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delafibronectina, vitronectinay queratina

Rocio Gloria Fernandez Lopez,* Higinio Arzate®

RESUMEN

El mixoma odontogénico es una neoplasia benigna de baja preva-
lencia, que ocurre en los maxilares, normalmente asociado a
dientes no erupcionados o ausentes. El objetivo de este trabajo
fue determinar cualitativamente el grado de expresion de los anti-
cuerpos, vitronectina, fibronectina y queratina, de las lesiones con
el diagnostico histopatolégico de mixomas odontogénicos y el fo-
liculo dental humano. Se seleccionaron los expedientes del Labo-
ratorio de Patologia Experimental de la Division de Estudios de
Posgrado e Investigacion de la Facultad de Odontologia (UNAM),
en un periodo de 14 afios, localizando 20 cubos con el diagnésti-
co de mixoma odontogénico y 2 cubos de foliculo dental humano
como control. Se realizé la técnica de inmunohistoquimica indi-
recta para determinar la presencia de estas proteinas. La inmuno-
localizacion revel6 una intensa expresién de fibronectina (85%) y
vitronectina (90%), asociada al estroma de la neoplasia y estruc-
turas celulares asi como al porcentaje de expresidn de queratina
(55%).

ABSTRACT

Odontogenic myxoma is a low prevalence, benign neoplasia oc-
curring in the maxillae normally associated with teeth which have
not come through or which were never present. The objective of
this study was to determine the presence of antibodies, vitronec-
tin, fibronectin and keratin in the extra-cellular matrix of odontoge-
nic myxoma and dental follicles. The files of the experimental
Pathology Laboratory of the postgraduate and Research Division
of the School of Dentistry at UNAM, over a period of 14 years,
were studied, and 20 specimens of odontogenic myxoma and 2 of
human dental follicles, as control, were found for processing us-
ing histomorphological analysis. Immunolocation revealed intense
presence of fibronectin and vitronectin associated with the stroma
of the tumour and cellular structures. It should be noted that a high
percentage of the lesions studied showed keratin.

Palabras clave: Mixoma odontogénico, vitronectina, fibronectina y queratina.

Key words: Odontogenic myxoma, vitronectin, fibronectin, keratin.

ANTECEDENTES

El término mixoma fue introducido para aquellas le-
siones que tuvieran la apariencia de cordén umbilical.
Las primeras referencias sobre los mixomas en los
maxilares fueron realizadas por Cernea y Katz.! Los
mixomas odontogénicos (MO) fueron separados por
primera vez de otros tumores mixomatosos del orga-
nismo por Thoma y Golman.* McClure y Dahlin2 men-
cionan que se originan a partir del aparato odontoge-
no. Slootweg** menciona las diferencias entre los
componentes de los glucosaminoglucanos de la ma-
triz extracelular.

La Organizacién Mundial de la Salud, en 1992 lo
defini6 como “neoplasia benigna localmente invasiva
formada por células angulares y redondas con un
abundante estroma mucoide”. %8

Se identifica en la literatura con la sinonimia de
mixofibroma odontogénico, osteomixoma, fibromixo-
ma odontogénico y condromixoma.”

Se origina del tejido embrionario, esencialmente
mesenquimatoso que proviene del foliculo dental, li-

gamento periodontal o papila dental antes de llegar al
término en sus calcificaciones pudiendo presentar
restos de tejido dental inmaduro.>” Representa el
0.04% a 0.6% del total de los especimenes recibidos
en los departamentos de patologia y constituyen
aproximadamente el 3% de las neoplasias odontogé-
nicas.® Son diagnosticados entre los 25 a 35 afios de
edad, con predominio en el género femenino y predi-
leccion por la mandibula.®!? Raramente ocurre antes
de los 10 afios o después de los 50 afios de edad*®
con una incidencia de 12.5% en nifios.**

De consistencia firme y gelatinosa, crecimiento len-
to, progresivo, expansivo y agresivo, presentan un co-
lor de blanco grisaceo hasta amarillo. Localmente se
infiltra hacia hueso y los tejidos blandos adyacentes.
Generalmente son asintomaticos, pero pueden pre-
sentar indistintamente sintomatologia dolorosa y/o

* Prof. de Cirugia Bucal y Maxilofacial de la Division de Estu-
dios Profesionales de la Facultad de Odontologia, UNAM.

