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RESUMEN ESPANOL

En el curso de la investigacion médica, diferentes fluidos corporales han sido estudiados con la intencion
de identificar firmas moleculares que ayuden en el monitoreo o diagndstico de una condicidn patologica

particular o un régimen terapéutico.

Con este fin, la saliva representa una opcién ideal al ser un recurso de gran abundancia y facil
manipulacién que ha permitido identificar la adicién de componentes tanto propios como de sitios distantes

a la cavidad oral.

Mediante herramientas de andlisis proteémicos como electroforesis bidimensional (2-DE), “differential
image gel electrophoresis” (DIGE) y espectrometria de masas MALDI-ToF se estudio el patrén global de
proteinas existentes en saliva de pacientes con rabdomiosarcoma (RMS) con la intencién de generar un
mapa de referencia que pusiera en evidencia cambios en los niveles de expresidn, que pudieran asociarse

a la entidad tumoral.

El RMS representa el sarcoma mas comun de la infancia constituyendo el 70% de las neoplasias de origen
mesenquimal y el 60% de los sarcomas reportados anualmente. Sus sitios de presentacién van desde la
vesicula biliar hasta el cerebro; con una alta tendencia de presentacion en la regidn cérvico facial y érea
parameningea. Pese a que existen marcadores inmunohistoquimicos como MyoD y miogenina, estos
resultan utiles solo posterior a la realizacion de escisiones quirdrgicas o la obtencién de biopsias; por ello,
el objetivo de este estudio fue: Determinar por medio de 2-DE la existencia de cambios en el proteoma
salival en pacientes con RMS, que al ser identificados puedan ser Utiles como marcadores bioldgicos no

invasivos para la préactica clinica.

Se generaron geles 2-DE de muestras de saliva colectadas de pacientes con RMS y controles sanos
ubicados en la 12 infancia, para crear un pool representativo de cada grupo y evaluar los proteomas
generados de cada condicion. Posteriormente mediante un disefio de validacion (promedio < 3:5), asi
como DIGE identificamos variaciones en los perfiles de expresion proteinicas, confirmando su identidad
mediante MALDI-ToF.



En nuestro analisis con DIGE identificamos 1775 spots totales, de los cuales 1473 (83.0%) no mostraron
diferencias de intensidad, 288 (16.2%) disminuyen y 14 (0.8%) con incremento en su expresion. Al realizar
la validacion de cada spot se gener6 un gel maestro virtual de anélisis que permitié la confirmacion de 102
spots de alta reproducibilidad, 67 constituyendo el perfil proteinico de los controles y 35 constituyendo el
perfil proteinico de los RMS, teniendo por tanto 3 spots con expresion diferencial en casos, 35 con
expresion diferencial en controles y 32 spots que coinciden en ambas condiciones.

Los 3 spots pertenecientes al grupo de casos fueron extraidos y procesados en forma individual para ser
sometidas a analisis por espectrometria de masas, revelando la identidad de las proteinas: Desmogleina-3,
Trombospondina-1, Proteina rica en prolina-1 y Mucina-7.

Los resultados confirmaron la existencia de una expresion diferencial en el proteoma salival de pacientes
con RMS, que a su ves, permiti6 la estandarizacién metodoldgica de un analisis proteémico bidimensional

en saliva.

Concluimos que las técnicas de alta resolucion como 2-DE seguidas de DIGE o espectrometria de masas
permiten hacer un screening completo, y logran con ello la evaluacién y analisis de variaciones individuales
o colectivas dentro del proteoma, permitiendo la visualizacion de cambios en los perfiles de expresion de
proteinas salivales, sugiriendo la asociacién de estas proteinas y el re arreglo bidimensional como

resultado de las modificaciones o adaptaciones moleculares generadas por el RMS



ABSTRACT

Up until now, in medical research, different body fluids have been studied with the aim to identify molecular

signatures that help in the monitoring or diagnostic of a pathological condition or a therapeutic treatment.

To this end, saliva is an ideal source of great wealth and easy handling which has identified the addition of

components both, local or distant sites to the oral cavity.

Using proteomic analysis tools as two-dimensional electrophoresis (2D PAGE), gel electrophoresis
differential image (DIGE) and mass spectrometry MALDI-ToF we sought to study the overall pattern of
proteins in saliva of pediatric patients with rhabdomyosarcoma (RMS), with the intention of generate a

reference map to evidence changes in expression levels, which may be associated with the tumor.

The RMS represents the most common sarcoma in childhood and constitutes 70% of the tumors of
mesenchyme origin and 60% of the sarcomas reported annually. It appears in different anatomical sites that
range from the gallbladder to the brain, with a high tendency of filing with the facial and cervical region
parameningeal area. Although there are immunohistochemical markers such as MyoD and myogenin, these
are useful only after surgical excisions or biopsies obtained, therefore the objective of this study was: To
determine the existence of changes in salivary proteome in patients with RMS by 2-DE, which once

identified may be useful as biomarkers for noninvasive diagnosis in clinical practice.

We generated 2D PAGE gels of saliva samples collected from patients with RMS and healthy controls, all of
them in their 1st decade of life with the aim to create a representative pool of each group and to analyze the
proteomes generated for each condition. Then through a validation design (average < 3:5) and DIGE we

identified variations in protein expression profiles, confirming their identity by MALDI-ToF.

In our DIGE analysis we identified 1775 total spots, 1473 (83.0%) showed no differences in expression, 288
(16.2%) decreased and 14 (0.8%) with increased expression, respectively. In conducting the validation of
each spot we generated a virtual master gel analysis that allowed the confirmation of 102 spots of high
reproducibility, 67 that corresponded to the protein profile of controls and 35 to the protein profile of RMS,
thus identifying 3 spots with differential expression in patients with RMS, 35 spots with differential

expression in controls and 32 spots present in both conditions.



The 3 spots identified in the group of RMS were extracted and processed individually to be subjected to
analysis by mass spectrometry, revealing the identity of the proteins: Desmoglein-3, Trombospondin-1,

Proline-rich protein-1 and Mucin-7.

The results confirmed the existence of a differential expression in the salivary proteome of patients with
RMS, which, in turn, allowed methodological standardization of a two-dimensional proteomic analysis in

saliva.

We conclude that high-resolution techniques such as 2D PAGE and DIGE followed by mass spectrometry
allow a full screening and thereby the evaluation and analysis of individual and collective changes in the
proteome, allowing the visualization of changes in salivary proteins expression profiles, suggesting an
association of these proteins and their rearrangement as a result of molecular modifications or adjustments
generated by the RMS.



INTRODUCCION

La saliva es un espejo de la salud humana, este fluido corporal contiene una mezcla compleja de
proteinas, glicoproteinas, enzimas, hormonas, minerales, iones amortiguadores, etc.. Su composicién se
ha asociado a cambios de niveles hormonales, séricos, inmunolégicos, toxicolégicos e infecciosos. Estas
variaciones pueden ser utilizadas para el diagndstico y monitoreo de diversas enfermedades, asi como
resultar una herramienta muy Util en las investigaciones clinicas y epidemiolégicas pudiendo servir como
un marcador de respuesta ante terapéuticas definidas. Consecuentemente éste fluido representa un

recurso para el monitoreo de la salud tanto oral como sistémica.'

La electroforesis bidimensional (2-DE) es una técnica de alta resolucion que permite la separacion
de mezclas de proteinas altamente complejas. El principio de su elevado poder de resolucion se basa en
una separacion secuencial, primero segun su punto isoeléctrico y después segun su peso molecular. Con
esto se obtiene el perfil de expresion proteinico presente en una mezcla lo cual revela datos cualitativos

(presencia o ausencia de una proteina).2

Los patrones de expresion de proteinas cambian bajo diferentes condiciones fisiologicas e incluso
patoldgicas, esto ha permitido establecer asociacion entre variacion de patrones y diferentes condiciones

de salud o enfermedad, que pueden ser definidos como biomarcadores bioldgicos.

Los rabdomiosarcomas (RMS) representan los sarcomas de tejidos blandos mas comunes en
nifios, constituyendo aproximadamente el 70% de las neoplasias malignas de origen mesenquimal y el
15% de los tumores solidos tratados a nivel hospitalario. Su incidencia anual es de 4.5 casos por millén,

mostrando una predileccion por el género masculino siendo mas frecuente en pacientes de raza blanca.

A nivel clinico, se presenta con una amplia variedad morfolégica que varia desde lesiones
aparentemente inocuas hasta lesiones metastasicas ampliamente diseminadas que involucran la médula
dsea y que facilmente pueden confundirse con leucemias. A la fecha, la confirmacion diagndstica a nivel
molecular esta restringida a la presencia de marcadores identificados en biopsias mediante técnicas de
Inmunohistoquimica, por lo que sélo son Utiles posteriores al inicio del tratamiento. Por lo anterior seria

de gran utilidad identificar marcadores moleculares tempranos.



Por tanto, el objetivo de este trabajo es determinar por medio de 2-DE si existen cambios en el
proteoma salival en pacientes con diagnéstico confirmado de rabdomiosarcoma comparado con el de

individuos sanos.

ANTECEDENTES

Biomarcadores y su aplicacion en la medicina

Desde su introduccidn en 1989 en el Medical Subject Heading (MeSH), 3 el término biomarcador
se define como un parametro biolégico medible y cuantificable (eje. Concentracion enzimética especifica,
concentracion hormonal, distribucion fenotipica especifica de un gen en una poblacidn o presencia de una
sustancia biolégica), asi mismo sirve como indice de las variaciones fisioldgicas o de salud, tales como
riesgo de una enfermedad, exposicién ambiental y sus efectos, diagnéstico de enfermedad y proceso
metabdlico, entre otros.

El valor fundamental de los biomarcadores es su capacidad para diferenciar dos o mas estados
bioldgicos basados en sus caracteristicas de eficacia que son determinadas por su sensibilidad y
especificidad; la sensibilidad mide la capacidad para identificar una enfermedad cuando esta presente y la

especificidad mide la capacidad de descartar la enfermedad cuando no se encuentra presente.

Basados en su utilidad, los biomarcadores pueden dividirse dentro de la siguiente categoria: 4

» Deteccidn temprana ( si son empleados para el tamizaje o “screening” de pacientes para encontrar
una enfermedad particular en etapas tempranas).

» Diagnéstico (asociados a presencia 0 ausencia de enfermedad).

* Pronodstico (cuya expresion sea un reflejo de las probabilidades de supervivencia, detecte un
fenotipo agresivo y/o determine como se comportara la enfermedad).

* Blanco o “Target” (si identifica las dianas moleculares de nuevas terapias o si indica modificacion
en la expresion del marcador afectado por la terapia).

* Predictivo de respuesta terapéutica, por ejemplo ONCOTYPE DX ® (Genomic Health, Redwood

City, California), que ayudan en la seleccion de tratamiento de manera individualizada y



MammaPrint 6 (Agendia BV, Amsterdam, the Netherlands) que permite la clasificacion de

subgrupos de pacientes para definir la respuesta terapéutica.

Por su abundancia, las proteinas como biomoléculas del organismo resultan ser la mejor y mas

empleada fuente de biomarcadores al denotar asociacion con un fenotipo particular. Por esta cualidad, las

proteinas empleadas como biomarcadores pueden ser clasificadas como: 7

Proteinas de expresion diferencial (su nivel de expresion puede estar aumentado o disminuido en
los pacientes comparada con controles normales u otro grupo de enfermedades; pueden a su vez
detectarse en diferentes etapas donde su correlacion podria definir su utilidad predictiva). A la
fecha, las proteinas de expresion diferencial son el principal foco de atencién para los proyectos
de identificacion de biomarcadores. Ejemplos de este tipo de biomarcadores es Her2 en cancer
de gldndula mamaria o el patrén de bandeo de Ig en mieloma multiple.

Proteinas modificadas postraduccionalmente de manera diferencial.

Son aquellas modificadas en asociacion a un fenotipo que puede servir de biomarcador, por
ejemplo la utilidad diagnéstica de la fosforilacion de serina 73 de citoqueratina 8 en
adenocarcinoma de cabeza y cuello.

Biomarcadores primarios y secundarios: & i) primarios son proteinas cuyos niveles de expresion,
estatus de modificacion, variante de splicing y otras isoformas son responsables del fenotipo
investigado; ii) secundarios son aquellos que provienen como consecuencia de una enfermedad

pero no se cree que son los responsables primarios para la patogénesis de la enfermedad.

Pese a esto, la utilidad de un biomarcador no esta necesariamente determinada por si es

primario 0 secundario ya que como se menciond anteriormente otras métricas como especificidad y

sensibilidad definen su uso, como ejemplos mas claros tenemos al antigeno prostatico especifico (PSA), °

en la actualidad el mejor biomarcador general de suero para el cancer de prostata, tiene una alta

sensibilidad (superior al 90%) pero baja especificidad (~ 25%) que se traduce en biopsias a hombres sin

cancer de prostata. El biomarcador tumoral sérico de cancer de mama CA15.3 10 tiene sélo el 23% de

sensibilidad y especificidad del 69% y sélo es util en el seguimiento de la terapia para el cancer de mama

avanzado o recurrencia.



