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Resumen

Introduccién. La odontogénesis es el proceso de
formacién de los 6rganos dentarios, en el cual se
expresan diversas moléculas, dentro de las cuales
encontramos las citoqueratinas 14 y 19 (CKl14,
CK19). Unavez concluido el proceso de formacién
del diente quedan restos del epitelio odontogénico,
el cual se ha sugerido se encuentra implicado en el
desarrollo del ameloblastoma, uno de los tumores
odontogénicos mds frecuentes. Se ha sugerido que
las CK14 y CK19 tienen utilidad como marcadores
de diferenciacién amelobldstica, y podrian tener
implicacién dentro del comportamiento tumoral
de los ameloblastomas. El objetivo del presente
estudio fue describir los patrones de expresién
inmunohistoquimica de estas dos citoqueratinas en
gérmenes dentarios y ameloblastomas. Materiales
y métodos. Se incluyeron 6 ameloblastomas s6-
lidos multiquisticos y 5 gérmenes dentarios a los
cuales se les realizé técnica de inmunohistoquimi-
ca para CK14 y CK19. Resultados. Este estudio
permitié visualizar la inmunoexpresién de CK14
y CK19 en el epitelio y la negatividad en el ec-
tomesénquima, tanto en los gérmenes dentarios
como en ameloblastomas. También permitié con-
cluir que CK19 puede ser considerada como un
eficiente marcador de diferenciacién amelobldstica,
mientras que CK14 es gradualmente remplazada
por CK19 en el epitelio interno del érgano del es-
malte, evidencidndose marcada inmunoexpresién
de esta tltima en ameloblastos secretores.

Abstract

Introduction. Odontogenesis is the process by
which teeth form, and where different molecules
are expressed, among them some cytokeratins
(CK) like CK14 and CKI19. Remnants of
odontogenic epithelium may persist once the
development process is complete, which has been
suggested to be involved in the development of
ameloblastoma, one of the most common benign
odontogenic tumours. It has been suggested that
CK14 and CK19 are useful markers of ameloblast
differentiation and that they could haveimplications
for tumour behaviour. The aim of this study is to
describe the patterns of immunohistochemical
expression of these cytokeratins in tooth germs
and ameloblastomas. Materials and methods. We
worked with 6 solid multicystic ameloblastomas
and 5 tooth germs. The immunohistochemistry
technique was used to visualise CK14 and
CK19. Results. We detected CK14 and CK19
immunoexpression in the epithelium and no
expression in the ectomesenchyme in both tooth
germs and ameloblastomas. It was concluded
that CK19 can be considered an efficient marker
of ameloblast differentiation, whereas CK14
is gradually replaced by CK19 in the inner
epithelium of the enamel organ, showing strong
immunoexpression in secretory ameloblasts.
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Introduccion

La odontogénesis es un proceso bioldgico,
mediante el cual las células ectodérmicas del
estomodeo, interactdan con las células del ec-
tomesénquima subyacente, con la finalidad
de formar los 6rganos dentarios. El desarrollo
dentario implica tanto crecimiento, migracion
y diferenciacién celular, asi como una serie de
eventos resultantes de una compleja e intrinca-
da cascada de genes que se expresan en deter-
minado lugar y en determinada secuencia (1).
Tanto en el ectomesénquima como en el
ectodermo se expresan diversas moléculas,
las cuales presentan roles diferentes (2). Un
ejemplo de ello son las citoqueratinas que
expresan las células epiteliales y que son res-
ponsables de diversos mecanismos biolégicos
en que participan los epitelios (3-6). Una vez
culminada la odontogénesis, en los maxila-
res existen diferentes zonas donde podemos
encontrar restos del epitelio odontogénico
(7). Se ha sugerido que estos restos, son los
responsables de la formacién de diferentes le-
siones entre las cuales encontramos los quis-
tes y los tumores odontogénicos. Y dentro
de estos ultimos, uno de los mds frecuentes
es el ameloblastoma, neoplasia benigna local-
mente agresiva, que tiene un amplio espectro
de patrones histoldgicos que se asemejan a la
odontogénesis temprana (8).