5 Jefe del Departamento de Biologia Celular, de la Division de
Estudios de Posgrado. Facultad de Odontologia, UNAM.
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parestesia.® La pérdida y desplazamiento de 6rganos
dentarios ocurre cuando el material mucoide comien-
za a invadir una gran parte de la arquitectura del hue-
s0.%% La rizoclasia de los dientes contiguos es poco
comun y se encuentra relacionado con dientes no
erupcionados o ausencia congénita de los mismos. El
tiempo de evolucion oscila de una semana hasta 15
afnos.

Radiogréaficamente se observan radiollcidos; unilo-
cular o multilocular, los bordes pueden estar desde
bien definidos, escleréticos o con margenes difusos.
En las lesiones multiloculadas se pueden encontrar
trabéculas 6seas asperas que dan la apariencia de
panal de abeja, raqueta de tenis y burbujas de ja-
bon.121617 Cuando ha perforado las corticales se for-
man multiples espiculas radiantes, que da el aspecto
de rayo de sol o sol reventado.®1°

Histol6gicamente la neoplasia esta formada de célu-
las estrelladas separadas del estroma laxo sin ninguna
diferenciacién de tejido maduro, no tienen un orden pre-
ciso de distribucién, presentando prolongaciones de
procesos fibrilares. Su contenido es poco celular, con
poca evidencia de actividad, como pleomorfismo, nua-
cleos prominentes o mitosis.®’ La sustancia contenida
en las células es mucoide, generalmente presentan
mezclados diversos capilares muy delgados, bandas
de colagena y acimulos de epitelio odontogénico. No
obstante se ha informado de un amplio rango de varia-
ciones histologicas. Kimura® menciona que morfologi-
camente presenta proliferacion epitelial de grados varia-
bles, con pérdida de la adherencia celular, produciendo
hendiduras o microquistes. Las células de la neoplasia
secretan gran cantidad de glucosaminoglucanos®y
acido hialurénico y, una menor cantidad de condroitin-
sulfato. La secrecion de moléculas de colagena esta
alterada, ocasionando acimulo de material mixoide in-
tercelular y sélo una pequefia cantidad de fibrillas de
colagena.®

Analisis inmunohistoquimico: Se ha sugerido que
el origen mas probable del MO es la porcién mesen-
guimatosa del diente en desarrollo, especialmente la
papila dental. Moshirit® sustenta esta posibilidad debi-
do a la positividad de vimentina en el foliculo dental,
asi como en el MO. Muzio? reporta que las lesiones
son positivas a vimentina y actina muscular y negati-
vas a queratina. Mientras que Kimura® muestra una
reaccion positiva al anticuerpo de citoqueratina 19
(CK19, DAKO) La relacion entre la fibronectina y los
glucosaminoglucanos ha sido descrita previamente en
la papila dental, que es un tejido odontogénico que
comparte la naturaleza del mesénquima de los MO.%

Asimismo, la vitronectina es una proteina del plas-
ma del suero, que funciona como un componente de

la matriz extracelular promoviendo la migracién de cé-
lulas epiteliales.?* La fibronectina es una glucoproteina
de 440 kDa, que posee diferentes sitios activos, que
promueven la adhesién celular y de un modo particu-
lar la quimioatraccion y adherencia de células epitelia-
les. La queratina es un componente de los filamentos
intermedios y la mayor proteina estructural de las cé-
lulas epiteliales. Su funcién radica principalmente en
la formacién y estructura de células epiteliales y parti-
cipa en la reorganizacién celular durante la mitosis.?

