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Introduccién

El quiste dentigero (QD) es un quiste odontogénico de origen epitelial cuya
caracteristica principal es que envuelve a la corona de un diente no erupcionado
hasta la union amelocementaria. Es el segundo quiste odontogénico mas comun
después del quiste radicular y por su naturaleza asintomatica su descubrimiento es
incidental. La ausencia de sintomas tempranos permite que el epitelio genere una
respuesta adaptativa como hiperplasia, metaplasia y displasia. Cuando una célula
pierde su capacidad adaptativa genera una lesion irreversible como necrosis y
apoptosis. En el caso de un QD con displasia epitelial 0 un ameloblastoma derivado
de un QD se consideran lesiones premalignas. El potencial de metastasis para
definir la malignicidad en ambos casos esta condicionado a la integridad de la
lamina basal, células sin cambio apoptético y que no se infiltren en el tejido

conectivo.

Por otra parte, el descubrimiento de la relacién entre anticuerpos y antigenos hace
mas de medio siglo permitié el nacimiento de la inmunohistoquimica. Para esta
técnica se utiliza un anticuerpo monoclonal que se incuba en una muestra epitelial
para que mediante la union antigeno-anticuerpo y un cromégeno sea visible la
expresion del marcador por el que tiene afinidad. En el caso de Sox-2, se ha
encontrado sobrexpresion en carcinomas de células escamosas de lengua y
mucosa oral. Actualmente se ha identificado Sox-2 en las células basales en quistes
dentigeros, no obstante, no se ha documentado su expresién en quistes dentigeros
con displasia epitelial. ElI presente trabajo pretende analizar la expresion del
marcador Sox-2 en muestras de quistes dentigeros displasicos para ver si puede
ser un elemento de interés para el diagndstico diferencial y la malignicidad de esta

lesion en particular.



1.1 QUISTES
1.1.1 Definicién y generalidades

El término quiste proviene de la palabra griega kistis (vejiga) y se define como una
lesion patoldgica con contenido fluido, semifluido o gaseoso que no es originado por
acumulacién de pus. ' 2 Puede describirse como una bolsa que encierra un
contenido liquido o semisdlido, tapizada en su interior por epitelio y recubierta en su
cara externa por tejido conectivo. 2 La capsula puede tener tejido conectivo denso o
laxo con o sin infiltrado inflamatorio; el epitelio es escamoso estratificado no
queratinizado y la luz contiene células descamadas, células blancas, entre otros
residuos. # En los quistes odontogénicos el revestimiento deriva del epitelio

producido durante el desarrollo de los dientes. °

1.1.1.1 Histogénesis de los quistes odontogénicos

En la formacién de los dientes participan el epitelio ectodérmico que origina el
esmalte y el ectomesénquima, estds estructuras dan lugar al complejo
dentinopulpar, cemento, ligamento periodontal y hueso alveolar. Las células basales
del epitelio oral proliferan dando lugar a la lamina dental que sera la estructura
primordial de la porcién ectodérmica de los dientes deciduos. ° El patréon de
desarrollo coronario estd compuesto por cuatro estadios; brote o yema dentaria,
casquete, campana y terminal o foliculo dentario. En la etapa de campana son mas
evidentes los cambios de morfo e histodiferenciacion por lo cual se divide en una
fase inicial y avanzada. Por otra parte, la regresion de la vaina epitelial de Hertwig
y la diferenciacién de los cementoblastos inducen a la formacién del patron de
desarrollo radicular. ® Los quistes odontogénicos derivan de los restos de Mallassez,
el epitelio reducido del esmalte y los restos de la lamina dental o restos de Serres.

"Figura 1
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Figura 1 Etapa de brote con ectomesénquima condensado y proliferando debajo de la proliferacion
de células epiteliales (A). Etapa de casquete en donde se ha definido el 6rgano del esmalte y la

papila dental (B). 8

Cuando la vaina epitelial de Hertwig se fragmenta forma los restos de Mallassez. El
efecto proliferativo sobre las células epiteliales estimulado por interleucina (IL-1)
puede desempefiar un papel en la evocaciéon de respuesta inflamatoria y estimular
a los restos de Mallassez para proliferar y formar un quiste radicular. También se ha
sugerido que la interaccion entre odontoblastos y restos de Mallassez con el gen

Smad4 podria llevar a la formaciéon de un queratoquiste. °

En la fase secretora de la amelogénesis, los ameloblastos remueven las proteinas
del esmalte maduro para completar la mineralizacion. Posteriormente se contraen
de células columnares a cuboidales para formar el epitelio reducido del esmalte.
Dicha estructura estd compuesta de dos capas celulares, una interna donde los
ameloblastos estan en contacto con el esmalte y una externa de células del estrato
intermedio. A medida que el diente erupciona, el epitelio reducido del esmalte es
destruido mientras que el que se encuentra cervicalmente interactia con el epitelio
oral para formar el epitelio de unién. 1° El diente que no erupciona corre el riesgo de
generar un quiste por acumulacién de liquido entre el epitelio reducido del esmalte

y la superficie del esmalte. 11

La lamina dental se desintegra en su periodo pos-funcional generando pequefios

islotes y bandas de epitelio acumuladoras de glucégeno, esto les confiere un



citoplasma con aspecto transparente, estos residuos de células claras de la lamina
dental se denominan restos de Serres y pueden permanecer en la mucosa adulta
como grupos de células en reposo con queratina y estar implicados en la etiologia

de ciertos quistes. 19 12

1.1.1.2 Clasificacioén

En 1839 se publico el primer informe de revista acerca de las lesiones
odontogénicas con una lesion de hueso duro en el maxilar cuya terminologia actual
corresponde a un cementoblastoma. El profesor francés Pierre Paul Broca en el afio
de 1869 realiz6 una monografia con una clasificacion de tumores que incluian
lesiones odontogénicas. 12 A lo largo de las décadas la clasificacion de los quistes
de origen odontogénico ha sufrido diversas modificaciones, por ejemplo la de Shafer
gue ademas de categorizar a las lesiones en inflamatorias y de desarrollo, también

las clasificaba por su tejido de origen. (Tabla 1) *

Clasificacién de los quistes odontogénicos por su patogeniay tejido de origen (2009)

Quiste dentigero

Quiste de erupcién

Queratoquiste odontogénico

Quiste gingival (alveolar) del recién nacido

Del desarrollo Quiste gingival del adulto

Quiste periodontal lateral

Etiologia Quiste odontogénico calcificante

Quiste odontogénico glandular

Quiste periapical

Quiste residual periapical (radicular)

Inflamatorio Quiste paradental

Derivado de los restos de | Quiste periapical

Malassez Quiste residual

Derivado del epitelio reducido del | Quiste dentigero

Tejido de | esmalte Quiste de erupcion

origen Queratoquiste odontogénico




Quiste gingival (alveolar) del recién nacido

Derivado de la lamina dental | Quiste gingival del adulto

(restos de Serres) Quiste periodontal lateral

Quiste odontogénico calcificante

Quiste odontogénico glandular

Tabla 1 Clasificacién de Shaffer de los quistes odontogénicos por su patogenia y tejido de origen.

Sin embargo, la clasificacibn mas practica y reciente de quistes odontogénicos es
la publicada por la Organizacién Mundial de la Salud. (Tabla 2) 4

Fragmento de la clasificacidon de tumores 6seos odontogénicos y maxilofaciales OMS, 2017

Quistes odontogénicos de origen | Quiste radicular

inflamatorio Quiste inflamatorio colateral

Quiste dentigero

Queratoquiste odontogénico

Quistes odontogénicos y no odontogénicos | Quiste lateral periodontal y quiste botrioide

del desarrollo odontogénico

Quiste gingival

Quiste odontogénico glandular

Quiste odontogénico calcificante

Quiste odontogénico ortoqueratinizado

Quiste del conducto nasopalatino

Tabla 2 Clasificacion de tumores odontogénicos y maxilofaciales.