El objetivo del presente estudio fue describir
los patrones de expresién inmunohistoquimi-
ca de dos citoqueratinas, CK14 y CK19 en
gérmenes dentarios y ameloblastomas. Dado
que la expresién de estas dos citoqueratinas
ha sido demostrada en procesos tanto de
odontogénesis como de carcinogénesis, y se
ha evidenciado su utilidad prondstica en di-
versas neoplasias malignas, se cree importan-
te tratar de entender el rol que desempenan
estos filamentos intermedios en procesos em-
brionarios y procesos de progresién tumoral
(9). Por esta razén se decidié estudiar estas

dos citoqueratinas en procesos embrionarios
normales (odontogenesis) y en procesos pato-
l6gicos neoplasicos (ameloblastoma).

Materiales y métodos

Para el estudio inmunohistoquimico se in-
cluyeron 6 ameloblastomas sélidos multiquisticos
provenientes del Laboratorio de Patologia Bucal
de la Universidad Auténoma Metropolitana
Xochimilco (México) y 5 gérmenes dentarios
provenientes de la Citedra de Histologia de
la Facultad de Odontologia de la Universidad
de la Republica (Uruguay). Tanto los tumores
como los gérmenes dentarios se encontraban
almacenados e incluidos en bloques de parafina.
Se realizé un estudio descriptivo observacional.
Técnica de inmunohistoquimica

Se realizaron cortes de 2 pm de espesor y fue-
ron montados en laminillas tratadas con po-
ly-L-lisina. Los cortes fueron desparafinados
en la estufa a 45 oC por 30 minutos y pos-
teriormente dejados en xilol por 5 minutos.
Los cortes se hidrataron en concentraciones
decrecientes de alcoholes absoluto al 90, 70 y
50% y enjuagues con agua destilada. Para el
desenmascaramiento de los epitopes se realizé
recuperacién antigénica con solucién de ci-
trato de sodio 10mM (pH 6.2) con olla a pre-
sién en microondas a potencia maxima (750
W) por 5 minutos, dejando enfriar a tempe-
ratura ambiente y posteriormente se enjuagé
con agua destilada. Las peroxidasas enddge-
nas fueron bloqueadas con peréxido de hi-
drégeno al 0.9%, seguidos por lavados con
agua destilada y solucién salina amortiguada,
solucién salina de fosfatos pH 7.4 (PBS). Se
incubaron los anticuerpos primarios mo-
noclonales contra citoqueratina 14 (clona
N3C3 Genetex, CA, USA, dilucién 1:100)
y contra citoqueratina 19 (clona RCK108
Dako Corporation, Carpinteria CA, USA,
dilucién 1:100) por un periodo de 45 min.
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Posteriormente, los cortes fueron incubados
con el segundo anticuerpo biotinilado anti
-ratén/anti-conejo y con el complejo strepta-
vidina/peroxidasa (LSA-B + Labeledstrepta-
vidin-biotin, DakoCorporation, Carpinteria
CA, USA) por 30 minutos cada uno. Los pro-
ductos de la reaccién fueron visualizados con
sustrato de 3,3’-diaminobenzidina-H202
(Dako Corporation, Carpinteria, CA, USA).
Las secciones fueron contratefiidas con hema-
toxilina de Mayer. Como controles positivos
fueron utilizados fragmentos de mucosa oral
y piel; para los controles negativos se omitié
la incubacién con los anticuerpos primarios.