MATERIAL Y METODOS

Se revisaron los expedientes del Laboratorio de
Patologia Experimental de la Division de Estudios de
Posgrado e Investigacion de la Facultad de Odontolo-
gia (UNAM) en un periodo de 14 afos; se localizaron
20 cubos de mixoma odontogénico (MO) y 2 cubos de
foliculo dental humano, los cuales fueron utilizados
como control, los especimenes obtenidos previamen-
te fueron sumergidos en formaldehido al 10%. Poste-
riormente fueron lavados profusamente en agua co-
rriente durante 24 h y deshidratados en alcohol etilico
comenzando con 50, 60, 70, 96 y 100%. Los especi-
menes fueron aclarados en xilol (100%) durante 4 h,
embebidos en parafina de bajo punto de fusién e in-
cluidos para su procesamiento de corte. Obteniendo
cortes de 5 um de grosor montados en laminillas trata-
das con 2% 3-aminopropytriethoxysilane (silano), que
se colocaron en portaobjetos, los cuales se procesa-
ron para hematoxilina y eosina y cortes para inmuno-
histoquimica.

Los cortes obtenidos para la inmunotincién se des-
parafinaron en xilol durante 10 minutos 2 veces. Las
laminillas con los cortes se rehidrataron en alcohol eti-
lico en grado decreciente comenzando con 100% (5
min), 96% (5 min), 80% (5 min), 60% (5 min), hasta
50% y se colocaron en solucién amortiguadora de fos-
fatos (PBS) durante 5 min.

Se utilizaron anticuerpos policlonales de conejo anti-
fibronectina humana (Boehringer Mannheim, Germany)
y antiqueratina humanay, anticuerpo monoclonal de ra-
tén antivitronectina humana (Life Technologies NY,
USA). Los anticuerpos fueron usados a una dilucién de
1:300 en PBS al cual se le adicion6é 1 mg/mL de albud-
mina sérica bovina (BSA).

Las laminillas fueron incubadas toda la noche a una
temperatura de 4°C, posteriormente fueron lavadas
con PBS, 3 veces, 5 minutos cada una. Se incubaron
con un segundo anticuerpo IgG anti-ratbn marcado
con isotiocianato de fluoresceina (FITC) y IgG de anti-
conejo (Sigma Chem Co. St. Louis, MO) a una dilu-
cion de 1:50 en PBS e incubados durante 1 h a 4°C.
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Las laminillas fueron lavadas con PBS , tres veces
durante 5 minutos cada una y montadas con glicerol-
PBS 1:9 v/v conteniendo 20 mg/mL de 1,2,diazab-
ycyclo (2.2.2) octane (DABCO,; triethylenediamine)
(Sigma Chemical Co, St. Louis, MO). La inmunotin-
cion se observo por epifluorescencia en el microsco-
pio Axiophot (Carl Zeiss, Germany) a 20 X’ aumentos.
Secciones incubadas con suero preinmune de conejo
y raton, excluyendo el primer anticuerpo se utilizaron
como controles negativos.

La evaluacion de la inmunotincidn se realizé de un
modo semicualitativo asignando el valor de: incipien-
te (+), leve (++), moderado (+++) e intenso (++++).
Se realizaron 3 inmunotinciones por cada uno de los
especimenes con diagnéstico de MO y de los folicu-
los dentales. Cabe mencionar que el analisis histo-
morfolégico se efectud en cada uno de los especi-
menes estudiados de MO, asi como dos de foliculos
dentales humanos. La descripcién que se realiza co-
rresponde a un foliculo dental humano y cuatro mixo-
mas odontogénicos que consideramos eran los mas
representativos.

RESULTADOS
FOLICULO DENTAL

Caso 1. El espécimen examinado estaba compues-
to por tejido conjuntivo fibroso denso y laxo, con célu-
las estrelladas pequefias, algunas fibrillas de colage-
na fina, las prolongaciones de las células parecian
hacer contacto unas con otras para formar una red y
gran cantidad de sustancia intercelular mucoide, va-
sos sanguineos pequefios (Figura 1 A)

MIXOMAS ODONTOGENICOS

Caso 2. En el espécimen examinado se determiné
gue estaba formado por gran cantidad de tejido mixoi-
de, por fibroblastos alargados o estrellados, con esca-
sos haces de colagena, ampliamente separados por
abundante matriz basdéfila, capilares, espiculas 6seas
y un fragmento de encia con abundante infiltrado linfo-
plasmocitario (Figura 2 A).

