------------------------------------------ Revista CES Odontologia  Vol.11 - No.2 1998

RTICULO ORIGINAL

MIB-1 COMO MARCADOR DE PROLIFERACION CELULAR DEL
CARTILAGO ARTICULAR EN EL CONDILO MANDIBULAR,
ARTICULACION COSTOCONDRAL, EXTREMO ESTERNAL DE LA
CLAVICULA Y CUARTO METATARSIANO

Andrés Mauricio Peria Quintero’, Rodrigo Ledn Restrepo Molina?, Carlos Villegas Bateman?®

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue probar el MIB-1 como método para la evaluacion de la proliferacion celular
del cartilago articular del céndilo mandibular, el extremo esternal de la clavicula, la union costocondral y el
cuarto metatarsiano y ademas corroborar y comparar los resultados histolégicos de estudios anteriores.

El estudio se realizé en 6 cadaveres humanos con menos de 12 horas de fallecidos a los cuales se les
extrajo un condilo, una clavicula, una quinta costilla y un cuarto metatarsiano.

Se encontrd que el MIB-1 no es apto para el uso con tejido cartilaginoso ya que la técnica involucra el uso
de horno microondas las cuales desprenden los especimenes de las placas utilizadas en inmunohistoquimica.
Se corroboran resultados de otros estudios que muestran que macroscopicamente el metatarsiano es mas
parecido al céndilo mandibular, pero la clavicula tiene una similitud mayor desde el punto de vista histologico.
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ABSTRACT

A study was done to evaluate the MIB-1 antibody as a cellular proliferation marker in the articular cartilage
from the mandibular condyle, the clavicle, the fifth rib and the fourth metatarsal in cadaveric specimens from
aduft human cadavers. Additionally, the macro and microscopic characteristics from the four articulations
were described inn order to corroborate the findings of former studies. It was found that MIB-1 is not com-
patible with cartilage, since the technigue involves the use of a microwave oven which displaces the speci-
mens from the plates used in inmunohistochemistry. Results corroborate those of other studies which show
that macrosopically the metatarsian is more similar to the mandibular condyle, but that, the clavicle has a
greater histological similarity.
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INTRODUCCION

Durante afios se ha tratado de reemplazar el
condilo mandibular con varias estructuras vivas y
protésicas. La utilizacion de injertos autélogos para
la reconstruccion de la articulacion temporomandibu-
lar data desde principios de siglo. Lexer en 1907
discutié la manera como se podian remplazar las
articulaciones. Posteriormente, en 1920 describio el
uso de injertos costocondrales para este proposito.”
Posteriormente, otro tipo de injertos han sido
utilizados entre los cuales se encuentran: perone,
costilla, articulacion esternoclavicular, cresta iliaca y
hueso metatarsiano.’

Las indicaciones mas frecuentes para el
reemplazo quirtrgico del céndilo incluyen
neoplasias, efectos de radiacion, trauma,
infecciones, anquilosis, enfermedades
degenerativas, reaccion a implantes aloplasticos y
sindromes que comprenden el primer y segundo
arco branquial como la microsomia hemifacial. A
través de la literatura se ha evaluado cual podria ser
el sustituto mas adecuado desde el punto de vista
macroscapico e histolégico para el condilo mandibu-
Iar. 2-10

Ellis y Carlson en 1986 realizaron un estudio donde
compararon histologicamente las articulaciones tem-
poromandibular, costocondral y esternoclavicular de
monos encontrando una gran similitud morfoldgica
entre la porcién clavicular de la articulacion
esternoclavicular y el condilo mandibular®

Villegas en 1995 realizd una comparacion
anatomica, histologica y radiogréfica entre las
articulaciones costocondral, esternoclavicular y
cuarto metatarsiano con el condilo mandibular en
12 cadaveres adultos humanos. Encontrd, al igual
que Ellis y Carlson, que radiograficamente y
anatémicamente el cuarto metatarsiano es mas simi-
lar al condilo pero histolégicamente la clavicula es
la mas parecida al condilo mandibular.”