De manera utopica, se esperaria encontrar y emplear biomarcadores 100% especificos y
sensibles, pero en la practica como ya se ha mencionado no superan el 65% de sensibilidad con un ~25%
de especificidad como resultado provisorio. Sin embargo, la investigacion de biomarcadores pueden
conllevar a que su identificacion resulte en la redefinicion de las enfermedades y sus tratamientos mediante
la modificacion de las practicas tradicionales dependientes de los sintomas y la morfologia a una mas

racional y objetiva con bases moleculares >

Saliva

Por muchos afios la investigacion de la saliva se ha enfocado en el andlisis de las bases
bioquimicas y los aspectos fisioldgicos de individuos sanos, pero su valor intrinseco como potencial

indicador de salud sistémica aun no ha sido plenamente explotado.

El uso de saliva en el establecimiento de diagnéstico e investigacion tiene obvias ventajas contra
las muestras de sangre; '12 su obtencidn no requiere de técnicas invasivas que conlleven a episodios
desagradables o de estrés por parte del paciente, reduce costos tanto para la obtencién como para la
manipulacion, facilita la obtencién de multiples muestras y no requiere de grandes volumenes para ser

evaluada. Todo esto es particularmente Util en areas como la pediatria.

El rango de concentracion de proteinas totales en saliva oscila entre 1-2 mg/ml; 13 la cantidad de
saliva total puede reflejar la adicién de componentes de otros sitios a la cavidad oral, y estos componentes

pueden denotar una variedad de enfermedades sistémicas. 14

Dado que en este fluido existen microorganismos y componentes celulares presentes por
descamacién del epitelio de la cavidad oral o de los conductos glandulares, la saliva ha sido usada como
recurso en gendmica y técnicas de ciencias forenses por su naturaleza de coleccion, el contacto directo

con la cavidad oral y la relacidn entre el fluido oral y los niveles de sangre.



Fisiologia salival

La saliva es producida y secretada principalmente por un grupo glandular denominado “glandulas
mayores” (submandibular, sublingual y parotidea) y un segundo grupo “gldndulas menores” (labiales,
bucales, linguales “glandulas de Von Ebner”, palatinas) que en conjunto producen un volumen de 1000-
2000 ml/dia, su secrecidn es controlada principalmente por el sistema nervioso autbnomo y dependiente a

su vez de estimulacion simpatica y parasimpatica. 5

La secrecion de cada una de estas glandulas tiene una composicion proteinica caracteristica, la
principal proteina constituyente de las saliva parotidea es la amilasa(20%), fosfoproteinas como la
estaterina (7%) y proteinas ricas en prolina (60%) siendo con esto una de las funciones mas importantes la
neutralizacidn de &cidos y formacion de biofilm dental, asi como funciones digestivas como el rompimiento
del almidén por la enzima amilasa convirtiéndola en maltosa soluble y fragmentos de dextrina iniciandose

con ello la digestidn o por medio de la enzima lipasa para la digestion de grasas. 4

Las glandulas submandibular y sublingual junto con las glandulas menores son las principales
generadoras de mucinas (MUC5B y MUC7). MUCS5B cubre y protege las superficies orales actuando como
una barrera que impide la entrada de agentes nocivos, atrapa un numero limitado de bacterias orales
particularmente Helicobacter pylori y Haemophilus parainfluenza, hongos como Candida albicans, y
también puede atrapar virus como el HIV-1.16

MUC7 juega un importante papel en contra de bacterias y virus incluido HIV, el cual es
encapsulado e inactivado por esta enzima, otra de sus funciones es favorecer la adhesién de bacterias

como Streptococcus mutans a superficies dentales para la formacion de el biofilm dental. ™4

El volumen producido y la composicion proteinica de la saliva sufre desequilibrios normales diarios
y durante toda la vida en los sistemas colinérgicos y adrenérgicos asociados a diversos factores
extrinsecos como la dieta diaria, estimuladores gustativos como los acidos que modifican la fluidez y
concentracion de bicarbonato en saliva 7, medicacion y radiacion asi como intrinsecos siendo uno de los
mas representativos la xerostomia en pacientes con sindrome de Sjogren o en pacientes que son
sometidos a radioterapias convencionales de un tumor en la cavidad oral u orofaringe, los cuales resultan a

menudo en una completa e irreversible destruccion de las gldndulas salivales mayores. .18



Fisiopatologia salival

Se han reportado numerosos estudios en donde estas variaciones proteinicas han conducido al
desarrollo de biomarcadores salivales que ayudan al establecimiento de diagndstico, monitoreo de
progresion de la enfermedad, recurrencia predictiva y eficacia terapéutica.’® Shen Hu, y Jianghua Wang en
el 2007 publican sus resultados al respecto de biomarcadores salivales para la deteccion de Sindrome de

Sjogren primario. 20

Bacteriano: Degradacion de proteinas/ - o
inhibicion (10.6%) Adhesion celular/Comunicacion (3.7 %)mucina

cathepsin D, lysozyme C

1381 proteinas totales 38.5% sangre

Crecimiento celular/diferenciacion (2.3%)
Plegamiento proteinas/reparacion /
modificacion (4.6%)

Defensa/Inmuno respuesta

0,
Redox (2.3%) (17.9%) 1A, 19G

catalasa

Senalizacion (5.5%)

Precursoras complemento . .
P Metabolismo de carbohidratos

(12.8%)
a-amylase, lactate dehydrogenase,

Estructural/citoesqueleto malate.

(14.7%)
Metabolismo/otros (6.4%)

Microorganismos (11.0%)
Transporte (8.3%)
albumin, transferrin.

Figura 1. Distribucion de las proteinas de saliva; el 38.5% de las identificadas por el grupo

SWISS- PROT corresponden con la identificadas en sangre.

En el 2008, Denhy P y Hagen F. encontraron cientos de proteinas en saliva presentes también en
plasma, sugiriendo con esto que muchas proteinas plasmaticas se encuentran en la saliva. 2! (Fig. 1) En el
mismo afio Shen Hu, Martha Arellano y cols. 22 propusieron el uso de biomarcadores salivales para el
diagnostico de cancer oral, como el carcinoma oral de células escamosas proponiendo en un futuro esta

herramienta de diagnostico no invasiva.

De manera paralela un consorcio de tres grupos de investigacion dirigidos por el Dr. Wong llevo a

cabo el Proyecto Proteoma Salival Humano con el cual se busca identificar proteinas con potencial



diagndstico y/o prondstico para ser empleadas como biomarcadores en un contexto clinico de deteccion de

enfermedad y monitoreo de saliva. 23

Protedmica

El término proteoma lo utilizo por primera vez Marc Wilkins en 1995 para describir el complemento
proteinico de un genoma 4. Poco después se empleo el término protedmica para sefialar el estudio del
proteoma, que es el conjunto de todas las proteinas presentes en una célula, microorganismo o un medio
bioldgico en un momento determinado. Esto incluye no solo proteinas traducidas directamente a partir del
material genético, sino también todas las proteinas modificadas por splicing alternativo de los transcritos
primarios, el procesamiento posterior a la traduccion o la combinaciéon de ambos. El proteoma no es un
componente estatico, como el genoma sino dinamico ya que refleja tanto el programa genético intrinseco

de las células como el impacto de su entorno.

El analisis protedmico implica la separacion de proteinas a partir de mezclas complejas de una
linea celular, tejido o fluido por procedimientos como electroforesis y/o cromatografia. Basandose en que
cada proteina se puede distinguir de otra por constantes fisicoquimicas como: su peso molecular, punto

isoeléctrico (2-DE), coeficiente de particidn, densidad de carga o peso molecular (Cromatografia).

El andlisis por espectrometria de masas de las fracciones separadas por electroforesis o
cromatografia permite identificar las proteinas e incluso sus posibles modificaciones postraduccionales

como glicosilaciones, fosforilaciones, etc....

La protedmica es, por tanto, una ciencia multidisciplinaria que estudia el perfil de expresion de las
proteinas pertenecientes a un individuo en términos de espacialidad y temporalidad; 2526 Es decir, en

cualquier punto dado en el tiempo, ¢ qué proteinas se expresan y donde estan?



Protedmica de fluidos

El andlisis de las proteinas en fluidos biologicos se ha utilizado desde hace tiempo para el
diagndstico y seguimiento de un gran nimero de enfermedades. Primero fue la cuantificacion de proteinas
totales, posteriormente la separacion electroforética y recientemente la protedmica ha permitido el anélisis
simultaneo de cientos de proteinas mediante electroforesis bidimensional (2-DE) 27, asi como el analisis de

sus modificaciones estructurales para su posterior identificacién mediante espectrometria de masas.

Considerando que se trata de una mezcla heterogénea de proteinas, la protedmica resulta una
herramienta adecuada para el estudio de fluidos, ya que nos permite estudiar variaciones en su compleja
composicidn proteinica en un momento en particular. En la actualidad se reconocen mas de 1,100 distintas
proteinas en la saliva humana, cuyas variaciones en peso molecular y punto isoeléctrico pueden
visualizarse con relativa facilidad en geles de dos dimensiones (2-DE). Este tipo de andlisis aplicado a
liquidos corporales como suero (Fig.2) y saliva (Fig.3) ha demostrado que estos proteomas son dinamicos
y que algunas proteinas cambian segun el ambiente y estado fisioldgico de salud o enfermedad en que se

encuentre el organismo.

Este tipo de cambios se emplean como marcadores bioldgicos de gran utilidad en el pronéstico,
diagnostico, estadificacion de episodios clinicos y seguimiento de las entidades patologicas a las que se
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Figura 2. Patrén proteinico de suero .
humano generado por electroforesis
bidimensional (2-DE).




Figura 3. Patron proteinico de
saliva humana generado por
electroforesis

bidimensional (2-DE).

Los 2-DE, seguidos de espectrometria
de masas de proteinas especificas y cromatografia bidimensional se han convertido en las herramientas
centrales en protedmica 28 al estudiar el patrén global de las proteinas, su expresion, identificacion y

caracterizacion.

Electroforesis

La electroforesis es un método analitico en el que se utiliza una corriente eléctrica controlada con
la finalidad de separar biomoléculas segun su relacién tamafio-carga eléctrica, usandose como base de
desplazamiento una matriz gelatinosa. Cuando una mezcla de moléculas ionizadas y con carga neta son
posicionadas en un campo eléctrico, estas experimentan una fuerza de atraccion hacia el polo que posee
carga opuesta. Después de transcurrido cierto tiempo, las moléculas cargadas positivamente se
desplazaran hacia el catodo (polo negativo) y aquellas cargadas negativamente se desplazaran hacia el

anodo (polo positivo).

La base de desplazamiento sobre la que tiene lugar la separacion de las especies es un gel de
poliacrilamida, este tipo de analisis se caracteriza porque:
* Lamigracién es proporcional a la carga neta, el tamafio y la forma de la proteina.
* Los geles son quimicamente inertes, transparentes y estables en un amplio rango de pH,
temperatura y fuerza ionica.
* Los geles de poliacrilamida (PAGE) se forman por la polimerizacion de la acrilamida por
accion de un agente entrecruzador, la bis-acrilamida, en presencia de un iniciador
(TEMED (N,N,N,N'-tetrametilnediamina) catalizado por el ién persulfato (S20s ), que se

afiade en forma de persulfato amonico.



En funcién del estado de las proteinas a lo largo del proceso electroforético, éstas se clasifican en
electroforesis nativas o desnaturalizantes:

* En una electroforesis desnaturalizante, las proteinas previo a su migracién se someten a una
desnaturalizacion completa (pérdida de la estructura tridimensional). En esta condicion, la
migracidn es proporcional a la carga y al tamafio de la molécula sin que su forma tenga un efecto
significativo.

* En una electroforesis nativa, las proteinas migran sin ser sometidas a una desnaturalizacion
previa. En esta condicion su desplazamiento se da en funcidn de su carga, tamafio y forma, por
ello esta modalidad es particularmente Util para identificar complejos o interacciones entre

subunidades.

La electroforesis desnaturalizante se emplea de manera rutinaria en 2-DE y se lleva acabo
mediante el uso de detergentes como el dodecyl sulfato de sodio (SDS). Las muestras previamente se
desnaturalizan por calor en presencia del agente reductor beta-mercaptoetanol, que destruye los puentes
disulfuro asi como con el detergente SDS que desnaturaliza y recubre a la proteina, lo cual permite que se

separen como cadenas polipeptidicas aisladas.

El SDS es un detergente que se une a las cadenas polipeptidicas desnaturalizadas. Esta unién
masiva de moléculas de SDS bloquea la carga propia de la molécula de proteina y le confiere al complejo
una carga neta negativa proporcional a su masa, haciendo que todas las proteinas acomplejadas con SDS

migren hacia el anodo. 2°

Electroforesis bidimensional

La electroforesis bidimensional (2-DE) % permite estudiar de forma cualitativa el patron global de
proteinas, que pone en evidencia cambios tanto en los niveles de expresién como de modificaciones
postraduccionales que puedan afectar el peso molecular o el punto isoeléctrico, como es el caso de las
glicosilaciones sulfatadas de la familia de PRPs (Proteinas ricas en prolina) 3! presentes en saliva.

Por tanto, se trata de una técnica de alta resolucion que permite la separacion de mezclas de

proteinas de gran complejidad. La base del elevado poder de resolucién de la 2-DE radica en una



separacion secuencial, primero con base en su punto isoeléctrico (primera dimension) seguido de una

separacion basada en su peso molecular (segunda dimension).

Una vez separadas la proteinas, estas pueden visualizarse usando diferentes métodos de
deteccion en gel. Durante las ultimas décadas las demandas de mejora de la sensibilidad para muestras
con poca masa, el desarrollo de nuevos instrumentos de deteccion y la compatibilidad con las aplicaciones

posteriores como la espectrometria de masas han impulsado el desarrollo de varios métodos de tincién.