Caso 3. El espécimen examinado estaba cubierto
por epitelio escamoso estratificado, paraqueratiniza-
do, hiperplasico, tejido conjuntivo fibroso laxo con
areas focales de infiltrado inflamatorio crénico, fue os-
tensible la presencia de grandes areas formadas por
escasos haces de colagena, gran cantidad de mate-
rial basdfilo y algunos fibroblastos (Figura 3 A).

Caso 4. El espécimen correspondiente estaba
compuesto en su mayor parte por tejido conjuntivo

laxo, con algunas areas de tejido conjuntivo fibroso,
algunas islas pequefias de epitelio odontogénico inac-
tivo. Estas islas de epitelio estan rodeadas por una
zona hialinizada gruesa.

Caso 5. El espécimen examinado estaba formado
por un tejido de aspecto mixoide compuesto por fibro-
blastos de aspecto estelar, haces delgados de colage-
na y abundante sustancia intercelular amorfa blanda.
El resto fue de tejido conjuntivo propio de la zona y
espiculas éseas.

ANALISISINMUNOHISTOQUIMICO

La inmunoexpresion y analisis cualitativo mostra-
ron: (Cuadro I)

Los resultados obtenidos en este estudio, revelan
que la vitronectina tuvo una expresion intensa en el
25% de las muestras revisadas, moderada en 25%,
leve en el 30%, baja 10% y ausente en el 10% de las
mismas. La fibronectina mostré un comportamiento si-
milar, es decir, inmunotincion intensa en el 50% de las
muestras, moderada en el 20%, leve en el 15% y el
15% de las lesiones no expreso esta proteina. La que-
ratina mostré los siguientes porcentajes de expresion;
20%: intensa, 5% moderada, 15% leve, 15% baja y en
el 45% de los tumores examinados estuvo ausente.
La presencia de vitronectina en el foliculo dental (Fi-
gura 1 B), se localiz6 principalmente en la matriz ex-
tracelular del foliculo que forma haces fibrilares. La fi-
bronectina principalmente fue localizada en la matriz
extracelular del foliculo (Figura 1 C). La queratina (Fi-
gura 1 D) se encontrd distribuida en algunas zonas del
foliculo dental. En las figuras 2 B y C se observa una
distribucién similar en lo que se refiere a vitronectina 'y
fibronectina. La vitronectina asocia su expresiéon a es-
tructuras celulares y al estroma mixoide de apariencia
fibrilar, siendo la expresién de esta proteina intensa.
La fibronectina esta asociada principalmente a los ha-
ces fibrilares de la matriz extracelular y la queratina
(Figura 2 D) es negativa, sin embargo, se encontraron
especimenes donde la intensidad de la vitronectina
(Figura 3 B) asi como su localizacién contrasto6 con la
fibronectina (Figura 3 C), ya que la primera se asocio
principalmente a las estructuras fibrosas densas y la
fibronectina tuvo una baja intensidad de expresién. La
queratina (Figura 3 D), fue expresada Unicamente por
el epitelio incluido en el tumor, lo que permitié definir
entre éste y el estroma de tejido conectivo subyacen-
te. En la figura 4 B, se observa tejido mineralizado, si-
milar a hueso con una baja expresidn de vitronectina,
mientras que la fibronectina esta asociada nuevamen-
te a la matriz extracelular y haces fibrilares (Figura 4
C). La queratina tuvo una expresion baja (Figura 4 D).
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Figura 1. Microfotografia de foliculo dental
humano. Magnificacion 20 x (barra = 5 pm).
A. Tefido con hematoxila-eosina. B. Inmu-
noexpresion de vitronectina. C. Inmunoex-
presion de fibronectina. D. Inmunoexpre-
sion de queratina. DEPel. FO.UNAM.
Fuente; Laboratorio de Patologia Experimental.
DEPel.FO.UNAM