1.1.2 Factores de expansién quistica

El crecimiento de un quiste esta determinado por una serie de cambios
hidrostaticos, por ejemplo, la presencia de células mucosecretoras en el epitelio de
revestimiento de ciertos quistes. Mosqueda sefiala el proceso de trasudacion y
exudacién como factor de expansiéon quistica; en el primero es el resultado de la
obstruccién de las venas intrafoliculares en quistes dentigeros y el segundo de una

inflamacién aguda, tal es el caso del quiste radicular. # Figura 2

10
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Figura 2 El contenido central crea una solucién hipertdnica intraluminal con trasudacién y expansion

quistica. 1°

Aunado a la expansion hidrostatica se suman la proliferacion epitelial, la
acumulacion de contenidos celulares y el factor de reabsorcion 6sea. En la
proliferacion epitelial el factor queratinocitico (KGF) es sintetizado por los
fibroblastos del estroma y estimula el crecimiento quistico ademas de inducir a
cambios locales en el pH. Se teoriza que un quiste también aumenta de volumen
por la constante produccion y acumulacién de queratina. La reabsorcién 0sea es
consecuencia de la expansion quistica y contribuye a que siga creciendo la lesion.
El factor de necrosis tumoral alfa (TNF -a), implicito en la reabsorcién, estimula la
actividad osteoclastica favoreciendo la reabsorcion e incrementado la respuesta
vascular local. Asimismo estan implicadas en dicho proceso interleucinas,
interferon-gamma (IFN-y), prostaglandinas PGE2 y PGI2, leucotrienos vy

colagenasas. 1°

11



1.2 QUISTE DENTIGERO
1.2.1 Definicién y generalidades

Un quiste dentigero o folicular (QF) es un quiste del desarrollo epitelial formado por
acumulacion de fluido entre el epitelio reducido del esmalte y la corona de un diente
no erupcionado. Se presenta radiograficamente como una lesion unilocular en la
mayoria de los casos. 1" 8 Es asintomatico y no existe disconformidad a menos que
se infecte secundariamente. A la exploracion clinica la lesién presenta un color
normal, es suave a la palpacion y dura en consistencia. En un periodo de evolucién

mas largo produce una sensacién de pergamino (signo de Dupuytren)- ! Figura 3

Figura 3 Espécimen de un quiste dentigero donde se observa al epitelio envolver la corona y llegar

al cuello del diente. 2

Radiograficamente se ve una zona bien delimitada radiolicida, con un margen
cortical que rodea la corona de un diente no erupcionado hasta la unién
amelocementaria. 4 1° Histolégicamente se aprecia una pared sin inflamacién o
pérdida de tejido fibroso, con una ligera apariencia mixoide, forrado por un epitelio
regular delgado de un grosor de 2-4 capas de células. Su luz contiene proteinas,
albumina; los niveles de globulina e inmunoglobulina son similares a los del suero.

2 Los quistes dentigeros bilaterales y multiples se asocian a un gran nimero de

12



sindromes como la displasia cleidocranial y el sindrome de Maroteaux-Lamy. 117
Figuras 4y 5

Figura 4 Imagen radiografica de un saco pericoronario y de un QD del molar mas anterior (A). Imagen

radiografica de un QD que a pesar de estar cercano a la encia su cortical 6sea lo cubre (B). 20

Figura 5 La histologia de potencia menor muestra un delgado forro regular. Este quiste esta adjunto
a un diente en la region de la union cemento-esmalte (A). El quiste no muestra inflamacién y tiene

una pobre apariencia mixoide (B). 4

1.2.2 Histogénesis

De acuerdo a Al-Talabani hay dos clases de QD de acuerdo a su patogénesis, el
primero donde la causa es la degeneracion del reticulo estrellado en una etapa
temprana del desarrollo (asociado con hipoplasia del esmalte); el segundo por
acumulacion de fluido entre las capas del epitelio reducido del esmalte y el esmalte

13



cuando existe una corona. 2 No obstante, las proyecciones parecidas a los
procesos de Tomes descubiertas en los revestimientos de los quistes dentigeros
sugiere que las capas superficiales derivan de los ameloblastos anulando la teoria
de la degeneracion del reticulo estrellado. Otra teoria dice que la presencia de focos
de hipoplasia en el esmalte disminuye la adherencia del epitelio reducido del

esmalte a la corona favoreciendo el desarrollo del quiste. ?

La presencia o no de hipoplasia del esmalte en un diente no erupcionado depende
del comienzo de la lesion, por ejemplo, se ha observado cuando se origina en
etapas tempranas del foliculo dental mientras que en los casos donde el quiste nace
después de terminar el desarrollo del diente, la hipoplasia dental no es un factor

significante. 22

Retomando la teoria de origen quistico por acumulacion de fluido, Main (1970)
sugirioé que la presion ejercida por un diente en erupcién sobre un foliculo impactado
obstruye el flujo venoso e induce a la rapida trasudacion de suero a través de las
paredes capilares. La presion hidrostatica incrementada de este fluido separa al

foliculo de la corona. 2

Benn y Altini describieron tres mecanismos de origen inflamatorio para la
histogénesis del quiste. Ellos propusieron que un QD podria formar un foliculo dental
secundario que pudiese inflamarse secundariamente por una fuente como un diente
no vital. El segundo mecanismo sugerido fue la formacion de un quiste radicular en
el apex de un diente no vital deciduo seguido de la erupciébn de su sucesor
permanente encapsulandose en un QD de origen extrafolicular. La Gltima teoria dice
que un foliculo de un sucesor permanente podria infectarse secundariamente desde
cualquier inflamacién periapical de un predecesor no vital. 2> El seguimiento de
distintos casos clinicos corroboran que el cambio inflamatorio en el apice de un
diente deciduo puede ser el responsable de originar un QD del sucesor permanente.

22,19 Figura 6

14



Figura 6 Radiografia panoramica que sugiere la formacion de un QD por infeccién del predecesor

(A). Seccidn microscopica (tincion HE) del revestimiento quistico que muestra infiltracién de células

inflamatorias (B). 22

Un actual estudio respalda la teoria de que los mastocitos desempefian un papel
importante en el proceso inflamatorio de quistes no queratinizados. Ademas, los
productos de degranulaciébn de los mastocitos pueden correlacionarse con el
aumento de destruccion de la matriz extracelular en la pared quistica mediante
estimulacién de la produccién citoquina y, por tanto, puede facilitar la expansion de

la lesion. 24

1.2.3 Clasificaciéon

La forma en que el foliculo dental se expande y rodea al diente no erupcionado
determina el tipo de QF. En el QD central el foliculo rodea al diente
proporcionalmente por encima de la corona anatémica, en el QD lateral se recarga
sobre un lado y en el QD circunferencial se expande hacia abajo dando la impresion
de incluir al diente dentro del mismo. Es importante resaltar que en los tres casos

el epitelio del QF no excede la unién cemento-esmalte. (Figura 7) 2

15



() (b) (c)

Figura 7 Diagrama que ilustra la manera en la cual el foliculo dental se expande y produce diferentes

apariencias radiograficas de quistes dentigeros. Los tipos son central (A), lateral (B) y circunferencial

(©).

1.2.4 Epidemiologia

Los quistes dentigeros representan el 20-24% de los quistes odontogénicos siendo
los segundos mas comunes después del quiste radicular. Su incidencia en hombre
y mujer corresponde a una relacién 3:2 respectivamente y ocurren con mayor
frecuencia de la segunda a la cuarta década de vida. 4 1’ Raghavendra indica que
la incidencia de quistes dentigeros reportada es 1,44 de cada 100 dientes sin

erupcionar. 22

En Meéxico se realizd un estudio donde se analizaron 4,410 muestras
histopatoldgicas del laboratorio de histopatologia bucal de la Universidad Autonoma
Metropolitana-Xochimilco y un servicio privado de diagnéstico en patologia bucal.
El 11,4% (856 muestras) correspondieron a quistes odontogénicos de las cuales
283 casos fueron por QD siendo como la literatura lo indica el segundo mas

frecuente después del quiste radicular con 342 casos. %°

16



1.2.5 Diagnésticos diferenciales

Los diagndsticos diferenciales del QD son el quiste radicular, quiste inflamatorio
paradental, queratoquiste odontogénico, ameloblastoma, fioroma ameloblastico,
fibroma odontogénico, tumor odontogénico adenomatoide, entre otros. *® La pauta
que diferencia al QF de otras lesiones es su perfil histolégico, por ejemplo; en el
quiste inflamatorio paradental (de origen inflamatorio) hay en alguna seccién del
epitelio pérdida de continuidad con infiltrado inflamatorio, en el queratoquiste existe
un revestimiento epitelial paraqueratinizado con un patrén de superficie ondulado
de células basales empalizadas y prominentes. %6 En los queratoquistes
odontogénicos la tincion de los revestimientos epiteliales y las paredes

mesenquimales es mayor que en los quistes dentigeros. ?

