hasta el paso
de la incubacién con el anticuerpo primario, después de este paso se incubaron con el polimero conjugado
con el anticuerpo secundario anti-raton o anti-conejo por 20 minutos (EnVision+ System Labelled Polymer-
HRP, cat. K4001 y K4003, Dako Cymation, Carpinteria Calif. USA), para visualizar la reaccion se utilizd
como sustrato 3,3’-diaminobencidina-H202 (Dako Corporation, Carpinteria Calif. USA), empleando los

mismos tejidos y control negativo que en el sistema LSAB+. (Tabla. 4)

Tabla 4. Sistema de deteccion EPOS/HRP/DAB Sistema por capilaridad.

FUNDIR PARAFINA. 30 min.-24 hrs. 56 "C-59 °C.
DESPARAFINAR Xilol 5 min.
Xilol 30 seg.

HIDRATAR Alcoholes degradados. 2 c/u por 30 seg.

DESENMASCARAMIENTO Horno de microondas/olla | 1 X 5 min, con Citrato de Sodio 6 con

de presion E.D.T. A



REPOSO

LAVADO

BLOQUEO PEROX. ENDO.
LAVADO

ANTICUERPO PRIMARIO
LAVADO

COMPLEJO Ab 2% Polimero/HRP.

LAVADO

DAB

LAVADO
CONTRA-TINCION
DIFERENCIAR
LAVADO
DESHIDRATAR

SECAR
MONTAR 'Y CUBRIR

Bafio Maria a Temperatura
ambiente.

Agua destilada.

H20: 3%

PBS Tween 20 0.1%
Temperatura ambiente.
PBS Tween 20 0.1%
Temperatura ambiente.
PBS Tween 20 0.1%
Temperatura ambiente.
Agua destilada
HEMATOXILINA DE GILL
NH4OH 0.37 M.

Agua destilada

Alcoholes degradados,
hasta Etanol Absoluto
Anhidro.

Campana de extraccién

Resina — Cubreobjeto

OBSERVAR RESULTADOS AL MICROSCOPIO

1 X 20 min.

2 X 30 seg.

1 X 5 min.

1 X 4 min.

1 X 15-30 min.

1 X 4 min.

1 X 15-30 min.

1 X 4 min.

Monitorear al microscopio.
Vaso de pp de 600 ml.
3-7 min.

30-60 seg.

2 cambios de 400 ml c/u.

2 c/u por 30 seg.

Temperatura ambiente.

Todos los casos fueron revisados con un microscopio Olympus BX51, Objetivo 40x (Plan N Fluor),

las imégenes para el conteo celular se obtuvieron con una camara Olympus DP70 y evaluaron con el

software Image-Proplus 5.0.

Criterios de inclusion: Seran tomados en cuenta para la evaluacion en el estudio los casos que

contengan epitelio quistico el cual permita su observacion, conteo y analisis.

Criterios de exclusion: Se descartaran del estudio los casos cuyo tejido se haya perdido, 0 no

permita su observacion, conteo y analisis.



Se determind el patrén celular de inmunoreaccién:
- nuclear
- citoplasmatico
- membranal (en su caso)
Se determind la intensidad a través de la evaluacién semicuantitativa:
- débil
- moderado

- intenso

Se determiné la proporcion de células con inmunoreaccion positivas a través de observacion directa en el

Microscopio.

N(nL’Jmero de células tefidas) X 100
N (nL’Jmero de células contadas)

Se realiz6 una observacién diferida inter e intraobservadores para evaluar la reproducibilidad de los

resultados de la observacion, con una prueba de Kappa simple.

RESULTADOS

Se excluyd de la evaluacion final 7 queratoquistes odontogénicos y 9 quistes dentigeros, por
pérdida de tejido y no contar con mas material para su reposicién. Siendo analizada una muestra final de
38 casos de lesiones odontogénicas quisticas distribuidas en 6 microarreglos de tejido, de las cuales se

seleccionaros tres campos aleatoriamente.