Algunos problemas han sido reportados con el
uso de estos injertos dentro de los cuales el mas
importante es el sobrecrecimiento del injerto y
asimetria de la mandibula, no solo en nifos sino
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también en adultos, luego de la colocacion del
injerto.'0-1s

Debido a esto, el conocimiento del crecimiento de
estos injertos es muy importante para empezar a
comprender el comportamiento clinico de los
mismos.

Varios métodos para cuantificar la proliferacion
celular han sido descritos tales como el contéo de
mitosis, métodos de evaluacién del contenido de
DNA como la marcaciéon de timidina y la
incorporacion de bromodeoxiuridina, la citometria de
flujo y la inmunohistoquimica.'®*

La ventaja de la inmunohistoquimica sobre los
métodos anteriormente descritos es que permite la
conservacion y orientacion espacial del tejido en
estudio. El mejor anticuerpo que reconoce la
proliferacion celular es el Ki-67. Este anticuerpo
identifica un antigeno nuclear asociado con celulas
en ciclo activo celular, siendo expresado en todas
las fases del ciclo celular excepto en la fase GO (Fase
en la cual las células no se encuentran en ciclo).'&

La mayor limitacién del Ki-67 ha sido la necesidad
de usar tejido fresco o material congelado para su
marcacion debido a que el antigeno es muy sen-
sible a la fijacion y puede ser deteriorado aun
almacenado a -20 grados. '*'

Recientemente se clond el cDNA de Ki-67 y
usando Western Blotting se ha demostrado que este
nuevo anticuerpo llamado MIB-1 reconoce las
mismas especies de proteinas. La ventaja del MIB-1
es que reconoce el antigeno en material fijado vy
embebido en cera.'® "

Hasta la fecha ningdn estudio en la literatura ha
documentado el uso de MIB-1 en tejido cartilaginoso.

El objetivo de este estudio fue probar el MIB-1
como método para la evaluacion de la proliferacion
celular del cartilago articular del condilo mandibular,
el extremo esternal de la clavicula, la union
costocondral y el cuarto metatarsiano, y ademés
corroborar y comparar los resultados histologicos
de estudios anteriores en especimenes cadavericos
de humanos adultos.



MATERIALES Y METODOS

Estudio de tipo descriptivo en el cual se ensaya el
MIB-1 como marcador de proliferacion en el cartilago
articular del céndilo mandibular, unién ester-
noclavicular, unién costocondral y metatarsiano.

Los especimenes fueron obtenidos de 6
cadaveres con menos de 12 horas de fallecidos,
todos de sexo masculino mayores de 21 y menores
de 35 anos. A cada cadaver se le extrajo un condilo
mandibular, una clavicula, una quinta costilla y un
cuarto metatarsiano. Cada espécimen fue observado
macroscopicamente en su forma y textura y medido
en su superficie articular el diametro mayor y el
diametro menor.

En cada uno de los especimenes se elimind el
exceso de tejido blando presente alrededor de los
mismos dejando solamente el periostio. Para
favorecery agilizar la fijacion, los especimenes fueron
cortados sagitalmente a la mitad mediante el uso de
una segueta fina y sumergidos en formol tamponado
neutro al 10 % durante 4 dias. Para la descalcificacion
los especimenes se retiraron del formol y fueron
puestos en una solucién de &cido nitrico al 7% du-
rante 5 dias. Luego de la descalcificacion los
especimenes fueron colocados en una solucion
béasica de bicarbonato sodico al 5 % durante 12
horas y cortados con un bisturf fino hasta obtener
secciones de 3 mm de espesor. Los cortes fueron
almacenados en cassettes de plastico y marcados
para su correcta identificacion. Posteriormente los
especimenes fueron embebidos en parafina y
mediante un micrétomo (American Optical 540), se
realizaron cortes de 4 micras de espesor a los cuales
se les realizd tincién con hematoxilina- eosina. Los
cortes fueron analizados con microscopio de luz
(Olympus CH2) y se realizd una descripcion de las
caracteristicas microscopicas generales del cartilago
articular se observo la interfase con el tejido 6seo.
Usando un marcador delgado fue delimitado el &rea
correspondiente a la interfase hueso cartilago para
la orientacion de los cortes para la técnica
inmunohistoquimica. Una vez corroborada las areas
demarcadas se realizaron cortes de 4 micras de los
bloques de parafina y se dispusieron en placas con
3 diferentes superficies adherentes. Las superficies
adherentes fueron polilisin-lisina, placas con carga
electrostatica negativa y placas con cubierta de
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xileno. Para favorecer la adhesion del tejido a las
placas, estas fueron ademas colocadas en un horno
durante 48 horas a 50 grados centigrados.