Shear sugiere que es incorrecto asumir que un ameloblastoma deriva del epitelio de
un QD y que esta confusion se debe a: 1) involucran un diente no erupcionado,
particularmente un tercer molar en el angulo de la mandibula, 2) la biopsia muestra
un epitelio de un grosor delgado y 3) la presencia de foliculos epiteliales a cierta
distancia del revestimiento epitelial. > Sin embargo, algunos autores concuerdan con
gue al menos 20% de los ameloblastomas unicisticos derivan del epitelio de los
quistes foliculares. Citolégicamente el ameloblastoma se diferencia por el patron
plexiforme de su bicapa donde cada filamento esta unido periféricamente por células

columnares altas. 27

1.2.6 Tratamiento y prondstico

Los quistes dentigeros son tratados frecuentemente por enucleacién (extrayendo el
diente involucrado en el proceso) o por marsupializacién. 4 28 En la primera opcién
se remueve todo el contenido patoldgico y se rellena la cavidad con sustancias que
favorezcan la cicatrizacién (bismuto, yodoformo, pasta de parafina). En la
marsupializacion se realiza una ventana en la pared cistica para evacuar el

contenido y el revestimiento del quiste se sutura en continuidad con la mucosa oral.
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17 El siguiente cuadro muestra las ventajas y desventajas de ambas opciones

terapéduticas. (Tabla 3) 3

Ventajas e inconvenientes de las diferentes opciones terapelticas

Tipo de tratamiento Ventajas Inconvenientes
Enucleacidn (cistectomia) -Técnica simple y habitual -Alta tasa de
recurrencias
-Permite disminuir el tamafio de la -Requiere que el
lesion paciente sea
Descompresion/marsupia- -Permite proteger estructuras colaborador
Lizacion anatémicas vecinas al quiste -Muchas visitas de
-En denticién temporal y gérmenes no control
interfiere en la erupcion de dientes -Tratamiento de larga
incluidos a causa del quiste duracion

Tabla 3 Ventajas y desventajas de la enucleacion y marsupializacion de quistes dentigeros.

Los criterios que indicaran la modalidad de tratamiento con el tamafio y la
localizacion de la lesion, la edad del paciente, la denticion que presenta y la posible
afectacion con las estructuras anatémicas importantes. 2° De acuerdo a la OMS los

quistes dentigeros tratados no suelen recurrir. 4

1.3 DISPLASIA EPITELIAL

La adaptacién celular es un conjunto de cambios que presenta una célula ante un
estimulo fisiolégico, patolégico, funcional y/o estructural para sobrevivir. Dentro de
estos cambios la hipertrofia se traduce como un aumento de tamafio de células y
organos, la hiperplasia a un incremento de nimero de células manteniendo su
tamafio y forma, la atrofia a la disminuciéon de tamafio de células y 6rganos. La
metaplasia corresponde a un cambio en el fenotipo de las células diferenciadas, a
menudo como respuesta a irritacion cronica para soportar mejor las agresiones. La
displasia se caracteriza por pérdida de uniformidad de cada célula y desorientacion
arquitectonica, las células displasicas presentan pleomorfismo y contienen nicleos

hipercromaticos con un elevado indice nucleocitoplasmico. 3°
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De acuerdo a la Clasificacion Internacional de Enfermedades para Oncologia
publicada por la OMS, la displasia se divide en bajo y alto grado. (Tabla 4) 4 Figura
8

Bajo grado de displasia

Se conserva la estratificacion: transicion de células basales o aumento
de las capa de células basales/parabasales con orientacién
Criterio arquitectonico | perpendicular a la membrana basal a células de Prickle orientadas
horizontalmente en la parte superior.

Capa espinosa: Espectro de cambios variados desde incremente de la
capa espinosa en todo el espesor a cambios en la cual las células de
Prickle son vistas solo en la mitad del epitelio superior.

Capa basal/parabasal: Espectro de cambios, desde 2-3 capas sin
alterar a aumento de células basales y parabasales en la mitad inferior
del epitelio.

La minima atipia celular.

Células parabasales: aumenta ligeramente el citoplasma comparado a
Criterio citolégico las células basales, nucleo alargado, cromatina distribuida
uniformemente, no hay puentes intercelulares.

Mitosis regulares raras en o cerca de la capa basal.

Algunas células disqueratéticas presentes.

Alto grado de displasia

Maduracién anormal.

Grados variables de estratificacién desordenada y polaridad en tanto
Criterio arquitecténico | como todo el epitelio.

Las células epiteliales alteradas usualmente ocupan desde la mitad
hasta el entero espesor epitelial.

Dos subtipos: Queratinizado (tipo célula espinosa) y no queratinizado
(tipo célula basal). Grados variables de irregular formacién (bulboso,

se extiende hacia abajo), con una membrana basal intacta.

Facilmente identificado a conspicua celular y atipia nuclear, incluyendo
variacion marcada en el tamafio y forma, marcada variaciéon en
Criterio citolégico intensidad de la tinciébn con frecuente hipercromasia, nucléolo
aumentado en nimero y tamafio.

Radio N:C incrementado.

Incremento de mitosis en o encima del nivel suprabasal, con o sin

formas atipicas.
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Células disqueratéticas y apoptéticas son frecuentes a través del
epitelio.

Tabla 4 Criterios histol6gicos para definir una displasia de bajo o alto grado.

Figura 8 Bajo grado de displasia donde la mitad superior del epitelio no ha cambiado (A). Alto grado

de displasia donde el epitelio hiperplasico esta enteramente ocupado por células epiteliales
moderadamente pleomoérficas de tipo basaloide; es evidente la orientacion perpendicular a la
membrana basal (B). 4
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1.4 INMUNOHISTOQUIMICA
1.4.1 Antecedentes

Los antecedentes de la inmunohistoquimica (IHQ) se remontan a los estudios
realizados por Behring y Shibasaburo donde por medio de una toxina diftérica en un
suero procedente de animales inmunizados establecieron el papel protector de las
proteinas circulantes y demostré que la resistencia a enfermedades microbianas
puede ocurrir a través del suero, esto sentd la base de la inmunidad pasiva. 3% 32
Paul Ehrlich es considerado el padre de la inmunohistoquimica por sus diferentes
aportaciones en las que destaca su teoria de las cadenas laterales donde los
anticuerpos son descritos como estructuras proteinicas membranales preformadas
que, al ser seleccionadas por el antigeno aumentan su sintesis y se vierten en
exceso en el suero. En 1951 Henry Kunkel realiz6 experimentos en pacientes con
mieloma multiple y mostré la relacion entre la elevacién de proteinas en el suero
con las gammaglobulinas normales haciendo posible la identificacion de clases de

anticuerpos, sus regiones constantes y variables. 32

La sobrexpresion o disminuciéon de un marcador especifico en un tejido que
presenta adaptacion celular es el fundamento de la inmunohistoquimica y puede
determinarse a través de ella el grado de malignidad que expresa una lesion, su
relacion con el anticuerpo utilizado para proveer un diagnéstico presuntivo. No
obstante, los marcadores son especificos a érganos con ciertas limitantes, por
ejemplo, la proteina S100 se expresa en tumores de la vaina nerviosa periférica
como melanoma y carcinoma de células claras. 3 Por esta razén debe interpretarse
la técnica inmunohistoquimica en conjunto con la morfologia de las células y

conociendo el contexto clinico de la lesion.

1.4.2 Relacién antigeno-anticuerpo

Los anticuerpos son glucoproteinas solubles que reconocen y se unen
especificamente a los antigenos. Estan presentes en el suero, los liquidos tisulares

y las membranas celulares. 3* Son los responsables de la respuesta inmune junto
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con los receptores para linfocito T y las moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad. Sus funciones principales son reconocimiento y unién a
antigenos; las inmunoglobulinas neutralizan microbios o sus productos activando el

sistema de complemento, por opsonizacién o mediante citotoxidad celular. 3!