Resultados

Nuestro estudio nos permiti6 ver la inmuno-
expresién de CK14 y CK19 en el epitelio y la
negatividad del ectomesénquima, tanto en los
gérmenes dentarios como en ameloblastomas.
En el germen dentario, al observar el 6rgano del
esmalte podemos ver como en los diferentes es-
tratos la expresién de CK19 varfa dependiendo
del 4rea de observacion (Figura 1A). Por ejem-
plo, al analizar el epitelio interno del érgano del
esmalte, la expresién de CK19 es mas marcada
en la membrana celular (en los extremos basal,
apical y las paredes laterales); en el estrato in-
termedio la expresion de CK19 es fuertemente
positiva entorno al niicleo, en el reticulo estrella-
do CK19 tiene una alta positividad en las pro-
longaciones siendo menor en el cuerpo celular
(Figura2-A), mientras que en el epitelio externo
la expresién es uniforme a nivel del citoplasma
siguiendo la forma aplanada del cuerpo celulary
por tltimo en la ldmina dentaria en involucién
se observé una tincién intensa y con un patrén
homogéneo (Figura 3-A). Con respecto a CK14
la inmunotincién fue negativa a excepcién de
una débil inmunotincién observada en el epi-
telio interno (Figura 1-B y 2-B). Mientras que
se evidencié mayor inmunotincion en la limina
dentaria (Figura3-B).

Fig. 1- Germen dental (100X). A- Tincién inmuno-
histoquimica de CK19. B- Tincién inmunohisto-
quimica de CK14.

Fig. 2- Observamos a mayor aumento epitelio inter-
no, estrato intermedio y reticulo estrellado (400X).
A-Tincién inmunohistoquimica de CK19. B- Tin-
cién inmunohistoquimica de CK14.

Fig. 3- Lamina dentaria. A-Tincién inmunohisto-
quimica de CK19. B- Tincién inmunohistoquimica
de CK14.

Fig. 4- Ansa Cervical (400X). A-Tincién inmuno-
histoquimica de CK19. B- Tincién inmunohisto-
quimica CK14.
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En cuanto a ameloblastomas, tres de los seis
ameloblastomas  sélidos/multiquisticos  in-
cluidos en este estudio, fueron del tipo fo-
licular y tres fueron plexiformes. Todos los
tumores mostraron positividad para CK14 y
CK19. Se encontré mayor inmunopositivi-
dad para CK14 comparado con CK19, ob-
servandose inmunotincién focal para CK19 y
predominantemente difusa para CK14.
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Fig. 5- Ameloblastoma (400X) A-Tincién inmuno-
histoquimica de CK14. B-Tincién inmunohisto-
quimica de CK19.

La positividad para CK19 fue predominan-
temente moderada, mostrando algunas varia-
ciones en la positivad dependiendo de la zona
tumoral, pues en el caso de los ameloblasto-
mas foliculares se encontré inmunotincién en
las islas y foliculos de epitelio odontogénico
que presentaron positividad citoplasmdtica
tanto en las células periféricas basales con po-
larizacién inversa como en las células centra-
les que recuerdan el reticulo estrellado, pero
dicha tincién no fue uniforme, ya que dentro
del mismo tumor se encontraron focos mds
positivos que otros, y dentro de los mismos
foliculos se encontraron 4dreas con variaciones
en la positividad sin seguir un patrén estable-
cido (ver figura 5). En el caso de los amelo-
blastomas plexiformes los plexos y cordones
mostraron también inmunotincién modera-
da y no uniforme, evidencidndose 4reas con
mayor positividad que otras.

La positividad para CK14 fue en general més
intensa y menos focal, encontrdndose distri-
buida uniformemente a lo largo de todos los
cordones y plexos de epitelio odontogénico

cuando se trat6 de la variante plexiforme,
y cuando se traté de la variante folicular se
evidenciaron los foliculos e islas de epitelio
odontogénico uniformemente positivos en
todo el tumor.