AMELOBLASTOMA UNIQUISTICO

Los 9 casos mostraron inmunotincién positiva con patrén citoplasmatico en su epitelio

quistico (Fig. 8y9), algunos casos mostraron tincion focal positiva en las capas celulares intermedias
superiores. La proporcion celular general (9 casos) que presentd reaccion positiva con calretinina de

la clona BIO SB fue de 51.9% (Tabla 5), DAKO 49.3% (Tabla 6) y ZYMED 42% (Tabla 7).
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Fig. 8 Reaccion positiva para calretinina en ameloblastoma uniquistico. A. calretinina-DAKO, epitelio
quistico con inmunoreaccidn positiva, note la reaccion citoplasmatica en los distintos estratos, la intensidad
de la reaccion es moderada (Aumento original 10X). B. Mayor detalle del epitelio, muestra edema
intercelular y reaccion citoplasmatica positiva. (Aumento original 40X) (Fuente directa).
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Fig. 9 Reaccion Positiva para calretinina en ameloblastoma uniquistico. A. calretinina BIOSB, epitelio
quistico con inmunoreaccidn positiva citoplasmatica de intensidad leve, localizada en los estratos basales
(Aumento original 40X). B. Calretinina ZYMED, epitelio quistico con inmunoreaccidn positiva citoplasmatica
de intensidad moderada, localizada principalmente en los estratos basales y superficiales (Aumento original
40X) (Fuente directa).

QUERATOQUISTE ODONTOGENICO
Ninguno de los 20 casos mostrd reaccion positiva a la calretinina (BIO SB) en su epitelio quistico.

Sin embargo para la calretinina-DAKO 1 caso mostré inmunotincién positiva en el 60% de sus células con
un patrén de reaccion citoplasmatico de intensidad débil (+) (Tabla 8), de la misma forma para calretinina-



ZYMED, 1 caso mostrd reaccion positiva en el 89.8% de sus células, con un patron de reaccion

citoplasmatico de intensidad moderada (++) (Fig. 10), (Tabla 9).

Fig. 10 (Aumento original 40X). Queratoquiste B
odontogénico con calretinina. A. Calretinina DAKO,
inmunotincion positiva en el 60% de sus células con L TR .
un patron de reaccion citoplasmatico de intensidad | £ +# “"

débil (+). B. Mismo caso que A pero sometido a .
calretinina BIOSB, inmunotincién negativa en su : 5
epitelio quistico. C. Calretinina ZYMED, epitelio A
quistico con inmunoreaccién positiva citoplasmatica |+, 4
de intensidad moderada en el 89.8% de sus células y :
reaccion positiva en el dominio basal en las células Tl R
del estrato homonimo (Fuente directa). s\ i

QUISTE DENTIGERO

De los 8 casos 3 presentaron reaccion positiva focal en el epitelio quistico a nivel citoplasmatico

con calretinina-BIO SB. De igual forma para ZYMED se presentaron 3 casos con inmunoreaccion positiva,
estos casos no fueron los mismos que para BIO SB, y 1 caso con reaccion positiva para calretinina-DAKO.

TUMOR ODONTOGENICO ADENOMATOIDE

Para las clonas de calretinina de ZYMED, BIO SB y DAKO no se generd ningun tipo de reaccion

inmunohistoquimica.



PCNA y Ki-67 (Clona MIB-1)

PCNA mostr6 una reaccidn celular positiva expresada porcentualmente de 80.6% para AU, 79.3%
para QQO, 70.7% para QD. Esta reaccion se vio reflejada en el nicleo celular de la mayoria de los casos,

con algunas células positivas en las capas superficiales. (Fig. 11)

Ki-67 (MIB 1) mostré una reaccion celular positiva del 17.6% en queratoquiste odontogénico,
14.5% en ameloblastoma uniquistico y 14.4% en quiste dentigero, identificindose pocas células positivas
en el tumor odontogénico adenomatoide; el queratoquiste odontogénico representa el grupo de lesiones

con mayor numero de células en replicacion. (Fig. 12)
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Fig. 11 (Aumento original 40x) Diferencia de expresion en las células propias de cada lesion.