Figura 2. Microfotografia de mixoma odon-
togénico. Magnificacion 20 x (barra = 5 pm).
A. Tefiido con hematoxila-eosina. B. Inmu-
noexpresion de vitronectina. C. Inmunoex-
presion de fibronectina. D. Inmunoexpre-
sion de queratina. DEPel. FO.UNAM
Fuente: Laboratorio de Patologia Experimental.
DEPel.FO.UNAM



Fernandez LRG y col. Mixoma odontogénico; expresion y localizacién espacial de la fibronectina, vitronectina y queratina

Cuadro I. Inmunoexpresion y andlisis semicualitativo de
vitronectina, fibronectina y queratina en el mixoma
odontogénico. DEPel. FO.UNAM.

Vitronectina  Fibronectina Queratina
1 ++ + — +
2 ++ +++ + —
3 ++ + ++ + —
4 ++ ++++ —
5 — ++++ +
6 + +++ + —
7 ++ ++ + —
8 ++++ +++ + —
9 ++++ — ++
10 ++ +++ + ++
11 ++ + ++ —
12 ++ + ++ ++++
13 ++ ++ + ++++
14 ++ + ++ +++
15 ++++ ++ + ++++
16 + +++ + +
17 ++ ++++ ++
18 ++++ +++ + ++++
19 ++++ +++ + —
20 — — —
C ++++ ++ + ++ +
C +++ + ++ + ++ +

Fuente: Laboratorio de Patologia Experimental. DEPel.FO.UNAM

Figura 3. Microfotografia de mixoma odon-
togénico. Magnificacion 20 x (barra = 5 pm).
A. Tefiido con hematoxila-eosina. B. Inmu-
noexpresion de vitronectina. C. Inmunoex-
presion de fibronectina. D. Inmunoexpre-
sion de queratina. DEPel.FO.UNAM.
Fuente: Laboratorio de Patologia Experimental.
DEPel.FO.UNAM.

En las figuras 5 B y D podemos observar una intensa
expresion de vitronectina y la fibronectina se localizé
tanto en estroma fibrilar como en estructuras celula-
res (Figura 5 C). En suma, la distribucion de la vitro-
nectina y fibronectina tuvieron un patrén similar, en
las lesiones positivas se observé que estas moléculas
se expresaron en células alargadas, estrelladas y re-
dondeadas, en la matriz mixoide y en fibras elasticas,
asi como en matriz extracelular que rodea las fibras
colagenas y en aquellas estructuras parecidas a re-
des, caracteristico de esta lesidn. En algunos especi-
menes en la zona de transicion de la mucosa bucal se
observé una tincién mas intensa de la fibronectina y
una zona de bien organizadas estructuras fibrilares.
Esta reaccion especifica permite la diferenciacion en-
tre células tumorales y fibroblastos no tumorales.

DISCUSION

El andlisis histopatolégico, reveld que los especi-
menes estaban constituidos de una gran cantidad de
tejido mixoide formado por fibroblastos alargados y
estrellados, sin ningun orden de distribucion haciendo
una red en el tejido mezcladas por diversos capilares
muy delgados. Asimismo la presencia de colagena,
separada por abundante matriz baséfila. Carlucci?® in-
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Figura 4. Microfotografia de mixoma odon-
togénico. Magnificacion 20 x (barra = 5 pm).
A. Tefiido con hematoxila-eosina. B. Inmu-
noexpresion de vitronectina. C. Inmunoex-
presion de fibronectina. D. Inmunoexpre-
sion de queratina. DEPel.FO.UNAM.
Fuente: Laboratorio de Patologia Experimental.
DEPel.FO.UNAM

Figura 5. Microfotografia de mixoma odon-
togénico. Magnificacion 20 x (barra = 5 pm).
A. Tefiido con hematoxila-eosina. B. Inmu-
noexpresion de vitronectina. C. Inmunoex-
presion de fibronectina. D. Inmunoexpre-
sion de queratina. DEPel.FO.UNAM.
Fuente: Laboratorio de Patologia Experimental.
DEPel.FO.UNAM
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forma la presencia de epitelio odontogénico inactivo a
diferencia de Kimura!® (2001) que menciona la pre-
sencia de epitelio odontogénico activo, proliferacion
epitelial con grados variables degenerativos con pér-
dida de la adherencia celular, produciendo microquis-
tes. En el presente estudio no se encontr6 en ningin
caso microquistes.