Discusion

Los patrones de expresién de citoqueratinas
en el epitelio odontogénico han sido pobre-
mente descriptos (10-16). Domingues et
al. (10), en su estudio inmunohistoquimico
demostraron que las células epiteliales del
germen dental y los remanentes de la ldmina
dental son positivos para CK14 y CK19, con
ligeros cambios en el patrén dependiendo de
la fase de la odontogénesis. Nuestro estudio
muestra resultados similares sobre todo para
CK19, baséndonos en los cambios que se van
dando en el epitelio interno desde el ansa cer-
vical al futuro borde incisal, zona donde co-
mienza la posicién de material calcificado. El
grupo de Domingues et al. encontré que el
epitelio interno del 6rgano del esmalte revel6
fuerte positividad para CK14 en el estadio de
campana, mientras que en el estadio de cam-
pana tardio, este epitelio, ahora diferenciado
en ameloblastos, mostré una tincién mas dé-
bil para CK14, la que apareci6 principalmen-
te en los extremos apical y basal de las células,
en nuestro estudio encontramos 4reas del
epitelio interno que mostraron inmunotin-
cién débil para CK14. En contraste, CK19
tuvo una inmunotincién débil en el epitelio
interno del esmalte en el estadio de campana,
pero cuando estas células se diferencian en
ameloblastos se vuelve intensamente positivo
y se ve delineando la membrana de la célu-
la (es decir, extremos apical y basal y paredes
laterales). Nuestros estudios concuerdan con
estos hallazgos, pues vemos como el epitelio
interno va aumentando la expresién de CK19
a medida que las células se van diferenciando
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a ameloblastos, también muestra que no sélo
cambia la intensidad en la tincién de CK19,
sino que también cambia la distribucién de la
misma. Las células menos diferenciadas mues-
tran una tincién difusa mientras que las mds
diferenciadas muestran una tincién marcada
a nivel de las zonas préximas a la membrana
celular (Figura 4). Domingues et al. plantean
que la citoqueratina predominante en los res-
tos de la ldmina dental fue CK14, que tind
fuertemente todas las células, y en su estudio
CK19 apareci6 sélo en algunas células de la
limina dental, dando un patrén no homo-
géneo. En cambio, en nuestros preparados
la tincién es intensa y con un patrén homo-
géneo para ambas citoqueratinas (Figura 3).
Domingues et al. relatan que en el reticulo es-
trellado también se vio la expresién de CK14,
siendo mds fuerte en la fase temprana de cam-
pana, con respecto a CK 19 también encon-
traron expresién pero ligeramente mds débil.
En nuestros casos no encontramos inmuno-
expresién de CK14 probablemente debido a
que pertenecen a estadios embriolégicos mds
avanzados que el de campana temprana. Con
respecto a CK19 encontramos una alta positi-
vidad en las prolongaciones siendo menor en
el cuerpo celular (Figura 2). En cuanto al epi-
telio externo del 6rgano esmalte solo relatan
que fue tefido tanto para CK14 como para
CK19; nosotros sélo podemos agregar que la
expresién de CK19 es uniforme a nivel del
citoplasma siguiendo la forma aplanada del
cuerpo celular.

Crivelini et al (11), Ferreira Lopes et al (12),
Leon et al (13), Kasper et al (14), Heikinhe-
imo et al (15) y Gao et al (16), aunque no
describen en forma tan detallada, también es-
tudiaron la expresién de CK19 en el germen
dental. Encontraron CK19 en el 6rgano del
esmalte (11-16) y en la ldmina dental (11,13,
14). Crivelini et al y Leon et al, concuerdan
con nuestros hallazgos, encontrando que

CK14 es gradualmente remplazada por CK19

en el epitelio interno del érgano del esmalte,
evidencidndose marcada inmunoexpresién de
esta tltima en ameloblastos secretores (15).
Dado los cambios de la expresién de CK14
y CK19 en el epitelio interno del esmalte, al-
gunos autores han sugerido que esta altima
puede ser considerada como un marcador de
diferenciacién amelobldstica (10, 11).