Las tinciones se fundamentan en la fijacion del colorante o agente a las proteinas, el método de
detecciéon mas comun es la tincion con Coomassie el cual se une a residuos basicos e hidrofobicos como
lisina o triptofano. Debido a que las proteinas tienen diferentes composiciones de aminoacidos, la
intensidad de la tincion es dependiente de las diferencias inherentes a su composiciéon de aminoacidos.
Esto explica porqué su poder de deteccion oscila dentro de un rango ubicado entre 10-25 ng para la
mayoria de las proteinas. Una ventaja de este tipo de colorantes es que debido a que no ocurren
modificaciones quimicas durante la tincion, es posible recuperar las proteinas para su analisis bioquimico,

Su secuenciacion o su caracterizacion por espectrometria de masas.

La tincion de plata es el método colorimétrico mas sensible para la deteccion de proteinas totales.
La técnica implica la deposicion de plata metalica en la superficie del gel en el lugar de bandas o “spots” de
proteinas. Los iones de plata interactian y se unen con los grupos funcionales de proteinas; las
interacciones mas fuertes ocurren con &cidos como acido aspartico y glutdmico, imidazoles como
histidinas, sulfidrilos como cisteinas y aminas como el caso de lisina. Estas interacciones son las

responsables de el rango de deteccion menor a 0.5 ng de proteina.

Esta técnica de tincion requiere de agentes sensibilizadores y potenciadores para controlar su
especificidad y eficiencia. Desafortunadamente debido a que emplea glutaraldehido o formaldehido no es
compatible con la espectrometria de masas debido a que genera un entrecruzamiento de las proteinas con

la matriz del gel y entre las proteinas.

Algunos limitantes técnicos de los colorantes anteriores han sido reducidos mediante colorantes

fluorescentes ultrasensibles como el “Deep Purple” cuya clave es un compuesto fluorescente extraido de



un hongo llamado epicoconone, esta molécula de bajo peso molecular se une covalentemente a aminas
primarias como residuos de lisina. Asi como también se asocia al recubrimiento de SDS alrededor de las
proteinas en geles, lo que aumenta su rendimiento cuantico en orden de magnitud. 32 Este doble

mecanismo requiere menos destincidn para generar baja florescencia de fondo.

Las proteinas acopladas a este compuesto se pueden visualizar empleando un escaner de alta
sensibilidad con laser a (457 o0 532 nm) “Typhoon GE Healtcare”. Las moléculas excitadas permiten la
visualizacidén de proteinas con un poder de deteccién menor a 0.5 ng. Una ventaja adicional de este

compuesto es que su adicion resulta reversible y 100% compatible con espectrometria de masas.

Tras la tincion del gel con compuestos fluorescentes las proteinas resueltas se observan como
patrones de manchas, también conocidas como “spots”. Estos patrones pueden digitalizarse y ser
procesados por programas que permiten analizar y comparar cientos o incluso miles de manchas.
Mediante este sistema se genera un perfil de las proteinas presentes en una mezcla y revela datos

cualitativos (presencia o ausencia de una molécula). 3

Los 2-DE siguen siendo la mejor herramienta utilizada en la confeccidn de mapas de referencia, es
decir, en la diseccion de la composicion proteinica de un determinado organelo, tipo celular o fluido
corporal. Cuando estos mapas se utilizan para comparar distintas situaciones experimentales (distintos
tratamientos con farmacos o compuestos tdxicos, tejido sano o enfermo) la electroforesis adquiere toda su

importancia.

De este modo, mapas proteinicos 2-DE de varias muestras extracelulares biomédicas como
plasma,3 fluido cerebroespinal, orina,® fluido nasal % y fluido bronco alveolar 3 han proporcionado

herramientas valiosas para la identificacion de marcadores para diversas enfermedades.

Técnicas bioquimicas clasicas de separacidn 3 se han aplicado durante tres décadas para aislar y
caracterizar proteinas secretadas por las glandulas salivales mayores. Las proteinas contenidas en
secreciones de glandula parétida pueden separarse por intercambio anionico y cromatografia en varias

fracciones, cada una de estas fracciones han sido utilizadas para purificacion final de componentes



individuales. Tales trabajos han permitido el descubrimiento y caracterizacion de proteinas salivales como

amilasas, proteinas ricas en prolina, 37 estaterinas,3? histatinas, 3 peroxidada, 4° cistatinas 4! y mucinas. 42

Una unica caracteristica de muchas de estas proteinas mayores es que permiten visualizar
polimorfismos genéticos y constituyen numerosas familias de estructura y funcionalidad cercana

relacionada a sus moléculas.

Rabdomiosarcoma

(Miosarcoma, rabdiomioma maligno, rabdosarcoma, sarcoma embrional, rabdomioblastoma (WHOQ)) 43

Los rabdomiosarcomas han sido estudiados desde 1854, cuando por primera vez se reportd un
caso en lengua en un paciente masculino de 21 afios. Esta neoplasia se presenta en una gran variedad
de drganos que incluyen desde la vesicula biliar hasta el cerebro; tiende a presentarse en la region
cérvico facial (piel cabelluda, boca, orofaringe, laringe, parétida y cuello), principalmente en los tejidos
blandos periorbitarios (representando el 29% los que se localizan en la region cérvico facial y 13% de
todos los RMS en nifios), area parameningea (nasofaringe, senos paranasales, oido medio, mastoides,
fosa pterigopalatina, fosa infratemporal). Los signos y sintomas depende de su localizacion, apariencia

clinica y el subtipo histologico cuya variedad es amplia, lo que puede dificultar su diagnéstico.44.45 46

El rabdomiosarcoma es una neoplasia maligna con fenotipo de musculo estriado.
Aproximadamente el 40% ocurre en la regién de cabeza y cuello 47 (Fig. 4) Representa el sarcoma mas
comun de la infancia con una media de edad de aparicion de 5 afios; el subtipo predominante de este

grupo es el embrionario.
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En la regién de cabeza y cuello la localizacién mas frecuente es la nasofaringe. Clinicamente, los
pacientes al inicio consultan por la presencia de una masa que causa agrandamiento y/o asimetria facial,

dificultad respiratoria, epistaxis y sintomas semejantes a sinusitis pero de corta duracion.

Este tumor a menudo disemina a sitios contiguos incluidos la base del craneo, huesos temporales
y Orbita; alrededor del 40% metastatiza a nodos linfaticos, huesos y pulmones, siendo menos comdn a
médula 6sea, tejido blando, higado y cerebro. Este tumor esta estatificado de acuerdo al Intergrupo de
estudio de rabdomiosarcoma;*® Grupo I: incluye enfermedad local, Grupo II: enfermedad residual o
diseminacion local, Grupo II: reseccién incompleta o biopsia con margenes residuales de la enfermedad,

Grupo IV: enfermedad metastasicas o comienzo de esta.

Este tumor es deficientemente circunscrito y las imégenes de TAC (tomografia axial computada) o
RMN (resonancia magnética nuclear) son necesarias para determinar el tamafio y relacion anatémica del
tumor. El tipo de técnica que se seleccione para el diagnostico por imagen depende en parte de su

localizacion, ya sea intradseo o en tejidos blandos.

La clasificacion mas amplia y completa es la propuesta por Horn y Enterline, 4° quienes lo
categorizan como embrional, botroide, alveolar, pleomérfico y anaplésico. La forma embrional, (Fig. 5)
comun en cabeza, cuello y region genitourinaria, estd caracterizada en un 70-100% de los casos, a una
anormalidad citogenética causada por una pérdida de heterozigocidad (LOH) 6 pérdida de la impronta

(LOI) de un locus especifico en el brazo corto del cromosoma 11 (11p15.5); Cerca de este locus, hay



genes reguladores de crecimiento, proliferacién y apoptosis, asi como también genes supresores

tumorales.

LOH 6 LOI de 11p15 estan asociadas con una sobreexpresion del factor de crecimiento 2 de

insulina (IGF2), conocido por su participacion en la tumorigénesis de diversas enfermedades neoplasicas.*

Se caracteriza por la presencia de areas celulares densas y focos mixoides, siendo caracteristica

la presencia del rabdomioblasto, que es una célula de morfologia redonda y oval con nucleo excéntrico y

abundante citoplasma eosindfilo.

Figura 5. Rabdomiosarcoma embrional.
Densa condensacion de rabdomioblastos
con pérdida del estroma mixoide.4?

(H&E 10X).

La variante botroide, (Fig. 6) frecuente en vagina, vejiga, faringe y sistema biliar, presenta una
densa banda subepitelial de células tumorales que contrastan con la porcion profunda tumoral,

relativamente hipocelular y similar a la zona de recambio de un arbol en crecimiento.

Figura 6. Rabdomiosarcoma variante
botroide.  (Células pequefias en
superficie epitelial con condensacion
de células tumorales en la zona
inmediata subepitelial). 4° (H&E 10X)




El tipo alveolar, comun en térax y extremidades se caracteriza en un 70% y 20% de los casos
respectivamente a dos distintas translocaciones PAX3-FKHR 1(2;13)(q35;914) ¢ PAX7-FKHR
1(1;13)(q36;q14). Estas translocaciones son consideradas Utiles para el diagnéstico mediante pruebas de
citogenética rutinaria o por RT-PCR y FISH para identificar las proteinas de fusién PAX3-FKHR 6 PAX7-
FKHR. %

Durante el desarrollo, PAX3 se expresa en los miotomos de musculo esquelético de las
extremidades. PAX7 se expresa durante la embriogénesis después de PAX3 en el desarrollo de miotomos,
pero no en sitios distales. EI gen FKHR codifica para factores de transcripcién relevantes durante la
embriogénesis. PAX7-FKHR tiende a verse en nifios con RMS alveolar localizado en extremidades. Esta

translocacidn esta asociada con una mayor sobrevida comparada con PAX3-FKHR. 50

La deteccion de PAX3-FKHR o PAX7-FKHR en el tejido del sitio primario, médula 6sea o sangre

periférica puede indicar enfermedad minima residual.

Histologicamente es muy similar a los alvéolos pulmonares fetales, caracterizado por la formacion
de septos fibrosos de donde penden mioblastos individuales, ademas presenta células tumorales, grandes,
multinucleadas que contienen abundante citoplasma eosindfilo. 4° (Fig.7) Su patrén histoldgico se asocia
con un prondstico menos favorable y se caracteriza por una disminucion de la sobrevida respecto al tipo
embrional, (Fig. 8). Los pacientes con este subtipo tienden a ser mayores, con presentacion tumoral en

extremidades y con mas propension a desarrollar metastasis.

Figura 7. A Rabdomiosarcoma alveolar nasal, con patron alveolar tipico. B Las células tumorales son

ovoideas con presencia de nucleos hipercromaticos y escaso citoplasma eosinofilico.4? (H&E 40X)
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Debido al alto grado de dificultad diagndstica que estos tumores pueden presentar, los estudios
como inmunohistoquimica son necesarios para confirmar su diagnéstico. Los RMS exhiben
inmunoreactividad para mioglobina, actina de musculo especifica, desmina, miogenina nuclear y miosina

rapida. Menos del 20% de los casos son positivos para CD99.

El diagnéstico diferencial de RMS embrional incluye pélipos sinonasales con estroma atipico y
varios sarcomas. El diagnéstico diferencial del tipo alveolar incluye varios tumores de células redondas
azules, incluyendo linfoma, carcinoma sinusal indiferenciado, carcinoma de células pequefias de tipo

neuroendocrino, sarcoma de Ewing y neuroblastoma olfatorio.

Se ha reportado cierta susceptibilidad genética atribuida a mutaciones en la linea germinal de

TP53 en el sindrome Li-Fraumeni.

El prondstico esté determinado por la edad del paciente, estadio clinico, sitio del tumor primario y
subtipo histologico. (Fig. 9) En general, la poblacién pediatrica tiene mejor prondstico que los casos de
adultos siendo la forma embrionaria de mejor pronéstico que el tipo alveolar. El tipo pleomérfico es

infrecuente en region de cabeza y cuello.



Debido a que el RMS es un tumor quimiosensible, la quimioterapia es el tratamiento primario de
eleccion. Para aquellos casos en que no se obtiene remision completa o para tumores recurrentes luego de
la quimioterapia, existe actualmente un protocolo multimodal que incluye cirugia ablativa con preservacion
de estructuras importantes, braquiterapia y cirugia reconstructiva conocido con el nombre de protocolo
AMORE .*'%2 Sin embargo, el uso 6ptimo del protocolo, el tiempo y la intensidad de estas modalidades de
tratamiento deben ser planificados con respecto a los factores prondsticos conocidos, incluyendo el sitio de

tumor primario, grado de enfermedad, subtipo patolégico y las secuelas del tratamiento.
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Figura 9: Interrelacidn de los factores pronésticos. (A) Relacion entre (*SIOP TNM) estadio clinico y
sitio. Estadio | es un tumor localizado (T1) confinado al tejido u érgano de origen. Estadio Il es un tumor
local extenso (T2). Estadio Ill involucra ganglios linfaticos regionales. Estadio IV metéstasis a distancia.
Las tasas de enfermedad metastasica varian de 4% para los de localizacion orbital a aproximadamente
40% en extremidades. (B) Relacion entre el sitio y el subtipo histologico. La frecuencia de alveolar
(desfavorable) varia de 8% para los tumores de la 6rbita a 69% para los tumores de las extremidades.