El anticuerpo esta formado de cuatro cadenas peptidicas: dos pesadas (H) idénticas
entre si, de unos 440 aminoéacidos de longitud y 50 kDa de peso molecular, y dos
cadenas livianas o ligeras (L) idénticas entre si, de unos 220 aminoacidos de
longitud y 25 kDa de peso molecular; unidas por puentes disulfuro que forman una
estructura similar a una Y. 3% 3¢ a cadena pesada cuenta con una regioén constante
(Fc) y otra variable (Fab), esta Ultima tiene la zona de unién al antigeno. Las
cadenas se pliegan independientemente en una estructura globular que se llama
dominio Ig, el cual contiene dos capas de laminas plegadas en B (beta), cada una
compuesta de tres a cinco hélices de cadenas polipeptidicas antiparalelas. (Figura
9) 31

A 1gG secretada B 1gM de membrana
Cad Zona de unién
adena (
pesada Zona de unién al antigeno

al antigeno

Cadena
ligera

Receptor para
el Fc/zonas
de union

al complemento

Reqién
Fab

L —Region
Fc

Pieza A =

C.C
de cola Enlace disulfuro -----

Membrana
plasmatica
de linfocitos B

Dominiode Ig

Figura 9 Diagrama esquematico de una molécula IgG secretada (A). Diagrama esquematico de una

molécula IgM unida a la membrana de superficie de un linfocito B (B).
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En los seres humanos hay cuatro subclases de inmunoglobulina G (IgG) y dos de
inmunoglobulina A (IgA) formando nueve isotipos de anticuerpos: IgM, IgA1, IgA2,
lgG1, IgG2, 1gG3, 1g9G4, IgD e IgE. 32 A continuacién las caracteristicas de los

isotipos encontrados en la mayoria de los mamiferos. (Tabla 5) 3!

Isotipo de | Concentracion | Semivida en Forma Funciones

anticuerpo | sérica (mg/ml) | suero (dias) secretada

IgA 3,5 6 IgA (dimero) Inmunidad de mucosas
Monémero,
dimero,
trimero
IgD Minima 3 Ninguna Receptor para el antigeno del

linfocito B virgen

IgE 0,05 2 Mondmero Defensa contra parasitos
de IgE helmintos, hipersensibilidad
inmediata
IgG 13,5 23 Monémero Opsonizacién, activacion del
de IgG1 complemento, citotoxidad

celular dependiente de
anticuerpo, inmunidad neonatal,

inhicion por retroalimentacion de

linfocitos B
IgM 15 5 Pentamero Receptor para el antigeno del
de IgM linfocito B virgen, activacion del

complemento

Tabla 5 Caracteristicas de los cinco isotipos de anticuerpos en comun de la mayoria de los

mamiferos.

Un antigeno es cualquier molécula exdgena o enddgena que resulta extrafa al
organismo y no necesariamente desencadena una respuesta inmune; las moléculas
gue inducen dicha respuesta se les Illaman inmunégenos. Las regiones
hipervariables del anticuerpo que contactan con el antigeno se denominan
paratopos. La region de un antigeno que puede unirse a un anticuerpo es llamada

epitopo y existen dos tipos:
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*Lineal. Formado por secuencias de aminoacidos continuos y contiguos.

*Conformacional. Constituido por secuencias de aminoacidos continuos o
discontinuos y distantes, que se aproximan entre si debido a la conformacion

tridimensional del antigeno.3’

Generalmente un antigeno inferior a 4,000 Da (conocido como hapteno) se une a la
hendidura/surco que esta entre los dominios V de las cadenas pesadas y ligeras o
al sitio de unién al antigeno a los largo de la superficie. Para esta interaccion el
anticuerpo se vale de fuerzas no covalentes como lo son las fuerzas
electroestaticas, enlaces de hidrogeno, fuerzas de van der Waals y fuerzas
hidréfobas. 3 Las inmunoglobulinas que se encuentran secretadas en espacios
extracelulares sélo reconocen antigenos desplegados sobre las superficies de las
células propias del cuerpo. Esto por fragmentos peptidicos de las proteinas del

antigeno mediante el complejo principal de histocompatibilidad. 6 Figura 10

Figura 10 Lisozima (verde) unida a las regiones hipervariables de las cadenas pesadas y ligeras
(amarillo) del fragmento Fab del anticuerpo D1.3 (A). Complejo separado con Glul21 visible (rojo) y

girado 90° para mostrar los aminoacidos responsables de los enlaces de hidrégeno. 34

1.4.2.1 Anticuerpo secundario

Un anticuerpo secundario es una molécula dirigida contra el anticuerpo
inmunoglobulina. Este anticuerpo se une especificamente al isotipo del anticuerpo
primario (Ig) en un inmunoensayo y no se enlaza directamente al epitopo de la

proteina y, por lo tanto, no le confiere especificidad al epitopo objetivo. Estos
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anticuerpos tienen una estructura similar a las inmunoglobulinas, no obstante, para
propdsitos de tincién en inmunohistoquimica se seccionan con pepsina en una
porcion divalente F(ab’)2 sin la regién Fc o mediante papaina en una unica region

monovalente F(ab). 3% 40

Los anticuerpos secundarios monovalentes soélo tienen un sitio de union al antigeno
por lo que no pueden unirse a otra molécula después de su incubacion. Por otra
parte, los anticuerpos secundarios divalentes presentan el problema de unirse al
anticuerpo primario y dejar un enlace desocupado donde puede unirse otro
anticuerpo secundario dando lugar a un error falso-positivo. Tienen especificidad de
union a ciertas regiones de la cadena del anticuerpo y pueden ser conjugados para
diferentes cromogenos dependiendo la técnica  (inmunohistoquimica,

inmunofluorescencia, ELISA, etcétera). (Figura 11) 4°

- ) :

A B

Antigen 1 Antigen 2 Antigen 1 Antigen 2 C Antigen 1 Antigen 2

7]:“ Mouse Anti-Antigen 1 m] Goat F(ab) Anti-Mouse [Alexa 488] Mouse Anti-Antigen 2 I‘ Goat Anti-Mouse (H+L) [Texas Red]

Figura 11 Ejemplos de incubacion con un anticuerpo primario / antigeno (A), anticuerpo secundario
monovalente / anticuerpo primario / antigeno (B) y, anticuerpo secundario divalente / anticuerpo

primario / antigeno (C).

1.4.3 Inmunohistoquimica asociada a quiste dentigero

Muzio y colaboradores (2005) encontraron que en la mayoria de los quistes
dentigeros p63 esta confinado a la capa basal y parabasal del revestimiento
epitelial. La diferenciacion anormal epitelial ha sido vinculada a la expresion de la

proteina de hueso morfogénico-4 (BMP-4) cuyo marcador primario es el anticuerpo
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policlonal BMP-4 y puede estar relacionado con la morfogénesis epitelial y el

crecimiento invasivo. 2

Los vasos sanguineos presentes en el estroma conectivo de los quistes dentigeros
ayudan al crecimiento epitelial del mismo aportando oxigeno y nutrientes. Partiendo
de esa premisa Jamshidi describié la relevancia de las glicoproteinas CD34 y
CD105 en la angiogénesis durante la inflamacién en queratoquistes y quistes
dentigeros. Al ver los anticuerpos cultivados al microscopio concluyo que la primera
muestra tuvo mayor sobrexpresion de dichos marcadores por la densidad vascular
entre una y otra lesion. Ademas de que la diferencia en esta respuesta regenerativa
de los vasos podria estar vinculada a las metaloproteinasas. 4 Estas Ultimas
comprenden una larga familia de enzimas que actian en protedlisis asociadas a
condiciones patolégicas y son producidas por la mayoria de las células
inflamatorias. Se asocian con quistes odontogénicos agresivos como el
queratoquiste y en el caso del QF las metaloproteinasas (MMP-8, MMP-9, MMP-25,

MMP-26) no se expresan mucho mas que en los foliculos dentales normales. 42

Otros marcadores que se han asociado a los quistes odontogénicos son las
citoqueratinas. En el caso de los quistes cuyo origen es el epitelio reducido del
esmalte se ha encontrado una actividad positiva por parte de la citoqueratina 14
(CK14), incluyendo al QD en su capa basal o suprabasal. En cambio la vimentina
(marcador mesenquimal) no se expresa en este tipo de lesion. 4 La citoqueratina
18 (CK18) se expresa en estructuras histogenéticas como la lamina dental y el
epitelio del esmalte, mientras que la citoqueratina 19 (CK19) es discernible en
epitelios simples y células basales de epitelios escamosos estratificados no
queratinizados. En el QF la expresion de CK18 siempre es mayor que el marcador
CK19 y puede constituir un elemento para el diagnéstico diferencial con

queratoquiste y quiste radicular. 44

La proteina Ki-67 se expresa en la proliferacion de células durante la sintesis de
DNA y desaparece después de la mitosis. Por otra parte, el antigeno nuclear de

proliferacion celular (PCNA) es una proteina reconocida por su papel en la sintesis
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y reparacion de DNA. Ambas moléculas son un auxiliar en el estudio comparativo

entre lesiones quisticas. (Tabla 6) 4°

Expresiéon de Ki-67 y PNCA en el foliculo dental, quiste dentigero, ameloblastoma
uniquistico y ameloblastoma basado en la densidad de tincion
Tipo N° muestra Marcador Débil Moderado Intenso

Foliculo dental 15 Ki-67 12 3 0
PCNA 12 3 0
Quiste 15 Ki-67 0 14 1
dentigero PCNA 0 14 1
Ameloblastoma 15 Ki-67 0 10 5
unicistico PCNA 0 12 3
Ameloblastoma 15 Ki-67 0 5 10
PCNA 0 2 13

Tabla 6 Expresién del marcador Ki-67 y PCNA en lesiones odontogénicas para diagndstico

diferencial.