Son varios los autores que se detienen en el es-
tudio de estas dos citoqueratinas en tumores y
entre estos en los tumores odontogénicos, ya
sea para determinar su histogénesis o como
diagnéstico diferencial con otras lesiones.
Varios han demostrado que la expresién abe-
rrante de CK14 y CK19 puede ser un hallaz-
go temprano en la patogénesis del carcinoma
oral de células escamosas y pueden ser utili-
zados como un marcador de diferenciacién
tumoral (17-19). Varios estudios demuestran
que la expresién de CK19 se ve aumentada
acorde al grado y estadio del cdncer incluyen-
do a las neoplasias epiteliales de la cavidad
oral (20,21).

Nuestros estudios muestran que la expresién
de CK19 fue predominantemente moderada,
mostrando algunas variaciones en la positivad
dependiendo de la zona tumoral, y en el caso
de los ameloblastomas foliculares se encon-
tré inmunotincién en las islas y foliculos de
epitelio odontogénico mostrando positividad
citoplasmdtica tanto las células periféricas ba-
sales con polarizacién inversa como en las cé-
lulas centrales que recuerdan el reticulo estre-
llado, aunque dicha tincién no fue uniforme,
ya que dentro del mismo tumor se encontra-
ron focos mds positivos que otros, y dentro
de los mismos foliculos se encontraron 4reas
con variaciones en la positividad sin seguir un
patrén establecido.

Algunos autores (12, 22, 23) estudiaron la ex-
presién de CK19 en ameloblastomas y relatan
que la encontraron en todas las células del tu-
mor, no haciendo referencia a los cambios de
intensidad que nosotros encontramos. Crive-
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lini et al. relatan haber encontrado expresion
de CK19 en algunos grupos de células con
metaplasia escamosa y débil reaccién en las
células estrelladas centrales y células aplanadas
de las estructuras quisticas, lo que sugiere una
tincién no uniforme como la que observamos
en nuestros estudios, lo que adjudican a que
CK19 caracteriza s6lo ameloblastos y preame-
loblastos con diferenciacién completa, que no
se produce en ameloblastomas. En nuestros es-
tudios, la positividad para CK14 fue en gene-
ral mds intensa y menos focal, encontrindose
distribuida uniformemente a lo largo de todos
los cordones y plexos de epitelio odontogéni-
co cuando se traté de la variante plexiforme, y
cuando se traté de la variante folicular se evi-
denciaron los foliculos e islas de epitelio odon-
togénico uniformemente positivos en todo el
tumor. Varios autores describen la presencia de
positividad para CK14 en las células de la peri-
feria de los foliculos (11, 12, 22), pero no hay
acuerdo en cuanto a si se presenta o no en las
células internas, ya que algunos describen que
hay negatividad en la parte central de las célu-
las que recuerdan el reticulo estrellado (12), y
otros que CK14 se expresa en mayoria de las
células internas (11, 22), mientras que noso-
tros, como ya relatamos, vemos la expresién de
CK14 en todas las células.

Concluimos que, como relatan diversos au-
tores, CK19 puede ser considerada como un
marcador de utilidad en la diferenciaciéon
amelobldstica (10, 11, 20, 21), ya que cuando
las células del epitelio interno se diferencian
en ameloblastos tiende a predominar la in-
munotincién intensamente positiva, mientras
que a la vez disminuye la expresion de CK14,
esto sugiere una participacién de estos dos fi-
lamentos intermedios dentro de la biologia de
la formacién del 6rgano dentario. En cuanto a
los resultados observados en ameloblastomas,
la mayor expresién de CK14 con respecto a
CK19 podria sugerir que estas células neopld-
sicas no sufren diferenciacién ameloblistica,

esto podria justificarse en el hecho de que es-
tos tumores no producen material calcificado.
Cabe senalar que dadas las limitaciones pro-
pias de este estudio tanto en nimero de casos
incluidos, asi como la limitante que genera
el uso exclusivo de una técnica de inmuno-
expresion, se deben de desarrollar futuros es-
tudios incluyendo una muestra representativa
de las diferentes variantes de ameloblastomas
y gérmenes dentarios abordado enfoques ex-
perimentales diversos.
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