*SIOP(Sociedad Internacional de Oncologia Pediatrica). 47

Como ya se menciond anteriormente diversos factores pueden estar alterando la composicién

proteinica salival de un individuo ya sea sano o enfermo; Se ha demostrado que los pacientes que se han



sometido a tratamientos de radioterapia o quimioterapia presentan una disminucion de su nivel de
produccién salival debido a una atrofia de las glandulas salivales, incluso cuando la exposiciéon a

radioterapia no se realiza simétricamente. 14

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La deteccion de diversas biomoléculas en fluidos corporales ofrece la posibilidad de valorar la

respuesta a un farmaco y determinar la presencia o ausencia de una enfermedad.

En areas médicas como pediatria, las obtenciones clasicas de muestras pueden llegar a generar
episodios dolorosos y cargas de estrés, que en algunas ocasiones dificultan la labor del operador,
obtienen volumenes insuficientes o representativos, todo esto conllevando a la desercidn al tratamiento por

parte del paciente.

Por todo esto, la identificacién de marcadores biol6gicos a través de procedimientos no invasivos
como la saliva puede ser una herramienta muy util para la practica clinica e investigacion de los procesos

de salud — enfermedad.

JUSTIFICACION

Los proteomas de biofluidos son especialmente valiosos por su potencial importancia clinica como
fuentes de biomarcadores de enfermedad, en este contexto, la saliva contiene un arreglo de péptidos y

proteinas que juegan una amplia variedad de roles.

Un andlisis global del proteoma salival humano puede en principio proveer un profundo
entendimiento de la biologia oral y enfermedades. Debido a su accesibilidad, la saliva es también un medio
atractivo para el diagnéstico no invasivo y/o prondstico de enfermedad humana. El andlisis proteémico de
la saliva sobre el curso de progresion de la enfermedad puede revelar biomarcadores valiosos para la
temprana deteccion y monitoreo del progreso de la enfermedad.5® Proporcionando informacién adicional

esencial en muchos casos



El propdsito de este trabajo es analizar los patrones proteinicos salivales de pacientes con
rabdomiosarcoma que al ser comparados con los patrones derivados de individuos sanos, nos permita
identificar las variaciones en los patrones de expresion, y de manera complementaria estudiar su posible
asociacion ylo correlacidn con esta entidad nosolégica, cuyo uso pueda definir y complementar el estudio
de biomarcadores de saliva con fines de diagnostico temprano, pronostico 6 respuesta a tratamiento en

cancer infantil.

HIPOTESIS

Si el patrén de proteinas salivales en pacientes con diagnéstico confirmado de rabdomiosarcoma
presenta modificaciones al compararlo con el patrén presente en sujetos no afectados; entonces estas
variaciones identificaran condiciones asociadas a la enfermedad y por tanto tendran utilidad como

biomarcadores de diagnéstico.

OBJETIVO GENERAL

Determinar por medio de 2-DE la existencia 0 no de cambios en el proteoma salival en pacientes con

rabdomiosarcoma.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Montar una herramienta que pueda distinguir de manera reproducible variaciones en los patrones

proteinicos salivales que puedan complementar la investigacion clinica de fluidos corporales.
TIPO DE ESTUDIO

Descriptivo, Observacional, Comparativo, de muestras pareadas



MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizd sobre muestras de saliva colectadas de pacientes ubicados en la primera
infancia con un diagndstico confirmado de Rabdomiosarcoma subtipos embrional y alveolar pertenecientes
al servicio de Oncologia pediatrica del Instituto Nacional de Pediatria (INP), una vez obtenida esta se
realizaron geles bidimensionales para conocer el mapa protedmico existente en la saliva. Asi mismo, de
cada nifio se obtuvo un triplicado y se generaron un pool de casos asi como su gel maestro in silico (Fig.
10). Este fue comparado con el mapa proteico de saliva de individuos que no presentaron dicha
enfermedad.

La muestras de saliva se colectaron de pacientes que cumplian con los criterios de inclusion y sus
respectivos controles pareados por edad y género siguiendo los protocolos generales de obtencion del NIH

para muestras de saliva analizadas por 2-DE y espectrometria de masas.
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Figura 10. Disefio experimental de generacion del gel maestro y pool de casos.



Se emplearon como controles nifios pareados por edad y género correspondientes a las caracteristicas de
cada nifio con RMS incluido en el estudio, determinandose para cada uno :

- volumen de saliva obtenida

- concentracion proteica

- patrén bidimensional de proteinas

CRITERIOS DE INCLUSION

Pacientes con diagndstico histopatoldgico confirmado de Rabdomiosarcoma subtipo histolégico
alveolar o embrional con localizacion en cabeza y cuello, ubicados en grupos de edades de 4-11 afios en

hombres y 4-10 afios en mujeres con carta de consentimiento y asentimiento informado.

Que no presenten lesiones orales propias del tratamiento como mucositis ni infecciones de vias

aéreas altas al momento de la toma de muestra.

Si bien se ha encontrado asociacion de rabdomiosarcoma infantil de cabeza y cuello a
malformaciones genitourinarias asi como antecedentes personales o familiares de Neurofibromatosis y/o

Sindrome Li-Fraumeni, su falta de asociacion no afectara la inclusién de estos.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Pacientes cuya lesién tumoral no corresponda a la del estudio o su patrén histopatoldgico

corresponda al pleomérfico.

Pacientes femeninas que pese a corresponder en el grupo de edad estudiado, ya haya iniciado su
menarca, esto debido a la carga hormonal que acompafa a la etapa puberal, la cual pudiera generar
patrones no comparables con el género masculino o modificaciones en los proteomas salivales derivados

del desarrollo bioldgico.

Presencia de sangrados en la cavidad bucal o que no sigan los procedimientos previos a la toma

de la muestra.



CRITERIOS DE ELIMINACION

Pacientes en quienes no se pueda realizar la maniobra de toma de muestra, o cuyos padres o

ellos decidan no continuar con el estudio.

Debido a que en la literatura no hay reportes previos de marcadores biolégicos asociados a saliva
en poblacién infantil con RMS, el célculo muestral no es posible para que los resultados del estudio tengan
significancia estadistica, por lo que consideramos que este estudio tiene las caracteristicas de un estudio

descriptivo.

Estadificacion

Para este estudio, los pacientes con Rabdomiosarcoma infantil variante embrionario y alveolar
fueron agrupados basados en la estadificacion prondstica o grupos de riesgo empleada por el servicio de
Oncologia pediatrica del Instituto Nacional de Pediatria asi como la clasificacion empleada por el
Intergroup Rhabdomyosarcoma Study Group (IRS ) estadio TNM pre tratamiento: (Tab.1)(Tab.2)(Tab.3)

TNM Estadificacion Pronéstico (Tabla 1.)

Pronéstico |Etapa | Grupo Sitio Tamafio | Histologia *Mts Ganglios
Excelente 1 | Favorable aob Embrionario No NO
(>85%) 1 Il Favorable aob Embrionario No NO

1 1l Orbita aob Embrionario No NO

2 | Desfavorable a Embrionario No NO o Nx
Muy bueno 1 Il Favorable aob Embrionario No N1
(70-85%) 1 1l Orbita aob Embrionario No N1

1 1] Favorable aob Embrionario No NO,N1, Nx

2 Il Desfavorable a Embrionario No NO, Nx

3 loll Desfavorable a Embrionario No N1

3 loll Desfavorable b Embrionario No No,N1,Nx
Bueno 2 1] Desfavorable A Embrionario No NO o Nx
(50-70) 3 1l Desfavorable a Embrionario No N1

3 1] Desfavorable a Embrionario No NO, Nx, N1

1,2,3 LILIN Fav o Desfav aob Alveolar No NO, N1, Nx

4 LILILIV Fav o Desfav aob Embrionario Si NO, N1
Malo (<30%) |4 v Fav o Desfav aob Embrionario Si NO o N1

4 \% Fav o Desfav aob Alveolar Si NO o N1

*Mts : metastasis



TNM Estadificacion Pretratamiento (IRSG) (Tabla 2.)

Estadio

Sitios

T Tamano del tumor N

v

Orbita

Cabeza y cuello (excluido

parameningeo)

Vejiga / prostata
Extremidades

T16T2 aob NO, N1 6 N2

T16T2 a NO 6 Nx

Cabeza y cuello parameningeas

Otras (incluido tronco,
retroperitoneo, etc.)

Vejiga / prostata
Extremidades

T16T2 a N1
b NO, N1 6 Nx

Cabeza y cuello parameningeas

Otras (incluido tronco,
retroperitoneo, etc.)

Todas

T16T2 aob NO 6 N1

MO

MO

MO

M1

IRSG: Intergroup Rhabdomyosarcoma Study Group

Definicién de Clasificacion TNM % (Tabla 3.)

Clasificacion Descripcion

Tumor

™ Confinado a sitio de origen anatémico
a <5 c¢m diametro

b >5 ¢m diametro

T2 Extension y/o fijacion a tejido

a <5 c¢m diametro

b >5 ¢m diametro

linfonodos regionales
NO
N1
Nx

Metastasis
MO
M1

Linfonodos regionales no envueltos clinicamente
Linfonodos regionales clinicamente envueltos por neoplasia
Status clinico de linfonodos regionales desconocido
(especialmente en sitios que imposibilitan la evaluacion de
linfonodos)

No metastasis
Metastasis presente




METODOLOGIA

Seleccion de pacientes

El trabajo siguié el siguiente protocolo de andlisis bidimensional (Tab. 4) posterior a la estandarizacion de

los métodos de coleccion, procesamiento y generacion de 2-DE.

Coleccion de la muestra

Los métodos comUnmente utilizados para la coleccion completa de saliva incluyen escurrimiento, escupir,

succién y método absorbente.

Protocolo escurrimiento

* Coleccion entre 9:00am y 11:00am.

* Abstenerse de ingerir alimentos y/o liquidos por lo menos 90 min antes de la coleccion.

» Siaplica, detener el uso de medicamentos o sustancias que puedan afectar la secrecion.
* Enjuagar la boca con agua desionizada (3 veces) previa coleccion.

* Colectar saliva sin estimulaciéon durante 10 min. en tubos cénicos estériles de 50ml.

* Colocar inhibidor de proteasas ROCHE (40ul/ml de saliva)

» Colocar en el vortex (2 min. méxima velocidad).

* Mantener en hielo durante su manipulacién para estabilizar enzimas.

* Centrifugar 5 min. a 10,000g. 4

PROCEDIMIENTO TECNICA
1. Cuantificacion de proteinas Método de Bradford
2. Obtencion de pH Tiras reactivas pH 3-10
3. Generacion de mapas proteicos de RMS 2-DE

4.Generacion de mapas proteicos de controles 2-DE
5. Captura y Andlisis de los 2-DE Typhoon(captura) 2-D platinum (anélisis)
6. Identificacién de proteinas Fingerprint por MALDI-ToF/MS

Tabla 4. Pasos generales del anélisis bidimensional



Preparacion de la muestra

La preparacién de la muestra es uno de los pasos cruciales para que la separacion de proteinas
sea de alta calidad de resoluciéon en mapas 2-DE. Las muestras requieren estar libres de sales y otros
compuestos como detergentes idnicos, acidos nucleicos, lipidos y compuestos fendlicos ademas de tener

concentraciones proteinicas apropiadas.

Para cumplir con este requerimiento es necesario disminuir la polaridad del disolvente en el que se
encuentran las proteinas mediante compuestos menos polares como disolventes organicos los cuales

favoreceran el grado de hidratacion de la molécula proteica, provocando la agregacion y precipitacion. 5

Con la intencién de comparar y seleccionar el precipitante proteinico asi como el método de
precipitacion que permita obtener la mayor recuperacion proteica y que facilite generar perfiles proteinicos

bidimensionales reproducibles y altamente resolutivos se compararon los siguientes métodos:

Método A: precipitacién 12 h con acetona basados en la modificacion metodoldgica descrita por
Jiang et al (2004). 56 500ul de saliva se mezclaron con tres volimenes de acetona fria (90%v/v). Se mezcld
con un vortex y se incubd toda la noche a -20°C; a continuacion se centrifugd a 15,000 x rpm, 4°C por 30
min, con la intencion de que las sales, detergentes, lipidos y &cidos nucleicos sean eliminados mediante
centrifugacion. El sobrenadante se descart6 y la pastilla se lavé con acetona a -20°C, obteniendo con ello
proteinas libres de sustancias que interfieren con el isoelectroenfoque. La pastilla resultante de los lavados
fue resuspendida en una solucion base de agentes caotrdpicos compatibles con la primera dimensi6n
(urea 9M, CHAPS 4%). Se cuantificd la concentracion de proteinas por el método de Bradford y se evalud

el rendimiento de la técnica.

Método B: precipitacion 1 hr con acetona, se siguid el mismo protocolo del método A con la unica

variacion del tiempo de exposicion al agente precipitante.

Método C: precipitacion 12 hrs con &cido tricloro acético (TCA)/acetona/Diotriterol (DTT) volumen
a volumen muestra. Se mezcld por vortex e incubd toda la noche a -20°C, a continuacién se centrifug6 a

15,000 x rpm, 4°C por 30 min. El sobrenadante se decantd y la pastilla se lavé 2 veces con 200 ul de



acetona conteniendo 20 mM de DTT, posteriormente, se rehidratd y cuantificd6 como se describid

previamente.