A. Queratoquiste odontogénico con reaccion positiva para PCNA, en estrato basal y parabasales.

B. Ameloblastoma uniquistico con reaccion positiva para PCNA en los distintos estratos del epitelio
quistico. C. TOA con reaccion positiva para PCNA en estrato basal y suprabasal. D. Quiste dentigero con
reaccion positiva focal para PCNA (Fuente directa).
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Fig. 12 Reaccién Positiva para MIB 1. (Aumento original 40x) A. Queratoquiste odontogénico con
inmunoreaccién en estrato basal y suprabasal. B. Ameloblastoma uniquistico con inmunoreaccién en
estratos suprabasales. C. TOA con pocas células positivas en epitelio quistico. D. Quiste dentigero con
poca reaccion positiva a MIB-1 (Fuente directa).



BIO SB No. de casos Patrén celular  Intensidad de Proporcion

(Calretinina) positivos inmunoreaccion  celular positiva
Ameloblastoma 9/9 (100%) Citoplasmético ++ 51.9%
Uniquistico
Quiste dentigero 3/8 (37.5%) Citoplasmético + 24.1%
Queratoquiste 0/20 (0%) Negativo - 0%
Tumor Odontogénico 0/1(0%) Negativo - 0%
Adenomatoide

Intensidad (+débil), (++moderado), (+++intenso)
Tabla 5. Resumen de resultados donde se muestra el patrén de distribucion y la intensidad de

inmunoreaccion de calretinina en los 4 grupos de lesiones odontogénicas quisticas (laboratorio BIO SB).

DAKO No.De  Patron celular Intensidad de Proporcion
(Calretinina) casos inmunoreaccion  celular

Ameloblastoma 9/9(100%) Citoplasmético +++ 49.3%
Uniquistico
Quiste dentigero 1/8(12.5%)  Citoplasmético + 30%
Queratoquiste 1120(5%) Citoplasmético + 60%
Tumor Odontogénico 0/1(0%) Negativo - 0%
Adenomatoide

Intensidad (+débil), (++moderado), (+++intenso)
Tabla 6. Resumen de resultados donde se muestra el patrén de distribucion y la intensidad de

inmunoreaccion de calretinina en los 4 grupos de lesiones odontogénicas quisticas (laboratorio DAKO).

ZYMED No. De casos Patrén celular Intensidad de Proporcion
(Calretinina) inmunoreaccion  celular
Ameloblastoma 9/9 (100%)  Citoplasmatico ++ 42%

Uniquistico




Quiste dentigero 3/8 (37.5%)  Citoplasmatico + 19.7%

Queratoquiste 1120 (5%) Citoplasmético ++ 89.8%
Tumor Odontogénico 0/1(0%) Negativo - 0%
Adenomatoide

Intensidad (+débil), (++moderado), (+++intenso)

Tabla 7. Resumen de resultados donde se muestra el patrén de distribucion y la intensidad de
inmunoreaccion de calretinina en los 4 grupos de lesiones odontogénicas quisticas (laboratorio
ZYMED).

La sensibilidad de los diferentes métodos de deteccion de proteinas (LSAB+ y EPOS) en cortes
histoldgicos, para la inmunodeteccion de epitopes de calretinina, Ki-67 y PCNA, evidencid una reaccion
antigeno (Ag) vs. Anticuerpo (Ab) mas sensible con el sistema LSAB+. Esto se establece por la relacion
que hay entre la proteina del tejido y el anticuerpo, en EPOS es 1:1y en LSAB es 1:4 (1 proteina contra 4
peroxidasas) siendo una evaluacion de expresion subjetiva en donde la union del anticuerpo y el antigeno
del tejido resultdo mejor contrastada con el sistema LSAB+. La reaccion fue mas répida y de mejor calidad,

ademas, (Fig. 13).
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Figura 13. A. Ameloblastoma uniquistico con reaccion positiva para PCNA se empled el protocolo EPOS.
B. Ameloblastoma uniquistico con reaccion positiva para PCNA con protocolo LSAB+ (Fuente directa).