Existe evidencia de otros estudios de quistes dentigeros con expresion de diferentes
marcadores como CD138, CD10, FHIT y P53 46:47.48 no obstante, hasta el momento

hay poca informacién sobre la repercusion de Sox2 en el QD.

1.4.4 Marcador Sox2

Los factores de transcripcién al unirse a secuencias particulares de DNA regulan la
transcripcion de genes individuales. Los factores de transcripcion como Oct-4, Sox2
y Nanog forman una red de transcripcion que mantiene las células en un estado
pluripotencial, es decir, células madre que pueden diferenciarse en cualquiera de
las tres capas germinativas —endodermo, mesodermo y ectodermo-, asi como el
temprano desarrollo embrionario. Sox2 es un gen de codificacion del factor de
transcripcion localizado en 3g26.3-27 con un peso molecular de 34.31 kDa. *° Sin
embargo, necesita de factores adicionales para desempefiar su actividad
pluripotencial, en el caso de SOX2 son Klf4 y c-Myc. % Este factor esta pensado

para regular los objetivos de expresion génica indispensables para la supervivencia
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y regeneracion de algunos tejidos. Como se va expresar a nivel de la transcripcion,
histolégicamente con ayuda de un anticuerpo secundario y un cromogeno podra

analizarse su sobrexpresion o inexpresion en el nucleo de la célula.

En un estudio realizado por Weiming y colaboradores donde analizaron la
expresividad de SOX2 en lesiones cancerigenas de cabeza y cuello determinaron
que entre mayor fuera la sobrexpresion de dicho marcador mas pobre sera el
prondéstico, asi como su papel en la invasion profunda y metastasis en nodulos
linfaticos. 48 Por (ltimo, SOX2 es el primer de los cuatro genes de la
plurepotencialidad en demostrarse su capacidad para generar células madre
pluripotenciales y ser usado con combinaciones alternativas de factores para inducir

a la formacioén de células unipotenciales como astrocitos y oligodentrocitos. 5

La molécula SOX2 ha sido encontrada positivamente en quistes dentigeros (epitelio
cercano a la lamina basal) y epitelio mucoso superficial. Desde esta perspectiva, no
es indicativo de transformacion de alto grado como se ha demostrado en lesiones
neoplasicas ameloblasticas pero su estudio en conjunto con otros marcadores
(como Ki67) podria servir para el diagnostico diferencial y potencial de

transformaciéon maligna. 52

1.4.5 Técnicainmunohistoquimica

El objetivo de la inmunohistoquimica es observar la expresividad de diferentes
marcadores. Hay que entender que existen pasos dentro de la técnica que pueden

modificarse dependiendo de los sustratos, procedimientos y antigenos a evaluar.

Segun Clive R. Taylor la comparacion entre los pasos de todos los métodos de IHQ
con los protocolos inmunoldgicos revel6 deficiencias en la realizacidén de la técnica
gue siguen vigentes y por lo mismo se resumio la técnica para tener una IHQ

correcta. (Tabla 7) 52
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Elementos de la

prueba

Asuntos para lograr calidad

Responsable

Seleccion de test: la

pregunta diagnéstica

Indicaciones de IHQ y seleccion de tincién

Patélogo quirlrgico;

a veces clinico

Adquisicion de Recoleccion de espécimen, fijacion, procesado y Patélogo /
espécimen y manejo seccionado tecnélogo
Técnica / Reactivos, anticuerpos, recuperacion antigénica, Patélogo /
metodologia protocolos, automatizacion (o métodos manuales) tecnologo
Ensayos analiticos Sensibilidad y especificidad, cualificaciones del Patdlogo /
personal, prueba de aptitud tecndlogo

Resultados: Criterios para positivo / negatividad en relacion Patologo /
validacion y reporte con los controles tecnologo

Interpretacion,

significancia

Experiencia del patélogo
Pruebas de aptitud de interpretacion
Diagnéstico, significado pronéstico

Correlaciéon con otros datos

Patélogo quirtirgico

y / o clinico

Tabla 7 Indicaciones para lograr una inmunohistoquimica con calidad.

A continuacion se enlistan los pasos de la técnica inmunohistoquimica por el método
indirecto, es decir, con colocacion de anticuerpo secundario y posteriormente se

detalla cada paso:

1. Los bloques son enfriados en hielo, se seccionan en 4-6 um y montan sobre los

portaobjetos revestidos con adhesivo inmediatamente antes de su uso.

2. Los cortes se desparafinan y rehidratan a través de alcoholes de diferente

gradientes.
3. Se sumergen en agua del grifo.

4. Recuperacion antigénica: por el método establecido o el recomendado por el

fabricante.
5. Se sumergen en agua del grifo.

6. El bloqueador de la peroxidasa enddgena puede ser perdxido de hidrégeno al 3%

o algun otro reactivo recomendado.
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7. Lavar en PBS (5 minutos, dos veces)

8. Anadir el bloqueador de la inmunoglobulina, suero normal de caballo*
9. Lavar en PBS (5 minutos, dos veces)

10. Se afnade el anticuerpo primario

11. Lavar con TBS (5 minutos, dos veces)

12. Agregar los reactivos del sistema de deteccién optimizados por valoracién o

suministro.
13. Lavar con TBS (5 minutos, dos veces)

14. DAB (cromogeno diaminobenzidina) por 5 minutos (recién preparada) o un
suplente.

15. Aforar en agua del grifo.

16. Contratefiir con hematoxilina de Mayer.

17. Sumergir en agua del grifo.

18. Deshidratar para montar y colocar su cubreobjetos. %3 5

Primero se obtiene una muestra (preferentemente menor a 4 mm) y se fija en
formaldehido o puede sumergirse en formalina neutra amortiguada al 10% por 1-2
dias. Esto para impedir la autolisis de las células del tejido obtenido. Posteriormente
se incrustan en parafina y se hacen cortes de 3-5 y con ayuda de un micrétomo.
Los cortes seccionales pasan a laminas previamente silanizadas (para mejor
adhesion) y son secadas a una temperatura de 55-60°C por 30-60 minutos. Los
agentes usados en la fijacion de tejidos modifican la estructura terciaria y
cuaternaria de muchos antigenos haciéndolos indetectables por los anticuerpos, por
ello deben someterse a un proceso de recuperacion antigénica. Para empezar se
desparafinan las laminillas sumergiéndolas en xilol y alcohol en diferentes
concentraciones. Después se afora con un detergente que imite el ambiente de la
membrana fosfolipidica como Triton R-X 100, Tween 20, saponin, BRIJR y Nonidet
P40. >°Figura 12
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Epltope Inaccessibie to antibody binding
grter formalin fixation

Figura 12 Pérdida de inmunoreactividad después de la fijacién con formalina. 56

La recuperacion de epitopo inducida por proteasa (PIER) fue el método de
recuperacion antigénica mas comun antes de aquellos basados en calor pero no
eran especificos y muchos antigenos eran afectados. La recuperacion de epitopo
inducida por calor (HIER) fue desarrollada por Fraenkel-Conrat y colaboradores,
documentaron que la recuperacion antigénica era posible gracias a altas
temperaturas o una fuerte hidrélisis alcalina. Las soluciones para esta técnica varian
de buffers (citrato, Tris, Tris-HCI) y pH (3-10). La solucién buffer de citratos por su
pH de 6.0 es el mas utilizado en recuperacion antigénica, se aforan las laminas con
él en un vaso Kopling y se meten en un recipiente con agua al microondas (potencia