Método D: precipitacion 1 hr con (TCA/acetone/DTT), se sigui6é el mismo protocol del método C

con la unica variacion del tiempo de exposicidn a los agentes precipitantes.

Método E: precipitacion comercial con estuche de reactivos “2-D Clean up kit" (Amersham,
Piscataway USA) que consiste en la purificacion de las proteinas, precipitandolas con acido tricloroacético
(TCA) en frio.

Electroforesis bidimensional (2-DE)

Primera dimension

La hidratacion de las tiras de realizé durante 10 a 18 h, a un volumen final de 125 ul mezcla de
muestra, anfolitos al 2% en un volumen final de buffer “destreak”. El isoelectroenfoque (IEF) se llevo a cabo
en un sistema Ettan IPGphor Il (GE Healthcare, Bio-Science Sweden), con un protocolo de 4 pasos: (i)
300V - 200Vh, i) 1000V — 300Vh, iii) 5000V — 4000Vh y iv) 5000V — en 30 min). Las tiras se almacenaron
a -70°C en seco. Posteriormente, se equilibraron durante 30 min en dos etapas: 15 min en 1.0 ml de DTT
70 mM en amortiguador desnaturalizante de equilibrio (Tris 50 mM pH 8.8, Urea 6 M, glicerol 30% SDS
2%) seguido de 15 min en 1 ml de lodoacetamida 140 mM en el mismo amortiguador desnaturalizante de
equilibrio. (Tabla. 5)

Segunda dimension

La segunda dimensién SDS-PAGE se llevd a cabo utilizando geles desnaturalizantes de
poliacrilamida al 10%, de 1.5 mm de grosor, preparados en el laboratorio antes de cada corrida empleando
la solucion comercial de acrilamida-bisacrilamida 40%. Las tiras resultantes del isoelectroenfoque se
insertaron en la parte superior de cada gel y la electroforesis se realizd en camaras de electroforesis
Protean Ill (Bio Rad, Hércules, CA, USA). El tiempo de corrida fue de 2 h, una hora a 80 V' y la otra a 100
V. Después de la segunda dimension se procedio a fijar el gel para su tincidn mediante Deep purple.
(Tabla. 5)



PRIMERA
DIMENSION

SEGUNDA
DIMENSION

TINCION DEEP
PURPLE

Tabla 5. Procedimiento 2-DE.

1. Hidratacién de tiras

2. Isoelectroenfoque (IEF)

3. Aimacenamiento tiras

4. Equilibracién

1. Preparacion de geles

desnaturalizantes poliacrilamida

10%, 1.5 mm grosor.

2. Corrida

3. Fijacion del gel

Tincion durante 1 hora en la

oscuridad

Lavado

Escaneo

10-18 h

Con Sistema Ettan IPGphor Il (GE Healthcare, Bio-Science
Sweden), con protocolo de 4 pasos:

1er gradiente: 300 V-200 Vh

2do gradiente: 1000 V - 300 Vh

3er gradiente: 5000 V —4000 Vh

4to gradiente: 5000 V - en 30 min

-70°C en seco

Durante 30 min. en dos etapas:

12 15 min. en 1.0 ml de DTT 70 mM en amortiguador
desnaturalizante de equilibrio (Tris 50 mM pH 8.8, Urea 6 M,
glicerol 30% SDS 2%).

2% 15 min. en 1 ml de lodoacetamida 140 mM en el mismo

amortiguador de desequilibrio.

Camara de electroforesis Protean Ill (Bio Rad, Hércules, CA,
USA).

Tiempo total 2 h (12 hora a 80 V) (22 hora a 100 V)

En etanol 10%, acido acético al 7.5%, 25 a 50 ml por gel toda la
noche. Posteriormente lavado con agua desionizada durante 30
min.

Solucién que contiene una parte del colorante fluorescente Deep
purple y 200 partes de Carbonato de sodio Na2CO3 200 mM.

Lavado 3 veces con 25 ml de acido acético al 7% durante 15 min

cada vez.

En Typhoon 9400 (Fluoresceina filtro laser verde 532 nm,
sensibilidad PMT de 500-600 V, 50 micrones, tiempo escaneo por
gel de 9:50 min). longitud de onda de excitacion a 532 nm, filtro
Green Lasser, emision con filtro 560 LP o 610 BP.Resolucion de

100 micrones.

ANALISIS DE LOS PATRONES DE PROTEINAS EN 2-DE



Analisis de los Patrones de Proteinas en 2-DE

El andlisis de proteinas requiere la generacion de un gel maestro que sea representativo del total
de los geles individuales correspondientes a cada caso, se realizaron varias repeticiones con la intencién
de que para cada caso al final tuviéramos un triplicado con la minima variacién requerida para su analisis.
Los datos obtenidos mediante el programa Image Master 2D Platinum ver 6.0. GE Healtcare propios de
cada paciente y control correspondiente se incluyeron para la generacion del gel maestro in silico 2-DE; la
presencia de cada spot que sirvi6 para definir el gel maestro fue validado por quintuplicado para su

inclusion

Para analizar la expresion diferencial generada a partir de 2-DE, se digitalizaron los geles con el
sistema de escaneo Typhoon 9400 series (GE Healtcare) y se realiz el analisis de imagen con el

programa Image Master 2D Platinum version 6.0.

Asi mismo, se recurrié a otra estrategia analitica que complementara el andlisis de expresion: 2-
Dimensional Flurescence Difference Gel (2-D DIGE) empleando el protocolo CyDye DIGE Fluor Labelling
(Amersham Biosciences). En esta técnica se emplearon colorantes fluorescentes con diferentes pesos
moleculares y cargas eléctricas derivados de Cy3 (Cs7HaaNsOgS) y Cy5 (CasHasN4OsS) para marcar de
forma covalente las proteinas de las dos muestras que se compararon: Cy3 para el maestro de casos, Cy5
para el maestro de controles. Se mezclaron las muestras una vez marcadas las proteinas con los

colorantes y se separaron en un unico 2-DE.

Posteriormente, mediante el equipo Typhoon 9400 en modo de imagen variable para imégenes
avanzadas y con ayuda del programa Differential Analysis Software (DeCyder™ 2-D Differential Analysis
Software v 7.2 — GE Healthcare, las sefiales fluorescentes de los colorantes Cy3 y Cy5 fueron separadas,
cuantificadas y normalizadas para determinar el cociente de marcaje entre las muestra, esto permitio

generar comparaciones cuantitativas.



Identificacion de proteinas por espectrometria de masas usando el método de fingerprint en equipo
MALDI-ToF.

Existen varias estrategias para la identificacion de proteinas a partir de los datos de espectrometria
de masas, de estos los principales analizadores que se utilizan en los estudios protedmicos son los de
trampa i6nica, los de tiempo de vuelo (time-of-flight, TOF), los cuadruplos y los de resonancia de ion

ciclotron con transformada de Fourier.

Las proteinas cuya expresion en 2-DE del proteoma de casos reflejaron un cambio cualitativo
respecto al proteoma de controles fueron identificadas mediante el método de fingerprint y posterior
analisis con espectrometria de masas por desabsorcion asistida por laser acoplado a tiempo de vuelo
(MALDI-ToF-MS), mismos que se llevaron a cabo en la Unidad de Protedmica del Instituto Nacional de

Pediatria.

Para realizar el fingerprint los “spots” de proteina se cortaron con una punta de micropipeta y se
colocaron separadamente en tubos eppendorf. Los fragmentos de gel fueron destefiidos con una solucién
de acetonitrilo al 50 % en 2.5 mM de bicarbonato de amonio; los fragmentos se incubaron dos veces en
esta solucién por 2 h a 25° C. Posteriormente, los fragmentos de gel se deshidrataron completamente con
un sistema de vacio; Al término de la desecacion, los geles se incubaron con 10 mM de DTT durante 30

min a 25° C para reducir todas las proteinas.

Al término de la incubacién, el DTT fue removido e inmediatamente los geles se incubaron con 100
mM de iodoacetamida por 30 min con la finalidad de alquilar a las proteinas en sus residuos de cisteinas.

Al término de la incubacion, la iodoacetamida que no reacciond se removid.

Después de este proceso, los fragmentos de gel se incubaron por 12 h a 37° C en una solucién de
bicarbonato de amonio conteniendo la proteasa tripsina. Este proceso permitié tripsinizar completamente a
las proteinas contenidas en el interior del gel. Posterior a la digestion, los péptidos se extrajeron del gel

para concentrarlos mediante evaporacion.



Para la identificacion de las proteinas, los péptidos obtenidos fueron mezclados con acido alfa-
ciano-4-hidroxicinamico disuelto en 50 % de acetonitrilo / 0.1 % de acido trifluoroacético. Esta mezcla
permiti6 obtener una solucion cristalina que favorece la desabsorcion de los péptidos por el equipo de
masas. Las muestras se colocaron en el MALDI-ToF-MS y después de ionizarlas se establecieron las
relaciones masa/carga que sirvieron para generar una lista de las masas de los péptidos; esta lista fue
utilizada para identificar a cada una de las proteinas y las modificaciones postraduccionales existentes en
las bases de datos del NCBI y, especificamente, en aquellas del genoma humano, mediante el uso del
programa ProteinLynx, las bases de datos utilizaron un formato tipo FASTA, mismo que se obtuvo
utilizando el servidor de UNIPROT. Alternativamente, se utilizd el programa MASCOT (Matrix Science,
LTD., London, United Kingdom; http://www.matrixscience.com); lo anterior con la finalidad de corroborar los

datos obtenidos con ProteinLynx.

Para el analisis estadistico de la identificacion de proteinas por el método de fingerprint utilizando
MALDI-ToF/MS, se utiliz6 el algoritmo de Mowse. % Dicho algoritmo compara el valor calculado del peso
molecular (PM) de cada péptido contra la de una base de datos de secuencias de proteinas. El algoritmo
asigna un valor para cada péptido evaluado y para cada secuencia de proteina evaluada. Este valor,
designado como valor “M”, representa la probabilidad de que una proteina se identifique exitosamente,
respecto a la probabilidad de ser asignada simplemente por azar. El valor “M” es inversamente
proporcional a una asignacion exitosa de identificacion; es decir, a mayor valor “M”, menor probabilidad de
éxito. Por tanto, al valor “M” se le aplica la operacion [-10XLog10(P)], donde “P” es el valor de “M” con
mayor probabilidad de éxito. Asi, un valor “P” de 10-2 se reporta como 200. De esta forma, el valor de la
operacion de “P” es directamente proporcional a la probabilidad de que una proteina sea identificada

exitosamente.



RESULTADOS

El protocolo contd con el dictamen aprobatorio de la Comisién de Bioética del Instituto de

Investigaciones Biomédicas, UNAM. Asi como el Dictamen aprobatorio del Comité de investigacion y

ética del Instituto Nacional de Pediatria, INP nimero: 382010.

El total de pacientes al que se tuvo acceso fue de 16 que fueron reclutados durante el periodo

comprendido del 8 de junio del 2010 al 27 de marzo del 2012 a través del Servicio de Oncologia

Pediatrica del Instituto Nacional de Pediatria. Sin embargo, tan solo 12 fueron incluidos en el estudio por

cumplir con los criterios de inclusion. Los individuos control para este estudio fueron reclutados en el

mismo periodo antes descrito.

No. Género Edad (afos) Subtipo histolégico Localizacion TNM
1 M 4 Embrional Orbita izquierda 1]
2 F 7 Embrional Seno maxilar derecho 1]
3 M 9 Alveolar Masetero derecho I
4 F 6 Alveolar Orbita derecha [
5 M 1 Alveolar infra temporal v
6 M 1 Alveolar Carrillo izquierdo (boca) v
7 F 5 Alveolar Nasogeniano 1]
8 M 1 Alveolar Parameningeo temporal izq. v
9 M 6 Embrional Nasogeniano I
10 F 6 Alveolar Parameningeo seno izg. 1]
1 M 7 Embrional Fosa nasal v
12 M 1 Alveolar Seno nasal \%

Tabla 6. Frecuencia de subgrupos de Rabdomiosarcomas



La media de edad de los nifios con cancer y sus controles fue de 7.2 afios con un rango de 4-

11 afios, una mediana de 7 afios y una moda de 11afios; la proporcién fue de 60% de hombres y el

subtipo histoldgico predominante fue de 72.7% correspondiente al tipo alveolar. Tabla 6

Edad

Media

Mediana

Moda

Rango

Proporcién de género

Proporcion histologica
pH saliva ( media)

Estandarizacion metodoldgica:
*  Obtencion de muestra
* Procesamiento proteinico

* Mapas 2-DE

7.2 afios +/- 2.5
7 afios

11 afios

4-11 afos

60% hombres
72.7% alveolar
6.5 pH

El protocolo de coleccién de saliva para el estudio se definié con base en el resultado obtenido

de la comparacién de la técnica “estimulada” mediante mascado de papel cerado contra una técnica “no

estimulada”, con la intencion de evaluar el volumen de obtencion y la abundancia de proteinas.

El promedio de los volumenes obtenidos de cada técnica fue de 5 ml para la técnica “no

estimulada” y de 4.5 ml para la técnica “estimulada” (carriles A y B respectivamente, Fig.11)

Las proteinas obtenidas de los dos métodos fueron separadas en una electroforesis

desnaturalizante, en donde se aprecia claramente una diferencia en el patron y numero de bandas de

cada carril, en un rango de pesos moleculares de 240 a 25 kDa, es claro que la muestra obtenida por la

técnica sin estimulacion (carril A, Fig. 11) tiene un mayor numero de bandas asi como una mayor

intensidad respecto a la muestra obtenida con estimulacién (carril B, Fig. 11). La densidad de las

bandas correspondientes a cada carril fue analizada mediante el programa ImageQuant 5.2.