Todos los casos fueron evaluados nuevamente 3 semanas después intraobservadores obteniendo un nivel
de Kappa simple de 0.877, y un nivel de Kappa simple interobservadores de 0.766.



DISCUSION

La utilizacion de microarreglos de tejido tiene grandes ventajas que hacen posible efectuar un
estudio en un tiempo escaso, rapidez en el procesamiento de las muestras, disminucion de materiales y
costos, posibilidad de analisis simultaneo, estandarizado de multiples muestras y el empleo de una

pequefia cantidad de tejido para analizar. 40. 41

Durante el empleo de ésta técnica se encontré que los TMA presentan limitantes importantes para
nuestros casos de estudio, entre los cuales destacan la pérdida de tejido, dadas las caracteristicas de
lesiones quisticas con una luz central que a diferencia de otros tumores sdlidos no se presenta, la pérdida
de la orientacién del cilindro durante su manipulacién y es posible que no todos los casos se encuentren al

mismo nivel de corte por lo tanto no se recomienda para el estudio de lesiones quisticas.

Por otro lado, permitio unificar condiciones durante el procedimiento inmunohistoquimico,
disminuyendo variables indirectas durante la técnica; Mistry D.3 menciona que existe una variacion en la
misma seccion de tejido entre varios gérmenes de dientes presentes en su estudio. Y establece una
posible explicacion de que no todos los especimenes fueron tefiidos al mismo tiempo, sugiriendo el empleo

de microarreglos para evitar problemas de manipulacion.

Muchas técnicas han sido utilizadas para distinguir lesiones odontogénicas quisticas del
Ameloblastoma uniquistico. Entre éstas se incluyen: Determinacidn de actividad de fosfatasa alcalina en el
estroma, 42 caracterizacion de perfiles de citoqueratinas, cuantificacion de proliferacién celular como PCNA

y Ki67,4 entre otras; ninguna de ellas ha sido concluyente.

Los resultados de este estudio sugieren que el sistema de LSAB+HRP/DAB es més sensible al
empleo de anticuerpo monoclonales como calretinina, PCNA y Ki67 ya que se establece una reaccion
cruzada positiva por la universalidad de los anticuerpos, dando como resultado una reaccion de mejor

calidad.



La expresion de calretinina (BIOSB) se establecié en los 9 casos de ameloblastomas uniquisticos,
muy similar en proporcion con los resultados establecidos por Altini M. y col. ¢ donde el 81.5% de sus AU
fueron positivos a calretinina, sin embargo, la intensidad de ésta reaccion fue débil y focal a los estratos
basales, en contraste, el anticuerpo calretinina-DAKO presentd un patrén de inmunoreaccion intenso, y su
distribucion topografica en el epitelio quistico abarcé todos los estratos celulares. Altini M. y Coleman H.
utilizaron el anticuerpo calretinina-ZYMED, en este trabajo uno de los objetivos fue comparar la calidad de
la reaccion de éste anticuerpo contra el de otras casas comerciales (DAKO y BIOSB), calretinina ZYMED
en este estudio mostro un nivel de expresion muy semejante a lo ya reportado por estos autores, ° pero a
diferencia de calretinina-DAKO la intensidad de la reaccion fue moderada, y su patron de expresion
topogréfico se limitd principalmente a los estratos basales y superficiales del epitelio quistico.