7 por 4 minutos). 3

Una vez aclimatado el vaso segun el método directo descrito por Ramos-Vera
deberia sumergirse en solucién salina tamponada con fosfato al 10% (PBS 1X) 5
minutos antes de bloquear la peroxidasa enddgena. No obstante aqui hay una
modificacion la cual consiste en lavar tres veces las laminillas con PBS 1X por 3
minutos cada lavado. Se bloquea la peroxidasa enddgena colocando el reactivo de
bloqueo de la fosfatasa alcalina y la biotina enddégena con el sistema de bloqueo
biotina (mouse/rabbit inmunodetector peroxidasa blocker- Bio SB) por 5 minutos,
esto con el fin de inhibir la oxidacién del epitelio y tener falsos reactivos. Mientras

tanto en un Eppendorf con 1 ml de PBS 1Xy 0.01 g de albumina (bloqueador del
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marcage especifico) se diluye el anticuerpo primario a la concentracion
correspondiente a la cantidad de solucion final. Se lavan las laminillas tres veces
con PBS 1X por tres minutos cada lavado y se coloca el anticuerpo. Es
recomendable hacer todo este procedimiento en una camara de agua pues el tejido
debe mantenerse siempre en un ambiente hidratado. Se deja cultivar el anticuerpo

primario minimo 30 minutos. %

Posteriormente se elimina el anticuerpo primario y se lavan tres veces las laminillas
con solucion de bufferTris al 10% (TBS 1X) por tres minutos cada lavado. Se coloca
el anticuerpo secundario por 10 minutos (Inmunodetector el Biotin Link) y se repite
el paso del lavado con TBS 1X. Posteriormente se coloca la peroxidasa exdgena
por 10 minutos (Inmunodetector HRP Label) y se lavan con agua desionizada las
laminas. Se prepara la mezcla entre solucion buffer de DAB y el cromégeno segun
el fabricante y se coloca al epitelio por 5 minutos. Se lava con agua corriente
evitando que el chorro caiga directamente en las laminillas por otros cinco minutos,
luego se dejan reposar en agua desionizada 5 minutos y se sumergen finalmente
en un vaso Kopling —de preferencia de vidrio- con Hematoxilina por cinco minutos.
Se vuelve a lavar con agua corriente entre cinco y diez minutos y se procede a llevar
a las laminillas a deshidratacién con los mismos reactivos con los que se
desparafino en el siguiente orden: alcohol al 90% (3 min.), alcohol al 90% (3 min.),
alcohol al 100% (3 min.), alcohol al 100% (3 min.), xilol-alcohol (5 min.), xilol (5 min.)

y xilol (5 min.). %8

Sin embargo, varios de los problemas descritos por Clive R. Taylor que derivan en
la obtencion de resultados falsos positivos o falsos negativos radican en los pasos
de la técnica inmunohistoquimica para lo que sugirié algunas posibles soluciones.
(Tabla 8) >*

Sumario de factores que pueden dar tinciones falsas-positivas o falsas-negativas

Resultado Problema Posible solucion
Falso (+) Unién de proteinas Utilizar el paso de bloqueo con suero no inmune de las
inespecificas mismas especies animales que el anticuerpo secundario

Remocion incompleta | Compruebe si hay reactivos frescos en los bafios de

de parafina procesamiento
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Pobre fijacion o tejido
necrotico
Preparacion gruesa
Anticuerpo muy
concentrado;
incubacion larga

Biotina endégena

Enjuague incompleto
de portaobjetos
Tincion de cromdgeno
demasiado intensa
Pigmentos endo6genos
como melanina
Manchas o puntos a

través de la seccion

Asegulrese que el tejido esté propiamente fijado; evitar el
muestreo de las &reas necroticas

Corte secciones de 3-5 um

Disminuya la concentracion; disminuya el tiempo de

incubacion

Utilizar el paso de bloqueo de avidina; mejor, cambiar a
sistema de deteccidn basado en polimeros

Checar los pasos del enjuague; incluyendo la funcion de
autotefiido

Monitorear el tiempo de reaccién del cromégeno; filtrar el
cromdgeno; disminuir la concentraciéon de cromdégeno
Comparar con un control negativo; usar cromogeno de
contraste

Checar si hubo contaminacion microbiol6gica de los

reactivos; comprobar el uso de fijador mercurico (B5)

Falso (-)

Pobre fijacion

Deshidratacion
incompleta

Parafina muy caliente
Falta de recuperacién
antigénica

Pasos para la tincién
no seguidos

Los reactivos no
funcionan
Anticuerpos muy
diluidos; incubacion
muy corta

Secado del tejido
durante el proceso
Cromégeno no

funciona

Evitar retraso en la fijacion (>30 min.), fijacion insuficiente
(<12 h.), o sobre-fijacion (>48 h.)

Ver el protocolo para el procesamiento; asegurarse de
tener reactivos frescos

Monitorear la temperatura (<60°C)

Optimizar la temperatura y tiempo de recuperacion
antigénica

Revisar el procedimiento en el manual; repetir. Comprobar
la accién de la autotincion

Comprobar fechas de expiracién; parametros de fabrica;
compatibilidad con otros activos; y buffers

Incrementar la concentracion;

alargar el tiempo de

incubacion; incrementar la temperatura de reaccion

Mantener el espécimen hdimedo; prevenir la evaporacion
con una camara himeda
Afiadir cromogeno a los reactivos de deteccion, comprobar

gue el color cambia

Tabla 8 Posibles causas de resultados falsos-positivos o falsos-negativos en la tincién con la técnica

inmunohistoquimica y su solucion.
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2.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El QD es una lesion recurrente que puede presentar displasia epitelial. Su
naturaleza asintoméatica permite a la lesion expandirse y que estas alteraciones
histologicas se presenten. La displasia representa una lesion premaligna lo que
puede alterar el comportamiento del quiste.

2.2 JUSTIFICACION

La técnica inmunohistoquimica es utilizada para el diagnéstico diferencial de
lesiones patoldgicas con caracteristicas clinicas similares, permite ver la
sobrexpresiéon de una molécula especifica para determinar su papel en la
patogénesis de alguna lesién. Sox-2, por otra parte, es un marcador cuya
sobrexpresion ha sido documentada en lesiones neoplasicas malignas como en
carcinoma de células escamosas de lengua o mucosa bucal. La displasia epitelial
es considerada un estado adaptativo premaligno que se han encontrado en

muestras de quistes dentigeros.

2.3 HIPOTESIS

Los quistes dentigeros con un epitelio normal presentardn expresion de Sox-2 en
las células adyacentes a la lamina basal y aquellas con displasia epitelial mostraran
una sobrexpresion de Sox-2 que se extenderd a mas estratos de células en el

epitelio.

2.4 OBJETIVO GENERAL

Analizar la expresiéon del marcador Sox-2 en quistes dentigeros con epitelio normal

y con displasia utilizando la técnica inmunohistoquimica por método indirecto.
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2.5 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar la estructura y citologia de las displasias epiteliales en QD

2. Identificar por inmunohistoquimica la expresion de Sox-2 en el epitelio de los QD.
4. Comparar la expresion de Sox-2 de un QD con epitelio normal y otro con displasia.

5. Determinar la relacion entre Sox-2 y presencia de displasia de quistes dentigeros

mediante revision bibliografica.

2.6 POBLACION Y MUESTRA DE ESTUDIO

Se tomé como base para esta tesina la linea de investigacion sobre el analisis de
cambios adaptativos en quistes dentigeros llevada a cabo por el estudiante de
maestria Oscar Jonathan Ortega Saucedo. De una poblacion de 543 quistes
dentigeros perteneciente al archivo del laboratorio de Patologia Clinica y
Experimental DEPel de la Facultad de Odontologia (UNAM), seleccionando una
muestra a conveniencia de 7 elementos de QD con displasia y 7 sin cambios
celulares, el cudl serd el grupo control. Se solicitaron cortes en blanco de los
elementos seleccionados con su respectivo corte tefiido con hematoxilina y eosina.
Se excluyeron 5 cortes por no cumplir con los criterios de inclusion. El tipo de estudio
a realizar fue descriptivo observacional. A continuacion se muestra el numero de

folio de los cortes utilizados. (Tabla 9)

Numero de folio de las muestras de quistes dentigeros
I Displasi M lasi
contro Isplasia etaplasia Tabla 9 Numero de folio de los
853-03 B 441-91 326-07 - .
cortes solicitados al laboratorio
149-90 A 163-08 123-03 . o
de Patologia Clinica y
149-908 853-03 A Experimental DEPel de la
045-97 A 128-95 Facultad de Odontologia para
318-92 045-97 B .
este estudio.
566-97 056-01
359-02 068-97 B
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2.2.1 Criterios de inclusioén

1. Muestras con suficiente epitelio de revestimiento para determinar presencia de

displasia.
2. Muestras con su respectiva ldmina con H & E.