Para la prueba inmunohistoquimica, se utilizd el
anticuerpo Ki-67 clon MIB-1 de la casa comercial
Dako.

Inmunchistoquimica

La peroxidasa enddgena fue bloqueada usando
perdxido de hidrégeno en metanol por 30 minutos y
sumergidos en 500 mililitros de 0.01 molar de citrato
de sodio bufer con ph de 6.0 en un recipiente
resistente para microondas. Después de cubrir con
una tapa con respiraderos, los cortes fueron
horneados en microondas por 20 minutos a maximo
poder (Panasonic de 850 vatios).

RESULTADOS

Morfologia macroscopica

La textura de la superficie articular del cartilago se
evidencid como lisa y brillante en el condilo man-
dibular y en el metatarsiano, siendo de aspecto
oscuro en el condilo y blanco en el metatarsiano. En
los tres especimenes de clavicula en los cuales el
disco no estaba adherido también se evidencio una
superficie articular lisa y blanca. La costilla presentod
un cartilago costal blanco y sin superficie articular.

Morfologia microscopica

Bajo microscopio de luz se evidencié una capa
de tejido fibroso que cubre la superficie articular del
condilo mandibular y de la clavicula. Dicho tejido
correspondio a una capa de tejido conectivo denso
iregular. Luego de esta capa de tejido conectivo,
continta el cartilago hialino el cual termina en una
interfase festoneada e irregular con el hueso (ver
fotografia # 2).

En la costilla y en el metatarsiano se observé una
superficie articular de cartilago hialino sin una capa
de tejido fibroso (ver fotografias # 2y 3).

La medula ésea del metatarsiano correspondio a
medula désea amarilla a diferencia del céndilo,
clavicula y costilla en donde el predominio de medula
Gsea roja fue evidente, siendo mas marcado en el
condilo. Ver fotografias (ver fotografias # 2, 3,4 y 5).
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Fotografia # 1. Espécimen: Condilo Mandibular. Aumento 10
X Tincion: Hematoxilina-eosina. Se observa hacia la parte de la
superficie articular una zona de tejido fibroso (A) que cubre el
cartilago hialino. Zona celular con lagunas elipticas (B). Cartilago
en reposo (C). Interfase con el tejido éseo (D). Espacios
medulares con médula dsea roja en su mayoria (E)

Fotografia # 2. Espécimen: Costilla. Aumento 4 X. Tincion:
Hematoxiina-eosina. Se observa una amplia zona de cartilago hialino
(A). Lagunas dispersas y matriz territorial basdfila (flecha). Se observa
una medula 6sea mixta con predominio de médula roja (B).
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Fotografia #3. Espécimen: Clavicula. Aumento 4X. Tincion:
Hematoxilina-eosina. Se observa el cartilago hialino (A) Interfase
cartilago-hueso (B) Medula dsea roja y amarilla distribuidas en
igual proporcion (C). Interfase menos definida que en el
condilo(flecha).

Fotografia 4. Espécimen Metatarsiano. Aumento 4X. Tincién:
Hematoxilina-eosina. Se observa el cartilago hialino en su
totalidad (A). No hay tejido fibroso cubriendo el cartilago (flechay.
Interfase claramente definida por una cortical subcondral (B).

Medula dsea amarilla en su totalidad (C).