Abundancia y Diversidad de proteinas

La abundancia y diversidad de proteinas fue mayor y estadisticamente significativas con el
método “no estimulado” (media 63510 pixeles + 860.7) en comparacidén con la técnica “estimulada’
(media 53650 pixeles £ 739.7) (Fig.12)
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Figura 11. Electroforesis SDS. Separacion de muestras proteicas de saliva obtenidas por diferentes
métodos de coleccion de saliva total. I) Electroforesis desnaturalizante tefiida con Deep purple. El
carril A corresponde al método no estimulado, el carril B al estimulado. Il) Electroforesis
desnaturalizante tefiida con Azul de Coomasie. El carril A corresponde al método no estimulado, el

carril B al estimulado. En todos los casos la masa de carga fue de 10ug de proteina para cada carril.

70000+ 63510
0
60000+ . _ _
53650 Figura 12. Histograma de densidad de
w r .z .
Al los métodos de coleccion de saliva.
x “r . 0
@ 40000- Comparacion de densidades por carril
30000 t=8.696 p <0.0010.
20000

No esti'mulado Estimulado



Rendimiento de proteina resolubilizada

La recuperacion de proteinas entre los métodos de precipitacién A,B,C,D y E fueron evaluados y
comprados, demostrando que los rendimientos de los métodos B y D son mayores. Al comparar el
rendimiento entre todos los grupos, los métodos B y D no mostraron diferencias estadisticamente
significativas entre ellos (Tabla 7). El método B (descrito en materiales y métodos) dio el méas alto
porcentaje de recuperacion (67.96%) seguido del método D (65.69%). Los métodos A,C y E dieron menor
rendimiento: 44.98, 49.51 y 42.07 % respectivamente (Fig. 13).

100- Método  Significancia
. AvsB <0.05
& 75 o7 96% o8% AvsC <005
(&}
£ 49.51% AvsD <0.05
2 50 449%8% 42.07%
5 AvsE <0.05
o BvsC <005
@ 25-
§ BvsD No significativo
- BvsE <0.05

A B o D E

Fig. 13 Porcentajes de recuperacion proteinica. Tabla 7. Analisis estadistico
Histograma comparativo de métodos de precipitacion (ANOVA) de  métodos de

expresada en porcentajes de recuperacion de proteina. precipitacion A, B, C, Dy E.

Diversidad de proteinas en muestra resolubilizada

Para evaluar la diversidad de proteinas generada por cada método de precipitacion, se corrid

una electroforesis desnaturalizante y los resultados fueron evaluados estadisticamente.

Los 5 métodos de precipitacion (Fig.14a y 14b ) reflejan un patrén de bandeo mayor que el
correspondiente a la saliva sola, el patrén es directamente proporcional a la obtencion de un incremento
en el repertorio proteinico resultante de la precipitacion proteinica previa a la electroforesis; los carriles

correspondientes a los métodos C y E son los que generan una mejor definicion de bandas.



Con la intencion de definir el grado de sensibilidad para la deteccion de bandas y posteriormente
de spots se decidié evaluar de manera subjetiva las técnicas de tinciéon de plata vs deep purple
(materiales y métodos) en donde claramente se observa una mayor sensibilidad de la técnica de “deep

purple” comparada con la técnica de plata coloidal.
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Evaluacion de diversidad de proteinas mediante analisis de densidad

Los carriles correspondientes a los métodos C (densidad 1230.9) y E (densidad 1067) fueron los
que recuperaron una mayor diversidad de proteinas representadas por un mayor numero de bandas en

la electroforesis desnaturalizante. Datos significativos F= 327.58; gl 4,10; p=<.001 (Fig 15y 16).



Se identificaron: 8 bandas (método A), 12 bandas (método B), 17 bandas (método C), 13 bandas (método
D) y 16 bandas el (método E).
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Figura 15. Electroforesis desnaturalizante. Las flechas verdes indican las bandas identificadas con

el programa ImagQuant 5.2 para su posterior analisis de densidad. El panel de la derecha

corresponde a la misma imagen de la izquierda. Las cajas indican las areas en las que se evalué la

densidad dptica. La numeracion corresponde a la asignacion que el programa da a cada banda.
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Tukey
HSD [.05] = 48.69;

HSD [.01] = 64.12

C1 vs C2 no significativo
C1vs C3p<.01
C1 vs C4 no significativo
C1vs C5p<.01
C2vs C3p<.01
C2 vs C4 no significativo
C2vs C5p<.01
C3vs C4 p<.01
C4 vs C5p<.01

Figura 16. Histograma de rendimiento y variabilidad. Comparacion de métodos de

precipitacion A, B, C, D y E.

A la derecha se muestra la significancia de las

comparaciones, los valores de HSD (diferencia absoluta entre los promedios de cualquiera

de las muestras requeridas para obtener una diferencia significativa en algun nivel).



Comparacion de los perfiles bidimensionales (2-DE) de los métodos de precipitacion cuyos

resultados en los andlisis anteriores resultaron con una mayor diversidad , (métodos C y E) Fig. 17:

pl 3-10

240kDa

150kDa Método C

100kDa 600 PMT
75kDa
50kDa
37kDa
25kDa

Método E

600 PMT

Figura 17. Comparacion de los mapas proteinicos de saliva total. Geles 2-DE
de los métodos C y E. Rango pH indicado en la parte superior y pesos

moleculares en el lado izquierdo.



Comparacion de los perfiles 2-DE entre casos y controles (Método 2-D DIGE)

Para la técnica 2-D DIGE (Fig. 18) se requirié crear un pool que incluyera todas las muestras de
RMS (acoplada a Cy3) y otro correspondiente a controles (Cy5). La mezcla de estos dos pools se separd

en un solo gel como se describe en materiales y métodos.

Se obtuvieron 2 imagenes, roja para Cy5 y verde para Cy3, las cuales al superponerse generan
una imagen virtual (amarillo) que muestra la colocalizacion de los spots de ambas muestras, estas

imagenes se analizaron mediante el programa DeCyder™

Cv5 pl ? Cy3 Colocalizacion

Figura 18. 2-D DIGE, pool de RMS marcado con Cy 5 (rojo) y pool controles marcado con Cy

Los resultados obtenidos del analisis comparativo entre las imégenes generadas de los geles
maestros de RMS versus controles pareados, se muestran de manera cuantitativa (histograma Fig. 19),
de los cuales se detectaron 1775 spots en total con ambos marcajes dentro de los limites definidos de
punto isoeléctrico (3-10) y peso molecular (10-240 kDa) (suma de todos los puntos grises, rojo, verde y

azules de la Fig.21).

El analisis reporta que 1473 spots, identificados en “circulos verdes” corresponden al 83.0% del
total no mostraron diferencias de intensidad. 288 spots, correspondientes al 16.2 % y que aparecen
como “circulos rojos” (16.2%) disminuyen y 14 spots, tan sélo el 0.8% que aparecen como “circulos

azules” incrementan su expresion . (Tabla de la Fig. 19).
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Figura 19. Histograma de colocalizacion RMS vs Controles (proporcion logaritmica del
volumen de cada spot “eje X” contra nimero de spots “eje y”). Cada spot esta representado
con un color, verde para aquellos cuya densidad permanece igual, en rojo los spots que
disminuyeron su expresion y azul aquellos spots cuya expresion mostré incremento en sobre

los controles.



Comparacioén de los perfiles 2-DE entre casos y controles (Tincion Deep purple)

Debido a que los 1775 spots identificados mediante la técnica 2-D DIGE resultan de la deteccion
global de la florescencia presente en el gel, el programa de andlisis no discrimina en base a las
caracteristicas de “saliencia, volumen y area” que permiten distinguir proteinas de artefactos. Resolvimos
estas limitaciones generando réplicas de 2-DE de la misma muestra tefiidos con Deep purple y con la
generacion de un gel maestro in silico, para que el programa proveyera la informacion de pl y Mr de cada
spot, se alimentd con las posiciones de 7 marcadores de peso Mr, 2 de pl y se fij6 el mismo punto de

referencia interno para todas las muestras.
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Figura 20. Generacion de Gel maestro in silico RMS. Cada 2-DE en la porcién inferior de la
imagen esta representado por su contraparte grafica (pl y Mr), los cuales al promediarse y ser
validados generan el gel maestro virtual (imagen superior). Cada color representa los datos
confirmados de cada uno de los 5 geles individuales.



Para llevar a cabo la validacién de spots fue necesaria la generacion de un gel maestro biologico
representativo de todas las caracteristicas inter- e intra-individuales, asi como la generacion de un gel
maestro virtual (in silico) que de igual forma reflejara los promedios de pl y Mr de cada spot, obtenidos
del andlisis 2-DE de cada individuo. Cada spot incluido en el gel maestro in silico se consideré validado

si estaba presente en 3 de 5 geles. (Fig. 20)

Cada spot de cada 2-DE generado, fue evaluado tridimensionalmente en base a los criterios de saliencia

‘curtosis”, area y volumen propios de una mancha proteinica, para descartar falsos positivos. (Fig. 21)

Figura 21. Ejemplo de la forma de validacion tridimensional de cada spot identificado en los 2-DE
con base a sus caracteristicas de saliencia (curtosis), area y volumen. A) mapa 2-DE con spots a
validar. B) magnificacion del spot seleccionado en verde de imagen A. C, D, E y F) secuencia

tridimensional de la rotacion del mismo spot.



Este tamizaje realizado con criterios astringentes nos permitié identificar 102 spots de alta
reproducibilidad (Fig. 22): 67 de ellos constituyeron el perfil proteinico de los controles (cuadros en color
rojo) y 35 spots constituyeron el perfil proteinico de los RMS (rombos azules). Teniendo por tanto 3
spots con expresion diferencial en casos, 35 spots con expresion diferencial en controles y 32 spots que

coinciden en ambas condiciones. Fig. 23

¥ CONTROL
67 spots

RMS
35 spots

pl 3.26 (+/- 0.01)
MW 170,658 (+/-0.31)

pl 7.31 (+/- 0.05) 2
T v s MW 71,464 (+/-1.22)
7

B pl 10.05 (+/-0.07)
MW 36,237 (+/-7.47)

10

Figura 22. Comparacion de geles maestros in silico de RMS (rombos azules) y controles

(cuadros rojos), cada spot representa el promedio de pl y Mr objetivos generados. previamente.

Caialhs RMS Figura 23. Diagrama de Venn, que muestra la

35 Coinciden 3 expresion diferencial de los spots al comparar

32

controles vs RMS




En general, el patron de distribucidon entre RMS y controles fue similar, sin embargo, se
identificaron 3 spots (1, 2, 3) en la imagen del gel maestro de RMS que no estan presentes en la imagen
del gel maestro de controles (pl / Mr aparentes): 1 (3.26 / 170,658), 2 (7.31 / 71,464) y 3 (10.05 /

36,237) respectivamente, que se indican con una flecha en la fig. 22.

Se extrajeron y procesaron 9 fragmentos del gel en forma individual de acuerdo a lo descrito en
materiales y métodos para ser sometidas a anélisis por espectrometria de masas. La tabla 8 muestra la
posible identidad de estas 3 proteinas: el primer fragmento revel6 la presencia de desmogleina-3 y
trombospondina-1, con coberturas de 36 y 29% respectivamente. El segundo fragmento de gel revelo la
presencia de la proteina rica en prolina con una cobertura del 21.8 %, mientras que en el tercero se
identific la presencia de mucina 7 con una cobertura del 15.9%. Como control positivo se identifico alfa-
amilasa 1 con una masa observada de 57,730 kDa y un pl de 6.5 y una cobertura del 100%. El

instrumento fue calibrado previamente con PEG's.

Tabla 8. Proteinas identificadas del mapa 2-DE de RMS, saliva.

Spot  Proteina M; (kDa) pl Gen  Uniprot ~ Método de
identificacion
Teor. Apar. Teor.  Apar. Base datos
1  Desmogleina-3 107,465 170.658 4.7 3.26 DSG3 P132926  MALDI saliva humano
+-0.31 +-0.01

Trombospondina- 129,299  170.658 4.5 3.26 THBS1  P07996 MALDI saliva humano
1 +/-0.31 +/-0.01

2 Proteinarica en 27,199  36.237  10.7 10.0 PROL1 Q99935 MALDI saliva humano

pro|ina-1 +-7.47 +/-0.07
3 Mucina-7 39,134 71.464 9 7.31 MUC7 Q8TAX7 MALDI saliva humano
+-1.22 +/-0.05

Los valores teoricos (Teor.) de My p/ fueron calculados. Los valores aparentes (Apar.) de My p/
fueron calculados usando un promedio de deformacién vectorial para cada gel en el quintuplicado
del gel maestro, coordenadas obtenidas en el analisis con el programa Image Master 2D Platinum
ver 6.0. GE Healtcare.



Perfiles proteinicos de muestras representativas de RMS lll y IV

El analisis presentado en la seccion anterior agrupé a todos los pacientes con RMS incluidos en

este estudio, incluyendo 6 en estadio TNM Ill'y 5 en estadio TNM IV.