3. Muestras mayores a 3 mm de diametro.

2.2.2 Criterios de exclusion

1. Muestras sin epitelio de revestimiento.
2. Muestras con tejido de mucosa oral.

3. Muestras menores a 3 mm de didmetro.

4. Muestras sin cubo de parafina

3.1 MATERIALES
3.1.1 Buffers, diluyentes y soluciones recuperadoras de antigeno

1. Primera solucién de enjuague: solucion salina tamponada con Tris (TBS) 1x
(pH de 8.4)

2. Segunda solucion de enjuague: tampoén fosfato salino (PBS) 1x (pH de 7.4).

3. Diluyente de anticuerpo: buffer de albamina.

4. Solucioén recuperadora de antigeno: buffer de citratos. Figura 13

Figura 13 TBS 1x (A), PBS 1x (B), buffer de albumina (C) y, solucién de citratos (D). Fuente directa
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3.1.2 Sustratos, cromdgenos y soluciones para contratefiir

1.

Cromégeno para métodos inmunohistoquimicos basados en la peroxidasa:
inmunodetector DAB cromégeno (Bio SB).
Peroxidasa exogena: inmunodetector de raton/conejo marcado con

peroxidasa (Bio SB).

3. Anticuerpo monoclonal: Sox-2 (E-4) de raton (Santa Cruz).

Solucion para contratefiir: hematoxilina de Gills. Figura 14

Figura 14 Inmunodetector DAB cromégeno (A), inmunodetector de raton/conejo marcado con

peroxidasa (B) y, anticuerpo monoclonal Sox-2 (C). Fuente directa

3.1.3 Soluciones bloqueadoras de la actividad endégena

1.

Reactivo blogueador: inmunodetector de ratén/conejo blogueador de la
peroxidasa (Bio SB).

Sistema de deteccibn de biotina-estreptavidina-fosfatasa alcalina:
inmunodetector de raton/conejo Biotin Link (Bio SB). Figura 15

Figura 15 Inmunodetector de ratén/conejo
bloqgueador de Ila peroxidasa (A) e
inmunodetector de ratén/conejo Biotin Link (B).

Fuente directa
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3.1.4 Sustratos para silanizar laminas

1. Acetona pura
2. Solucién de silano.

3.1.5 Instrumentos de laboratorio

Portaobjetos y su respectivo cubreobjetos

2. Cristaleria: vasos de precipitado, probetas graduadas, frascos, vasos Coplin,
canastillas para laminas.

3. Desechables: tubos de seguridad Eppendorfs, puntas para micropipeta,
guantes.

4. Otros: balanza de laboratorio, microondas, refrigerador de laboratorio,
camara de agua, gradillas, resina, marcador hidréfobo y pinzas de curacién.

Figura 16

Figura 16 Kit de micropipetas (A), puntas de diferentes tamafios para micropipetas (B) y, tubos de

seguridad Eppendorfs (C). Fuente directa
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3.2 METODOS

3.2.1 Silanizado de laminillas

Primero los portaobjetos se sometieron a un proceso de silanizacibn mediante

solucién de silano (98% acetona y 2% silano) con el fin de que el tejido de las

muestras se uniera mejor a su superficie. Los pasos para esta practica son:

1. Colocar las laminillas en un vaso Coplin y se lavaron con agua desionizada.

Las laminillas limpias se sumergen en alcohol al 96% por cinco minutos.

Se aforan las laminas en solucién de silano por cinco minutos. Se retiran y
sacuden para eliminar excedente de la solucién.

Los portaobjetos se lavan en agua destilada y se vuelven a sumergir en
alcohol al 96%.

Se dejan secar los portaobjetos con la parte opaca hacia abajo en la

campana de extraccion del laboratorio.

3.2.2 Elaboracién de reactivos

Se procedio a elaborar los reactivos TBS 1x (500 ml), PBS 1x (500 ml), buffer de

citratos (500 ml) y buffer de albumina (4 ml). Se tomaron en cuenta las siguientes

indicaciones:

1.

2.

Solucién salina tamponada con Tris 1x. Usar el concentrado de TBS 10x y
mezclarlo en agua desionizada en una concentracion de 1-10. Por ejemplo,
para producir 500 ml de TBS 1x corresponden 50 ml de TBS 10x y 450 ml de
agua destilada. TBS 10x contiene 61 g de Tris, 90g de NaCl y 1L de agua
bidestilada.

Tampon fosfato salino 1x. Usar el concentrado de PBS 10x y mezclarlo en
agua desionizada en una concentracion de 1-10. Por ejemplo, para producir
500 ml de PBS 1x corresponden 50 ml de PBS 10X y 450 ml de agua
desionizada. PBS 10x contiene 8.01 g de NaCl, 0.19 g de KCI, 0.20 g de
KH2POa4, 1.14 g de Na2HPO4 y 1L de agua bidestilada.
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3. Buffer de citratos. Se utilizan dos soluciones; la solucion A, su concentracion
es por cada 1.05 g de &cido citrico (CsHsO7) aforar con 50 ml de agua
desionizaday, la solucion B, por cada 1.47 g de citrato de sodio (NazCsHs07)
aforar con 50 ml de agua destilada. La concentracion de la solucién de trabajo
es por cada 4.5 ml de solucion A mezclar con 20.5 ml de solucion B y 250 ml
de agua desionizada.

4. Buffer de albumina. Se mezcla PBS 1x con albumina bovina en una

concentracion de 1ml por 0,01 g.

3.2.3 Técnicainmunohistoquimica por método indirecto

Se colocaron las laminillas en las canastillas y sumergieron cinco minutos en xilol,
cinco minutos en otro recipiente con xilol, cinco minutos en xilol-alcohol, tres minutos
en alcohol al 100%, en otro recipiente tres minutos en alcohol al 100%, tres minutos
en alcohol al 90% vy, por ultimo, en otro reciente otros tres minutos en alcohol al
90%. Esto con lafinalidad de desparafinar los tejidos sobre el portaobjetos. Después
se colocaron en un vaso Coplin y lavaron por un minuto con agua del grifo sin que
tocara directamente al epitelio puesto que corre el riesgo de desprenderse de la

[Amina.

Posteriormente se colocO la solucion de citratos en los vasos Coplin para la
recuperacion antigénica. Se taparon los vasos y colocaron en una bandeja con agua
para finalmente meterlos al microondas por 4 minutos a potencia 7. Al sacarlos se
dejaron enfriar por 5 minutos antes de abrirlos y dejarlos reposar una hora. Una vez
que baja la temperatura se elimina la solucién de citratos y se afor6 con PBS 1x por

tres minutos en 3 tiempos. (Figura 17)
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Figura 17 Los vasos Coplin sumergidos en una bandeja con agua y colocados en el microondas.

Fuente directa

Se prepard la cdmara de agua y colocaron las laminillas, sobre cada una de las
muestras se coloco el bloqueador de la peroxidasa (inmunodetector de ratén/conejo
marcado con peroxidasa de la casa Bio SB) por cinco minutos para inhibir la
oxidacion del epitelio. Se prepar6 en un tubo de seguridad Eppendorf el buffer de
albumina contemplando la relacién 1 ml de PBS 1x por cada 0.01 g de albumina
bovina. Este reactivo servird para diluir el anticuerpo y no colocar directamente el
concentrado de Sox-2 en el epitelio. La relacion fue de 1 pl de anticuerpo para 100
ul de buffer de albumina. Se lavaron las laminas con PBS 1x por tres tiempos
durante 3 minutos cada uno y se colocaron de nuevo en la camara de agua. Como
en cada laminilla habia dos muestras de quistes foliculares se procedié a depositar
el anticuerpo primario en una y buffer de albumina en otra (control) con ayuda de
una micropipeta. Se dej6 cultivar por 24 horas. (Figura 18)

Figura 18 Muestras de quistes dentigeros con anticuerpo Sox-2 y buffer de albimina. Fuente directa
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Posteriormente se elimind el anticuerpo y sumergieron los portaobjetos en TBS 1x
por tres minutos y en tres ocasiones. Se colocaron las laminillas en la camara de
agua y con la micropipeta se depositd el anticuerpo secundario (inmunodetector de
ratén/conejo Biotin Link de la casa Bio SB) por 10 minutos. Se lavaron con TBS 1x
tres veces por 3 minutos cada una. Nuevamente se pasaron los portaobjetos con
las muestras a la cdmara de agua y se depositd la peroxidasa exdgena
(inmunodetector de ratbn/conejo marcado con peroxidasa de la casa Bio SB) por 10
minutos. Se colocaron en un vaso Coplin y lavaron con agua del grifo de manera

indirecta y después cinco lavados con agua desionizada.