Los hallazgos inmunohistoquimicos demostraron
una organizacion caracteristica de las proteinas de la
matriz extracelular o en el MO, en el cual se pudo es-
tablecer una distincion clara entre el estroma de la
neoplasia y la mucosa bucal adyacente. La fibronecti-
na mostrd un patrén de tincion mucho mas intenso en
el estroma de la neoplasia. La fibronectina es una de
las moléculas de la matriz extracelular mejor caracteri-
zadas y es mas prominente en la matriz de tejidos co-
nectivos y mas abundante en situaciones de desarro-
llo embrionario y remodelacidn tisular y por supuesto
en el crecimiento neoplasico.?” La fibronectina adquie-
re una gran relevancia en los mecanismos involucra-
dos en el crecimiento neoplasico. Asi como en las cé-
lulas de anclaje-dependiente del crecimiento (Daneny
Yamada, 2001).%8

La vitronectina se expresé en un 90% de los casos
examinados y su intensidad de expresion varié de in-
tensa a moderada. Esta se localiz6 principalmente en
el estroma asociada a la matriz extracelular, de la que
forma parte y de un modo importante en las células de
la neoplasia. Al igual que la fibronectina, esta molécu-
la posee un dominio RGD, el cual promueve la adhe-
renciay la organizacion del citoesqueleto celular den-
tro de la matriz extracelular. Probablemente su amplia
distribucion dentro del MO se debe a que se une a la
colagena. Provee de un papel regulatorio entre la ad-
hesion y la protedlisis fisioldgica y esta anclada a la
matriz extracelular via su unién a colagena e interac-
tha con las integrinas a f,, a S, a B,, a S, las cuales
una vez unidas a la fibronectina, regulan la organiza-
cion citoesqueletal, y el transporte de iones. Dado que
en algunos MO observados en este estudio estan
poco vascularizados, es probable que se deba a la
accioén de la vitronectina, ya que ésta es un poderoso
inhibidor de la angiogénesis e induce la muerte celular
programada (apoptosis), alterando el balance fibrinoli-
tico, por lo que asociamos su expresion a zonas del
estroma de la neoplasia con aspecto fibrético (Schvartz
et al., 1999).2 Sin embargo, debemos mencionar que
seria muy dificil establecer el papel regulatorio de la
vitronectina en la patogénesis de esta neoplasia con
la evidencia presentada. Potencialmente esta proteina
debiera ser estudiada con mayor profundidad en el
MO, ya que a nuestro conocimiento, no existen repor-
tes que refieran la interrelacién entre MO y esta mo-

Iécula. Un hallazgo interesante en este estudio fue la
expresion de queratina, la cual se observo en el 55%
de las lesiones.

CONCLUSION

1. La vitronectina se expres6 en un 90% de los casos
examinados y su intensidad de expresion varié de
intensa a moderada en la mayoria de los casos. Se
localizé, principalmente en el estroma asociada a la
matriz extracelular, de la que forma parte y de un
modo importante en las células de la neoplasia.

2. La fibronectina mostré un patrén de tincién mucho
mas intenso en el estroma de la neoplasia que en
el foliculo dental humano.

3. El andlisis histopatoldgico, revel6 que los especi-
menes estaban formados de gran cantidad de teji-
do mixoide, formado por fibroblastos alargados y
estrellados, sin ningln orden de distribucién ha-
ciendo una red en el tejido mezcladas por diversos
capilares muy delgados.
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