Dado que el niumero de muestras de cada estadio fue limitado no resultd posible hacer una
comparacion formal entre subgrupos. Por esta razon se presentan sélo de manera descriptiva la
comparacion entre la imagen del gel generado con el pool de las 6 muestras del estadio Ill contra la

imagen del pool de las 7 muestras del estadio IV. (Fig. 24)

Un andlisis visual nos permitié identificar un total de 5 zonas en ambos geles con variaciones en
la expresion proteinica, dentro de las cuales observamos cambios en 13 spots identificados como: A1,
A2, A3, B1, B2, B3, C1, C2, C3, C4, D1, D2y E1. (Fig. 24)

La tabla 9, resume las coordenadas aparentes de pl y M, para cada spot, asi como su

asociacion (presencia o ausencia) con el estadio.



RMS I

Figura 24. Geles 2-DE de saliva correspondientes a los pacientes con RMS estadios lll y IV (TNM). Las
flechas indican la posiciones relativas de los spots que presentan variacion entre estadios. Las letras (A-

E) corresponden a las 5 regiones definidas arbitrariamente en donde se presentan variaciones.



Id spot Estadio lll Estadio IV
A1 - 7.75/100
A2 - 8.25/100
A3 - 8.25/80
B1 10/27
B2 9.6/22
B3 10/22
C1 7.55/11
C2 - 8.0/11
C3 - 8.55/ 11
C4 - 8.55/<10
D1 6.3/10
D2 6.25/<10
E1 - 3.75/<10

Tabla 9. Spots que varian entre los estadios Il y IV. Dado que algunos spots estan
fuera de los rangos predeterminados de los marcadores de peso molecular se

identifican como menores al marcador de 10 kDa.



DISCUSION

En este estudio comparamos los perfiles bidimensionales de saliva de pacientes con RMS con
un grupo de individuos control libres del RMS pareados por edad y género con el animo de evidenciar
diferencias que puedan resultar de utilidad clinica. Proponiendo a la saliva, como el recurso bioldgico
cuya diversidad proteinica, puede reflejar desviaciones del estado de salud tanto de la cavidad oral y por
ende de las regiones adyacentes como cabeza y cuello. A esto se suman consideraciones practicas
como la abundancia biolégica, su obtencién por métodos no invasivos, y la frecuencia con la que puede

ser obtenida.
Estandarizaciéon metodolégica

Dado que existen numerosos reportes sobre los métodos de procesamiento y manipulacién
proteinica 1558 y en ausencia de un protocolo consenso para procesar las muestras de proteinas
provenientes de saliva, es necesario establecer un procedimiento metodolégico que sea especifico para
el tipo de proteinas a analizar. En nuestro estudio, nos dimos a la tarea de estandarizar cada uno de los
pasos previos a la generacion de 2-DE con la intencion de generar perfiles con la mayor diversidad

proteinica posible, reproducibles y de alta resolucion.
Coleccion de muestra

Logramos identificar diferencias sustanciales en los métodos de coleccion de muestra de saliva
comparando un procedimiento con estimulacién contra uno no estimulado. El volumen de saliva
recolectado fue mayor con la técnica no estimulada y su patroén de bandeo electroforético unidimensional
presentd un mayor numero de bandas en un rango de 25 a 250 kDa (Fig.11), siendo estos resultados

consistentes con su analisis de densidad.

Dado que el interés central de un estudio proteémico no sesgado es evaluar el universo mas
grande posible de proteinas presentes en una muestra, la literatura 21:5%.60 hace alusién a que la saliva
obtenida mediante un método no estimulado contiene proteinas de todas las glandulas salivales, por
tanto, consideramos que la seleccion del método no estimulado resulta de mayor utilidad en estudios

comparativos.



Si bien en este estudio no hemos asociado los cambios proteinicos observados con el origen
glandular, esta asociacion es posible. 2! Esta consideracidn es importante porque toda vez identificadas
las proteinas de utilidad clinica, estas podrian obtenerse con una mayor concentracion inicial al ser

colectadas directamente de la glandula salival que las produce. 5

El método no estimulado generé un mayor volumen de muestra que el estimulado durante un
periodo de coleccién de 10 min (5 contra 4.2 ml) con concentraciones respectivas de 0.36 y 0.40 mg de
proteina total /ml de saliva. Esto implica que el método no estimulado tiene un mayor rendimiento con
1.81 mg de proteina contra 1.68 del método con estimulacion. En conclusion, el método no estimulado
genera un mayor rendimiento proteinico y también posee una mayor representatividad de la secrecion

de todas las glandulas, por lo que se recomienda para este tipo de estudios.
Tincion

La técnica de tincién basada en el uso de colorantes fluorescentes ultrasensibles como “Deep
purple” (Fig. 11 | y Il) demostraron tener claras ventajas de mejor cobertura y mayor numero de
proteinas identificadas positivamente resultado de su alta sensibilidad comprada con la técnica que
emplea azul de coomasie. Estas observaciones coinciden con lo reportado por Ball y Karuso (2007) 32.
A nivel protedmico esta ventaja se explica en gran parte porque la tincion con Deep purple posee un
amplio rango dinamico lineal, lo que es de gran valor para el analisis de distribucion e identificacion de

proteinas y de sus modificaciones, especialmente cuando se cuenta con poca masa.

Debido a que en la tincién de plata se establece la unién de iones de plata a la estructura basica
de las proteinas, seguido de precipitacion de plata metélica, los resultados obtenidos son muy variables
ya que este procedimiento es sensible a pequefas variaciones de la temperatura y en los diferentes
tiempos de incubacion ademas de que posee un rango dinamico bajo. Aunque se han logrado avances
en los protocolos, la compatibilidad espectral de masas sigue siendo un problema ya que si no se logra

remover toda la plata se genera una gran interferencia durante la espectrometria de masa.
Procesamiento de la muestra

La limitacién real durante la identificacién de un spot correspondiente a una mancha proteinica
en concreto, en general estd determinada por la amplitud dindmica que presente la muestra a analizar,

asi como por la cantidad y calidad del extracto proteinico obtenido. A estas limitantes se suman la



concentracion de sales, acidos nucleicos, lipidos y otros contaminantes cuya abundancia depende
directamente de la eficacia del método de extraccion. De hecho, la preparacion de la muestra es
esencial y muchos trabajos recientes de protedmica se han centrado en la optimizacién de los protocolos

de extraccion y limpieza de las muestras en funcidn del tejido u érgano en estudio.

Los procedimientos frecuentemente empleados previos a la solubilizacion de las proteinas que
se resuelven en 2-DE, incluyen el uso de disolventes organicos como el TCA seguido de acetona fria
para sus lavados.®® Sin embargo, en nuestra experiencia las pastillas obtenidas precipitadas con TCA
resultaron ser poco solubles en las etapas de rehidratacion subsecuentes en comparacion con los otros

solventes organicos empleados.

Ante estos inconvenientes diversos autores han propuesto modificaciones a los protocolos antes
descritos como colocar la pastilla previa a rehidratacion en 10 ul de 0.2 M de NaOH por 2 min a
temperatura ambiente seguido de 250 ul de buffer de rehidratacion (7 M urea, 2 M tiourea, 4 %
CHAPS).%5 Nosotros decidimos no emplear esta aproximacion por la posible hidrélisis alcalina de las
proteinas. Otros %.58 sugieren dejar la solucion de proteina precipitada 1 h a temperatura ambiente
mezclando por vortex cada 10 min; posterior a este paso se centrifuga a 10,000 x rpm a 10° C con la

intencion de remover material insoluble.

A diferencia de lo reportado por Jessie K. %8 en nuestro estudio, el método de precipitacion para
proteinas de saliva (método B) basado en el uso de acetona por 1 h fue el que obtuvo el mayor
porcentaje de recuperacion proteinica seguido de la mezcla de TCA/acetona/DTT por 1 h (método D) y
pese a lo esperado, el menor porcentaje de recuperacion fue obtenido con el producto comercial de

recuperacion “2-D clean up kit” de Amersham.

Los métodos B y D requirieron 3 veces mas volumen de buffer de rehidratacion para
resuspender la pastilla; este resultado posiblemente tenga respuesta en el hecho de que la interaccién
generada con el interior hidrofobo de las proteinas es dependiente de concentracion pero sobre todo del

tiempo de hidratacién, lo cual aumentaria la interaccion y optimizaria el poder desnaturalizante.

Como puede verse en el ejemplo de los métodos A y B donde a pesar de emplear el mismo
agente precipitante, el incremento de 1 a 24 h de precipitacién marca una diferencia en el poder de

recuperacion de 23.02 %.



Pese a que los métodos C y E correspondieron a los de menor recuperacion proteinica, en la
evaluacion de la diversidad existente en la muestra, los perfiles de distribucion electroforética
demostraron de manera evidente una mayor diversidad proteinica; en donde la diferencia de densidad
dptica entre ambas técnicas presentd una mayor diversidad en el rango de 240 — 75 kDa. Esta zona
generd la mejor distribucidn y abundancia de proteinas (Fig. 14a y 14b), lo que nos indica que estos

métodos de precipitacidn actian a favor de proteinas de alto peso.

La eficacia de los métodos C y E en geles de una sola dimension se confirmé en 2-DE (Fig.17),
en donde la resolucion para ambos métodos fue semejante, sin embargo, el método E permitié la
observacion de spots en rangos de 37-25 kDa ausentes en el 2-DE correspondiente al método C. Mas
aun, el método E resulté en una mayor definicion de los spots con una mejor reproducibilidad de los
perfiles 2-DE.

Una de las grandes limitantes de los métodos de precipitacion comercial como el estuche de
reactivos “2-D Clean up kit” radica en que esta limitado a un rango de concentracion proteinica de 1 - 100
ug sin rebasar un volumen de 100 ul. Esto se debe muy probablemente a que por encima de este limite
hay proteinas que ya no interaccionan eficientemente con los reactivos. Es interesante notar que esto no
ocurrid con los otros métodos probados, ya que en estos, la proporciéon de volumen de reactivos vs

muestra proteinica es escalable.

Como principal ventaja, el procedimiento de precipitacion comercial se completa en 1h 'y no resulta
en una pérdida o incremento de spots ni en cambios en la posicidn relativa de los mismos ya que esta

disefiado especificamente para la preparacién de muestras para 2-DE.

Otras técnicas presentan desventajas significativas: i) 2-DE con poca abundancia de spots. i) Baja
resolucién debido a la alta conductividad por excesos de sales, detergentes cargados o altos niveles de
sustancias interferentes. iii) Precipitacion incompleta, resultando en la pérdida de proteinas de la muestra
e introduccidn de sesgo en los resultados de 2-DE. iv) Dificultad en la resuspension v) Tiempos excesivos,
requiriendo incubaciones de 12 hasta 24 h. vi) Generacidn de rayas, estrias y fondo inespecifico durante la

tincion.

Concluimos, de manera similar a lo reportado por el grupo de Jessie (2008)%® ,que la

recuperacion proteinica depende del precipitante empleado y que la separacién de proteinas esta



influenciada por el agente reductor, anfolitos y el buffer de rehidratacion empleados.

Por tanto sugerimos emplear el estuche de reactivos “2-D Clean up kit” (método E) en el
procesamiento de muestras de saliva, basados en los resultados de los criterios antes evaluados de

diversidad, rendimiento y variabilidad, pero sobre todo reproducibilidad y definicion.
METODOS DE ANALISIS FLUORESCENTES
2-D DIGE

La principal caracteristica del método 2-D DIGE es la eliminacién de todas las variables
asociadas al gel, como deformaciones locales o la presencia de contaminantes. El protocolo asegura
que todas las proteinas tefiidas queden en la misma posicion, y que como cada muestra esta tefiida con
un fluorocromo diferente permite establecer diferencias cuantitativas tanto a la alta como a la baja. Esta
aproximacion es de gran utilidad en una exploracién preliminar en estudios de casos y controles porque

evidencia la existencia o no de diferencias con un valor significativo entre las muestras y un bajo CV%.

Una limitacion de esta herramienta radica en que la sefial decae con mayor velocidad
comparada con la tincion de Deep purple. Sin embargo, la mayor limitacion de este sistema radica en
que el programa de anélisis no provee las coordenadas de pl y Mr, ni tampoco provee de herramientas

objetivas para distinguir spots de proteinas de artefactos.

Nuestro analisis con 2-D DIGE mostr6 la presencia de 1775 spots, esto es casi 3 veces por
encima del nimero de spots identificados en otros estudios de saliva humana (Tabla 10). Este resultado
tiene posiblemente su explicacion en el hecho de que el marcaje de las muestras previo al 2-DE se
realiza saturando el sistema por lo cual los limites basales de deteccidn son menos astringentes
pudiendo detectar spots artefacto. Por lo cual, la falta de validacién y discriminacién global entre spots
de proteinas y artefacto no reflejan necesariamente la abundancia ni el perfil proteinico de nuestro
resultado; sin embargo si permite establecer un panorama y aproximacién del nimero de cambios
probables entre las 2 muestras comparadas. Esto obliga a realizar una validacién complementaria

mediante andlisis 2-DE convencionales como los base en Deep purple.



Tabla 10. Tabla comparativa de estudios 2-DE en saliva, donde se describe el tamafio de muestra

empleado, el método de precipitacion, la tincidn y el nimero de spots identificados( R= rango, X=

media) la columna de IEF hace alusion a la técnica de andlisis proteinico, asi como el tamafio de la

tira para el isoelectroenfoque en un rango de distribucién de pH .