Se mezcld la solucion de DAB buffer con el cromogeno (inmunodetector DAB
cromoégeno de la casa Bio SB) en una relaciéon 1 ml por 1 gota y, se procedio a
colocar la mezcla en el epitelio con una micropipeta por cinco minutos. Se colocaron
las ldminas en un vaso Coplin de vidrio y se procedié a lavar con agua corriente por
cinco minutos, después se aford con agua bidestilada por 5 minutos. Después se
elimind el agua y afor6 con Hematoxilina de Gills por cinco minutos para volver a

colocarlas en agua del grifo por 5 minutos.

Las laminillas se dispusieron en la canastilla y sometieron a proceso de
deshidratacion sumergiéndolas por tres minutos en alcohol al 90%, en otro
recipiente otra vez tres minutos en alcohol del 90%, tres minutos en alcohol al 100%,
nuevamente tres minutos en alcohol al 100%, cinco minutos en alcohol-xilol, cinco
minutos en xilol y, cinco minutos en otro recipiente con xilol. Finalmente, se dejaron

secar los portaobjetos y se les colocaron su respectivo cubreobjetos con resina.

4. RESULTADOS

Sox-2 se expreso en seis de las siete muestras de QD sin cambios adaptativos en
el epitelio. Esto quiere decir que el 85.7 % de las muestras mostrd expresion del
anticuerpo tifiéndose los ndcleos de la células basales de color café. No hubo
expresion del marcador en las muestras analogas con buffer de albumina y sin

anticuerpo lo que sugiere que la técnica inmunohistoquimica se realizé con éxito.
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Por otra parte, Sox-2 se expreso de igual manera en seis de las siete muestras de
QD con displasia epitelial, lo que representa el 85.7% de las muestras. En todas las
muestras con Sox-2 + la coloracion de los nacleos fue tanto en las células basales
como en otras capas celulares. Se incluyeron en el estudio dos metaplasias que
carecen de valor analitico pero que se considerd importante sefialar que mostraron
expresion de Sox-2 en las células basales e igualmente Sox-2 — en las muestras
anélogas con buffer de albuminay sin anticuerpo. Figuras 19, 20, 21y 22

Figura 19 Muestra de QD tefida con hematoxilina y eosina (H&E) con epitelio sin cambios
adaptativos (A); los nucleos con expresion de Sox-2 se tifien de color café a un lado de la lamina
basal (B); en el control con buffer de albumina y sin anticuerpo no se expresa el marcador (C). Fuente

directa

A e aooxll ) peyr C

Figura 20 Muestra de QD tefiida con H&E con displasia epitelial (A); los nicleos con expresion de
Sox-2 se tifien de color café en las células basales y otras capas (B); en el control con buffer de

albumina y sin anticuerpo no se expresa el marcador (C). Fuente directa
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Figura 21 Notese que el QD pierde epitelio a través de los cortes con el micrétomo. Muuestra de QD
tefiida con H&E con displasia epitelial (A); los nicleos con expresion de Sox-2 se tifien de color café
en las células basales y otras capas (B); en el control con buffer de albdimina y sin anticuerpo no se

expresa el marcador (C). Fuente directa

A H&E 400X B Sox-2 400X c Control 400X}

Figura 22 Muestra de QD tefiida con H&E con metaplasaia (A); los nlcleos con expresion de Sox-2
se tifien de color café a un lado de la lamina basal (B); en el control con buffer de albumina y sin

anticuerpo no se expresa el marcador (C). Fuente directa

A continuacién los resultados respecto a expresividad de Sox-2 con los diferentes

especimenes de quistes dentigeros. Tabla 10

H&E Folio de la Sox-2 + Sox-2 —
muestra (Anticuerpo) (Albumina)
Epitelio 853-03 B + -
normal 149-90 A + -
149-90 B + -
045-97 A + -
318-92 + -
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566-97 - -
359-02 + -
Displasia 441-91 ++ -
epitelial 163-08 ++ -
853-03 A ++ -
128-95 ++ -
045-97 B ++ -
056-01 ++ -
068-97 B - -
Metaplasia 326-07 + -
123-03 + -

+ Expresion positiva en las células basales
++ Expresion positiva en las células basales y mas capas celulares

- Expresion negativa

Tabla 10 Los resultados sobre la expresividad de Sox-2 en los diferentes tipos de epitelio

encontrados en la muestra. Fuente directa

Las laminas con las displasias contratefiidas con hematoxilina y eosina permitieron
comprobar en los siete casos displasias de bajo grado de acuerdo a la clasificacién
de la OMS, aunque algunas displasias pueden presentar una arquitectura alargada
por cortes seccionales en diagonal con el micrétomo. En un QD con indicios de
metaplasia se observaron células mucosecretoras las cuales se les atribuye como
una razoén por la cual se da la expansion de los quistes en general. (Figuras 23 y
24)
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Figura 24 Muestra de QD contratefiida con hematoxilina
y eosina. Se puede apreciar una metaplasia, asi como

la presencia de células mucosecretoras. Fuente directa

Figura 23 Displasia que aparenta ser de alto grado pero por la disposicion celular se intuye un mal

corte con el micr6tomo a la hora de procesar la muestra. Fuente directa

DISCUSION

En el presente estudio se analizé una pequefia muestra (<10) de quistes dentigeros
con displasia epitelial. La literatura dice que esta lesion se asocia con el origen del
ameloblastoma, tumor odontogénico adenomatoide y carcinoma de células
escamosas intraéseo primario; pero también sugiere que generalmente no
maligniza. Aunque el tamafio de la muestra no permite hacer conjeturas
estadisticas, es un referente para futuras investigaciones de que las displasias de
bajo grado estan presentes en el epitelio de algunos quistes dentigeros. Una razén
por la que pudieron haberse perdido muestras con displasia pudo ser la pérdida de
epitelio a la hora de someter las biopsias a cortes histoldgicos con el micrétomo, asi
como la mala manipulacion de la micropipeta sobre el tejido a la hora de realizar la

técnica inmunohistoquimica.

Previamente Yu Lei y colaboradores observaron la presencia de Sox-2 en las
células basales de los quistes dentigeros. Las muestras control simpatizaron con
sus resultados mostrando un margen de error de sdélo 18,2% lo cual no es

significativo para el tamafio de la muestra. Por otra parte, la expresién de Sox-2 en
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epitelio con displasia no se limito a las células basales sino que se continud a las
demas capas celulares. Como se habia mencionado con anterioridad el anticuerpo
Sox-2 se sobrexpresa en lesiones malignas lo que sugiere que su variabilidad entre
un tejido control y otro con displasia esta intimamente relacionado con el grado de

adaptacion celular.

Por otra parte, Sox-2 puede servir para el diagnostico diferencial entre una lesion
benigna y maligna pero resulta menos laborioso y mas econdémico hacer esta
diferenciacion mediante una interpretacion clinica e histologica. La presencia de
células mucosecretoras en una de las muestras observadas aporta evidencia como
un posible factor de expansion quistica. Finalmente, las muestras con buffer de
albumina dieron en su totalidad resultados negativos confirmando que la técnica por

inmunohistoquimica se realiz6 con éxito.

CONCLUSIONES

La expresion de Sox-2 en quistes dentigeros con epitelio normal y con displasia
varia en el numero de capas celulares. Por lo tanto, el marcador utilizado para esta
investigaciéon puede ayudar como elemento de prondstico sobre el potencial de
trasformacion maligna de los quistes foliculares. La cantidad de Sox-2 en un epitelio
esta sujeta al cambio adaptativo de las células; existe una mayor sobrexpresion en
aguellas donde se presenta displasia. Por lo que es importante la exploracion clinica
y radiografica en los pacientes para la deteccién de estos quistes, asi mismo la
realizacion de estudios histopatolégicos debido a la importancia de detectar la

presencia de algan cambio celular en los QD.
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