Inmunohistoquimica

Todos los especimenes durante la fase de
microondas se desprendieron de los tres tipos de
placas usadas. Los cortes para inmunohistoquimica
guedaron disueltos en la solucién 0.01 molar de
citrato bufer, lo cual impidié continuar con la técnica
en la cual los cortes deberfan ser embebidos en una
solucion de fosfato salino buferizado y luego usando
la deteccion de inmunoperoxidasa mediante sustrato
de diamino-benzidina se deberian haber incubado
los especimenes durante 18 horas a 4 grados



centigrados con una dilucion del anticuerpo MIB-1
de 1:50.

DISCUSION

Los resultados de este estudio demuestran que
el anticuerpo monoclonal de proliferacion MIB-1 no
es apto para el uso con tejido cartilaginoso debido
a que involucra una técnica en la cual la utilizacion
de horno microondas por un periodo demasiado
largo de tiempo desprende los cortes de todos los
tipos de placas utilizadas en la actualidad, para el
uso en inmunohistoquimica.

McCormick y col. *® demuestran el uso de MIB-1
como marcador de proliferacion celular para ser
usado en cortes obtenidos de especimenes fijados
en parafina. Aunque muestran como es Util para usar
en especimenes de tumores de tejidos blandos, no
mencionan su uso en tejido cartilaginoso. También
demuestran como el uso de horno microondas es
fundamental para fragmentar el DNA y exponer los
epitopes que reconoce el anticuerpo durante la
inmunocoloracién.

Langford "y colaboradores en 1996 usando MIB-
1 también demuestran la importancia del uso del
horno microondas para la exposicion de los epitopes
que reconoce el anticuerpo. Sin embargo todas las
muestras son de tejidos blandos y no describen el
uso en tejido cartilaginoso. Brown y Gatter®® han
demostrado la efectividad del anticuerpo para ser
usado en diferentes tipos de tumores, incluyendo
tumores de tejidos duros. Sin embargo el anticuerpo
usado correspondio a Ki-67 el cual requiere el uso
de tejido fresco congelado y no es apto para el uso
en especimenes fijados en parafina, por lo cual en
el presente estudio no tiene ninguna aplicacion.

Jaramillo? en su estudio descriptivo anatémico y
microscopico de las cuatro articulaciones en nifos,
menciona que algunos especimenes fueron
sometidos a Ki-67 para ser evaluada la proliferacion
celular. Sin embargo no menciona cual fue
especificamente el anticuerpo utilizado (MIB-1 o Ki-
67) y la técnica inmunohistoquimica no es descrita.
Tampoco menciona si utilizé microondas en la
manipulacién de los especimenes.

Las placas impregnadas de xyleno como también
las placas con carga electrostatica negativa
representan la Ultima generacion de placas para uso
como adherente tisular en inmunohistoquimica. Sin
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embargo todos los cortes histologicos en el presente
estudio se desprendieron completamente de las
placas durante el proceso con horno microondas.
Hasta la fecha la Unica manera fiable de exponer los
epitopes de ADN para usar con MIB-1 es el
tratamiento con horno microondas.

Debido a la dificultad que tiene el cartilago para
mantenerse fijado durante este proceso, se debera
esperar el desarrollo de técnicas en las cuales el uso
de microondas pueda ser evitado.

La observacion macroscépica y microscapica de
los especimenes corroboran los hallazgos de Ellis y
col. (1986) vy de Villegas (1995) en los cuales se
demuestra gue macroscopicamente el metatarsiano
se parece mas al condilo mandibular, pero que el
espécimen mas parecido desde el punto de vista
histolégico es la clavicula en adultos.

CONCLUSIONES

1. El MIB-1 no es un anticuerpo apto para la
evaluacion de la proliferaciéon celular debido a
que el tratamiento con horno microondas
desprende los especimenes de las placas
usadas en inmunohistoguimica.

2. Se corrobora que el espécimen mas parecido al
condilo mandibular desde el punto de vista
macroscopico es el metatarsiano.

3. Se corrobora que la clavicula es el espécimen
mas parecido al condilo mandibular en el aspecto
histolégico.
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