Referencia | Objetivo N= Método Precipita | IEF Tincién | Spots
cion
Huang C. 80 | Analisis 4Hombres | Estimulado 10% 2-DE Plata 202 spots
protedmico | 4 Mujeres | Escupir después | TCA/DTT | IPG saliva total
comparativo | R(20-40) de 3min (1:1) 13cm
delasaliva | x(28.75) cepillado pH3-10 MALD-
total humana slpasta TOFS
spots (26
proteinas)
Ghafouri B, | Mapa 2-DE | 5 adultos Estimulado Desalada | 2-DE SYPRO | ~ 600
etal. %0 de proteinas polyester-coated | , IPG Ruby spots 101
de saliva wool swabs columna | 13cm MALDI-To
(Salivette®, (PD-10, pH 4-7
Sarstedt, Amersha
Germany) 3min | M gel
Bioscienc | gradien
es) te
Vitorino R, Identificacion | 1 H (25 No estimulado No 2-DE Plata, 200 spots
etal. o de afios) 1ml precipita | IPG coomas | 43 spots
componente n 13cm ie MALDI-
proteinico en pH3- | coloidal | TOF
saliva total 10




Hardt, et Proteoma 2H (30,24 | Lashley cup Desalada | 2-DE Cooma | 27 spots

al.6 saliva de afios) 1M | conducto ultrafiltra | IPG13 | sie MALDI
glandula (22) parotideo cion cmpH | R250 TOF
parétida Acetona - | 3-10
20°

Quintana M, | Variabilidad | 6 H6M,2 | No estimulada Columna | 2-DE Azul 509 spots

et al. &3 :‘ltsgnd""d“ tomas Escupen2min | Cutoff | IPG17 |plata | MALDI-
patrones 2- | 10am, cm pH TOF
DE saliva
total adulto | SP™ 3-10NL
mismo dia
Rao P, et Proteoma 10Dt210 | No estimulada Membran | 2D-LC- 487
al.¢4 saliva intolerante | 5 min a MSIMS proteinas
pacientes s 10 ctrls Ultrafree
Dt2 bk

Deep purple

Como ya hemos definido anteriormente, el objetivo de las imagenes de 2-DE es mostrar
proteomas claros para la vista humana y compatibles con los programas de andlisis que posteriormente
puedan facilitar la comparacion de muestras de diferentes condiciones salud y enfermedad y ayudar en
la localizacion de proteinas. Rabilloud 2002 65 estima que, dependiendo del procedimiento de tincion,
los analisis de 2-DE permiten la visualizacién al mismo tiempo de cientos de proteinas (>600 spots por
gel) (Tabla 10).

Sin embargo, una de las dificultades técnicas del analisis 2-DE es la validacion interna de cada
spot para su inclusién en un posterior analisis global del proteoma (gel maestro), por ello definimos con
un abordaje tridimensional las caracteristicas que requeria cada spot para diferenciarse de una mancha

artefactual producto de contaminacion durante el procesamiento o la tincion con Deep purple (Fig.19):

i) Intensidad: establecida mediante el promedio de las intensidades de pixeles en el spot del cual

se ha retirado el fondo, definido como el valor de pixel minimo en la zona de localizacion.



ii) Area o superficie: la cual mediante el programa Image Master calcula el area en 75% de la
intensidad de la mancha medida desde la zona de mayor intensidad dentro del spot y expresada en

mm?2,

iii) Volumen: calculado como el volumen por encima del contorno del spot, que esta situado a

75% de la altura total del spot, medido desde la mayor intensidad de la mancha.

Por lo tanto, el volumen de una proteina en un gel es proporcional a la oscuridad de la mancha
correspondiente en la imagen escaneada del gel y mediante la comparacién de las intensidades de los
spots en la imagen del gel escaneado, los volumenes de los spots del 2-DE pudieron ser comparados
con sus controles y permiti6 la identificacion de cambios categoricos, es decir, si un spot se encuentra o

no presente en una muestra.

Mediante el método de frecuencias de spot (aparicién de un spot en, al menos 3 de cada 5 geles
de la misma muestra) logramos construir un modelo in silico del gel maestro para cada condicién (caso y
control) con los puntos validados previamente en cada gel, lo cual nos permiti6 comparar el proteoma de
nuestros casos (RMS) contra el proteoma de nuestros controles con un coeficiente de variacién (CV%)
bajo (Fig. 18, 22).

Este razonamiento de validacion y la generacion de un pool para el analisis de geles maestros,
al igual que en nuestro estudio ha sido empleado por diversos autores como Friedman et al . para el
analisis 2-DE de identificacién de cambios tumor-especificos en el proteoma de cancer colorectal.
Knowels et al. 67 y Swatton et al. %8 en la identificacion de cambios en el proteoma de corteza cerebral, y

Tonge et al. 8% quien evalua la toxicidad de paracetamol en higado mediante 2-DE.

Comparaciones entre geles maestros tefiidos con Deep purple

En este trabajo se realizaron 4 geles maestros: i) Total de pacientes con RMS incluidos en el
estudio n=12 i) Controles n=13 iii) Pacientes con RMS en estadio lll n= 6 iv) Pacientes con RMS en

estadio IV n=7.

Mientras que los primeros dos geles maestros se realizaron por quintuplicado, los ultimos dos
solo se hicieron una sola vez, es por este motivo que la comparacion entre estadios carece de

significancia estadistica y representa solo un resultado preliminar (Fig. 24).



MALDI-ToF/MS

La identidad de las proteinas pertenecientes a los 3 spots con expresién diferencial para el RMS,
(Tabla 8) resultd asociada a diversos procesos patologicos, de los cuales la literatura describe lo

siguiente:

Mucina 7, se expresa en las células epiteliales de la cavidad oral, glandulas salivales menores,
vias respiratorias y conjuntiva. Funciona como un agente antimicrobiano en la cavidad oral mediante la
interaccion con los microorganismos. Aglutina el virus del sida VIH-1 e inhibe la infeccion por el VIH debido
principalmente a los dos residuos de cisteina localizados en la regién N-terminal de MUCY. Por otra parte,
actua con actividad anti-candida a través de su dominio de histidina. Se expresa en el cancer de vejiga
durante la transformacion maligna de epitelio vesical en el carcinoma in situ pre-invasiva. Su expresion
aberrante esta bien documentada en una variedad de enfermedades inflamatorias y malignas. Desde un
punto de vista prondstico, sus alteraciones en la expresion de glicosilaciones estan asociadas con el

desarrollo y progresion de enfermedades malignas.’™

Desmogleina-3, es una proteina desmosdmica de la familia de caderinas; diversos estudios como
el de Czerwenka K. y cols.”® (2001) Comparan los patrones proteinicos 2-DE de tejido de céancer de
mama de muestras congeladas contra tejido normal. De los 34 geles que procesan, tan solo emplean 4
tumorales y 4 sanos debido a la calidad de los geles generados para su andlisis; ademas de las
proteinas que identifican como Receptor del factor de crecimiento (GFRs), incluidas ERBB2 (HER2) y
ERBB3 (HER3), identifican un elevado incremento en la expresion de desmogleina-3 expresadas solo

en las muestras tumorales malignas.

Con la misma intencién, Fukuoka en el 2007 evalua la expresion de desmogleina-3 en carcinoma
de células escamosas de pulmon, en donde observan un elevado incremento en su expresidn sobre esta
entidad respecto al adenocarcinoma de pulmén y pulmén normal, proponiendo con ello su asociacion como
marcador pronostico de pacientes con cancer de pulmén, asociando su alta expresién con un

comportamiento mas agresivo que en tumores atipicos.

De forma mas reciente, en el 2011 Porowska G, y cols.”® Miden la expresion de las isoformas de
Desmogleina-2 y 3 en carcinoma de células basales (CCB) comparandola con epidermis sin afeccion del

CCB; reportan una sobreexpresion significativa de desmogleina-2 y una disminucion en la expresion de



desmogleina-3 en CCB. Ellos sugieren que en piel humana, la desmogleina-2 parece mediar la adhesion al
estar mas asociada a proliferacion, mientras que la desmogleina-3 media la adhesion aparentemente en

asociacion con mas diferenciacion.

Patel V, et al. ” en un analisis protedmico de masas para conocer el patron molecular de la
progresion de cancer de cabeza y cuello encuentran la sobreexpresioén de Desmogleina-3 en carcinoma de

células escamosas de cabeza y cuello.

Trombospondina-1 (TSP1) &, es una glicoproteina de la matriz extracelular que influencia la
adhesion, motilidad y crecimiento, se ha confirmado que el incremento de su expresion suprime el
crecimiento tumoral y metéstasis de algunos tumores in vivo asi como la inhibicién de angiogénesis. Sin
embargo, esta sobreexpresién de TSP1 en algunos tumores causan un incremento en la progresion

tumoral.
Tamano muestral

Pese a que a la fecha no existen en la literatura reportes alusivos a estudios 2-DE de saliva en
RMS, la estimacién del tamafio de la muestra no fue posible; sin embargo con los resultados obtenidos

de nuestro estudio proponemos el siguiente ejercicio de calculo muestral:

Tamafio estimado para una muestra en comparaciéon con el valor hipotético (para 2 proporciones

dependientes) Calculado con programa STATA 11.1

Prueba Ho: p = 0.0096, donde p es la proporcién en la poblacion

Supuestos:
a = 0.0500 (dos colas) a = 0.0500 (dos colas)
poder = 0.9000 poder = 0.8000
p alternativa = 0.1700 p alternativa = 0.1700
Tamafio de muestra estimada requerida: Tamafio de muestra estimada requerida:

n = 18 para cada grupo n = 11 para cada grupo



Donde el valor de Ho es tomado del estudio y el valor de p alternativa es tomado del % de
variacién obtenido del ensayo con 2-D DIGE (16.2% disminuyen expresion + 0.8% incrementan

expresion RMS vs controles).

Por lo tanto, con base a este célculo, con un poder de 0.9 son necesarios 18 casos de RMS y 18

controles pareados.

Para el célculo con un poder de 0.8 son necesarios 11 casos de RMS y 11 casos de controles pareados.



CONCLUSIONES

El cancer es uno de los principales problemas de salud en muchas partes del mundo, el
desarrollo de métodos eficientes de diagnéstico representa uno de los enfoques mas prometedores para
reducir el constante incremento de casos aquejados en estadios avanzados. Pese a que existen
protocolos de diagnostico clinico, el desarrollo de pruebas moleculares de deteccidn seguras, eficaces y

no invasivas sigue siendo de urgente necesidad.

La protedmica estd abriendo nuevas vias para el descubrimiento en los liquidos bioldgicos de
biomarcadores proteinicos o peptidicos de enfermedad que puedan emplearse para el diagnostico, el
pronéstico o el seguimiento de las enfermedades. La combinacién de varios biomarcadores proteinicos o
peptidicos en un patrén especifico “huella molecular”, probablemente definira con mayor precisiéon una

determinada enfermedad, o una situacion clinica especifica.

En el caso particular, los biomarcadores proteinicos de asociacién a enfermedad en saliva han
resultado altamente prometedores y son Utiles hoy dia en la identificacién de enfermedades proximales a
la boca como infecciones periodontales, ulceras gastricas, hepatitis (B y C) y carcinoma oral de células
escamosas asi como, en la deteccion de enfermedades sistémicas no proximales como funcién ovarica,
adenocarcinoma de células renales, cancer de pulmon, cancer de mama, melanoma y diagnéstico de

VIH, entre otros.

Como se ha descrito, las técnicas de alta resolucion como 2-DE seguidas de DIGE o masas
permiten hacer un screening completo, y lograr con ello la evaluacion y andlisis de variaciones
individuales o colectivas dentro del proteoma, estas tecnologias actualmente permiten visualizar hasta
1000 proteinas diferentes en un momento particular, resultado de procesos de adaptacién celular,
cambio de estado fisico-patolégico, ajustes en vias metabdlicas, aumento o disminucion del tréfico

vesicular, etc.. lo que favorece un rearreglo del universo proteinico.

Los patrones proteinicos generados en 2-DE permiten visualizar algunos de estos cambios, sin
embargo, su identificacién es dependiente de que los cambios se presenten en una region del gel con
pocas proteinas y que los cambios en abundancia relativa sean grandes. Por ello, el abordajes 2-DE
favorece la busqueda sin prejuicios de cambios. Sin embargo, un paso determinante en el
procesamiento de la informacion consiste en definir cuales spots 0 manchas, corresponden a proteinas y

cuales son artefactos. En nuestra consideracion, esta etapa determina el tipo de resultados que se



obtienen, ya que define el universo de sefales (spots) que se identificaran como proteinas, que en

etapas posteriores se podran asociar y eventualmente definiran un estadio patoldgico.

Basandonos en nuestros resultados, cuya primera etapa consistio en generar las condiciones
estandarizadas para la subsecuente obtencion de 2-DE, logramos la identificacion de cambios en los
perfiles de expresion de proteinas salivales, sugiriendo la asociacion de estas proteinas y el rearreglo
bidimensional como resultado de las modificaciones o adaptaciones moleculares generadas por el

Rabdomiosarcoma. Sin embargo su confirmacion y asociacion es necesaria.

Estudios como estos, deberan abrir nuevas puertas a la utilizacién del proteoma salival como la
base para la obtencién de pruebas no invasivas de deteccion y control de enfermedades. Por ello, el
objetivo principal de la era post-gendmica seguira siendo el descubrir, que, cuéndo, doénde y cuantos de

los cambios expresados a nivel de proteinas puedan identificarse en fluidos corporales como la saliva.
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