En general se comprueba que la expresion del anticuerpo a calretinina de las tres casas
comerciales empleadas es sensible en el epitelio ameloblastico quistico de los AU’s, pero existen
diferencias en cuanto a la intensidad de la reaccion, siendo débil (+) para BIOSB, moderada (++) para
ZYMED e intensa (+++) para DAKO, la proporcion de marcaje celular es marginal entre los distintos
anticuerpos, siendo 42% para ZYMED, 49.3% para DAKO y 59.1 % para BIOSB.

El patrén de expresion topografica entre los distintos anticuerpos varié de la siguiente forma:
expresion en los estratos basales para BIOSB, expresion en los estratos basales y superficiales para
ZYMED y expresion en todos los estratos para DAKO. El porqué de esta variacién en la distribucion de la
expresion podria estar ligada al hecho de que la especificidad establecida por el anticuerpo secundario se
ve alterada por el sistema de deteccion o casa comercial de produccion. Todas las reacciones en todos los
casos fueron citoplasmaticas, por lo que el limite membranal no era distinguible en la mayoria de los casos,
esto eventualmente originaba confusion en el conteo celular y la valoracion final de la proporcién positiva

se vio afectada en su rango de confianza, sin embargo, esta evaluacion no llega a ser subjetiva.

Todos los casos de QQO fueron negativos para los tres distintos anticuerpos de calretinina,
excepto dos casos que fueron positivos para DAKO y ZYMED respectivamente, sin embargo no existe
diferencia estadisticamente significativa. De forma similar el grupo de quistes dentigeros mostro reaccion
de tres casos para ZYMED y uno para DAKO; el hecho de esta expresion no es facil de explicar, en ambos
casos su histogénesis proviene de la lamina dental y una posibilidad, aunque remota, es que a través de



los procesos disgenéticos que este epitelio sufre, existe conservacién de proteinas ligadas a su fase
temprana de diferenciacion y son mantenidos hasta estadios ulteriores, si bien inactivos; en el caso del
quiste dentigero un factor agregado como la inflamacion puede inducir la expresion de diversos genes por

factores de trascripcion, ésta posibilidad mucho més remota también es probable.

A diferencia de lo reportado por Piatelli A."0 los QQO estudiados no presentaron una expresion
significativa ni constante, esto demostrado por la ausencia de expresion de calretinina (BIOSB) en QQ, 2
QQ positivos para DAKO y 2 QQ positivos para ZYMED sugiriendo con estos resultados que la calretinina

no se expresa de forma especifica en QQ.

La respuesta obtenida con Ki-67 (MIB 1) para queratoquiste odontogénico representa el grupo de
lesiones con mayor numero de células en proliferacion del estudio siendo ésta expresion un mecanismo
patogénico mencionado por Regezi J.'® que favorece el crecimiento y expansion de QQO
(comportamiento); A su vez esta baja tasa de expresion de Ki-67 se refleja con una baja tasa de

proliferacion reportada en la literatura para los AU en comparacion con el QQO. 4

Posee también un valor diagndstico importante para los AU ya que la expresién de éste marcador
ayuda a reconocer un ameloblastoma de una proliferacién hiperplasica epitelial en QD al seguir los

criterios de Gorlin R.



CONCLUSIONES

Las lesiones odontogénicas quisticas son un grupo de entidades patoldgicas comunes, sin
embargo en el ejercicio clinico-radio-histopatolégico diario la diferenciacion diagndstica de este tipo de
lesiones puede resultar complicada y no ser concluyente, lo cual puede conducir a un manejo terapéutico

inadecuado al no obtener la resolucion de la lesion.

En ocasiones ésta disparidad entre la morfologia y el comportamiento biolégico hace necesario el
empleo de herramientas auxiliares de diagnéstico como la inmunohistoquimica; ante ésta necesidad se
estudio la expresidn inmunohistoquimica de antigenos tales como calretinina y de tipo proliferativo como
PCNA y Ki-67 mediante procedimientos y técnicas como la formacién de microarreglos de tejidos (TMA)
que permitieron un mejor control y manejo de los casos estudiados; la experiencia obtenidaa al emplear
ésta técnica demostrd que es muy Util para el estudio de un gran nimero de casos, en donde las variables
externas de manipulacién y tiempos de trabajo son un factor controlable, sin embargo su empleo para el
estudio de lesiones de tipo quistico no es muy recomendado ya que durante la formacion de el TMA se

puede dafiar los tejidos y/o perder la orientacion de las muestras.

Con respecto a los procedimientos de inmunotincidn se tuvo la oportunidad de emplear 2 tipos
distintos; uno dependiente de la unidn biotina-streptavidina (LSAB+) y uno libre de biotina con empleo de
un polimero (EPOS), este Ultimo a pesar de contener mas moléculas de peroxidasa unidas a su
anticuerpo secundario lo cual amplificaria mas la sefalizacion de las zonas de unién Ag-Au, crea
impedimento estérico generandose con esto pocas zonas de union especificas con el tejido. A diferencia
del sistema LSAB+ en donde su universalidad permite mas zonas de union especificas con el tejido
resultando en una reaccidén mas visible, por lo tanto se recomienda éste sistema de deteccidn por encima
de EPOS.

La expresion de calretinina, obtenida en éste estudio en los AU’s no reflej6 diferencias
significativas entre las tres casas comerciales empleadas, en general presentaron una expresion similar
aunque la calretinina de DAKO reflejé una intensidad de reaccion mas elevada que las otras dos, esto
podria estar justificado con el hecho de que los sistemas de deteccion estédn disefiados para los

anticuerpos de la misma casa comercial. Pero la escasa o nula expresion de las otras lesiones quisticas



del estudio demuestra su utilidad, por lo tanto de la misma manera que en los estudios de Coleman H.4y
Altini M.9 se sugiere que la calretinina puede servir como marcador Util en el diagnéstico diferencial de los

ameloblastomas uniquisticos vs. lesiones de tipo quistico.
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GLOSARIO

= Afinidad: es descrita como la fuerza de interaccion entre un anticuerpo y un antigeno.

= Ameloblastoma Uniquistico: una de las formas clinico - patolégicas del Ameloblastoma.

= Antigeno: cualquier molécula capaz de ser reconocida por un anticuerpo o receptor de célula T.

= Anticuerpo: son moléculas segregadas por células plasmaticas que se han diferenciado a partir de
células B que a su vez recibieron informacion de células presentadoras de antigenos (macrofagos,
células dendriticas) que han procesado material extrafio al del organismo animal.

= Desenmascaramiento: (antigen retrieval) técnica que permite la identificacion de epitopes o
moléculas en muestras embebidas en parafina que previamente no se podian detectar.

= Determinante antigénico: cimulo de epitopos.

= Epitopo: parte de un antigeno reconocida por un receptor de antigeno.

= Especificidad: probabilidad de que un anticuerpo se vincule a un epitopo especifico presente en un
antigeno.

= Inmunohistoquimica: se basa en la utilizacién de un anticuerpo especifico, previamente marcado
mediante un enlace quimico con una enzima que puede transformar un sustrato en visible, sin
afectar la capacidad del anticuerpo para formar un complejo con el antigeno.

= Tumores odontogénicos: grupo de lesiones no usuales de los maxilares que se originan en alguna
aberracion del patrén normal de la odontogénesis.

=  Proliferacion: reproduccion o multiplicacién de formas similares. Se aplica a células y a quistes.

= Quiste: cavidad anormal, revestida de epitelio, que contiene material liquido o semisélido.

= Recidiva: reparacion de los sintomas de una enfermedad que parecia haberse recuperado.

= Uniquistico: el termino uniquistico es derivado de la apariencia macro y microscopica, esta lesion

se encuentra bien definida, revestido por un solo saco de epitelio odontogénico.
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