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Resumen

Los tumores odontogénicos (TO’s) son lesiones que derivan de las células formadoras
de los drganos dentarios o sus remanentes celulares. Estas neoplasias pueden ser
benignas o malignas con variacion en su agresividad y su potencial para desarrollar

metastasis.

El mixoma odontogénico (MO) es una neoplasia interdsea benigna, asintomatica, poco
frecuente de crecimiento lento e infiltrativo que produce una extensa expansion de
corticales y destruccion ésea. Ocupa el tercer lugar en frecuencia, después del odontoma
y el ameloblastoma. Histoldgicamente el se caracteriza por presentar células estrelladas
y en forma de huso, orientadas al azar, y con un citoplasma alargado, con abundante
sustancia mucosa intercelular de tejido conectivo laxo eosinofilo inmerso en su

estroma.

La tendencia del MO a permanecer en los espacios de la médula 6sea hace efectivo el
tratamiento de lesiones pequefias con enucleacion y curetaje pero en lesiones de mayor

tamafo se recomienda la reseccion de la lesién con margenes de seguridad.

Debido a la similitud histomorfolégica con el componente ectomesenquimal del
desarrollo dental, varios autores han propuesto que el mixoma odontogénico puede
originarse del foliculo dental (FD), el ligamento periodontal (LP) , la pulpa dental (PD)

0 su precursora la papila dental (PD/PAD).

Hasta ahora hay pocos estudios sobre las proteinas implicadas en el comportamiento
biolégico del MO haciendo que el diagnostico se base principalmente en
consideraciones anatomicas, su relacién con oOrganos dentarios o en las similitudes

histologicas entre algunos tumores odontogénicos con las estructuras antes mencionados



Es por esto que este trabajo comparé los perfiles de proteinas del mixoma odontogénico con
los tejidos mesenquimales que se han propuesto como el origen de este tumor. Ademas se
comparo la expresion de la proteina 14-3-3 la cual se ha sugerido como un oncogen Yya que
interactia con muchas proteinas clave implicadas en el desarrollo y progresion de
diversos tumores tales como gastrico, hepatocelular , carcinomas de pulmoén de células
pequefias, carcinomas de células escamosas vulvares y orales (SCC) y carcinoma
basocelular. Se ha sugerido una relacion entre la proteina 14-3-3  con la tumurogénesis
oral ya que se ha observado un incremento en la expresion de la 14-3-3  en lesiones

premalignas y en carcinoma oral de células escamosas.

Cuatro OM y 15 muestras de los terceros molares extraidos quirurgicamente (14-25 afios de
edad) de los cuales se obtuvieron DF, DP, PL y DAP fueron adquiridos por el Departamento de
Cirugia Maxilofacial del Hospital Judrez de México. Las proteinas obtenidas a partir de estos
tejidos se analizaron mediante electroforesis en una y dos dimensiones y por ensayos de

Western blot utilizando anticuerpos contra la proteina 14-3-3.

Aunque estos resultados no son concluyentes se encontré que el perfil de proteinas de
OM vy del DF son similares lo que apoya la hipétesis de que esta lesion puede provenir
del FD. También se encontré que la proteina 14-3-3 se sobreexpresa en OM en
comparacion con el foliculo dental y mas ensayos deben de ser realizados para conocer

la funcion de esta proteina en este tipo de tumores.



Introduccion

Mixoma odontogénico

Los tumores odontogénicos son lesiones derivadas de las células formadoras de 6rganos
dentarios, en particular de células epiteliales, ectomesenquimales, mesenquiamales o

mixtos, y que son o han sido parte del aparato de formacion del diente [1]

El mixoma odontogénico (MO) es una neoplasia interésea benigna poco frecuente de
crecimiento lento e infiltrativo que produce una extensa expansion de corticales y
destruccién 6sea (Fig. 1) [1], usualmente asintomatica. Segun la clasificacion de los
tumores odontogeénicos del 2005 de la OMS, el mixoma odontogénico es considerado un
tumor de origen mesenquimal, con o sin la presencia de epitelio odontogénico [1,3],
caracterizado por escasas células fusiformes o estrelladas y en forma de huso, con
abundante estroma mixoide [1,2] y con un indice de recidiva de alrededor del 25% [1,3]
El MO fue mencionado por primera vez en la literatura por Thoma y Goldman en 1947
[3]. Hoy en dia, en muchos estudios se ha identificado como el tumor odontogénico que
ocupa el tercer lugar en frecuencia, después del odontoma y el ameloblastoma [1,4]. Sin
embargo, esta distribucién cambié radicalmente por la reclasificacion de tumores
odontogenicos de la OMS, cuando el tumor quistico queratinizante se incluyé como
tumor odontogénico, siendo ahora éste el tumor odontogénico méas frecuente,

desplazando al odontoma al segundo lugar. [4].

El MO puede ocurrir a cualquier edad, sin embargo es mas comun en la segunda y
tercera décadas de vida [1]. A pesar de que estudios afirman que no hay predileccién
por sexo, la OMS menciona una leve predileccion por el sexo femenino [1]. Asi mismo,
dos terceras partes de los mixomas odontogénicos se localizan en la mandibula, siendo
mas comunes en la region de los molares [1]. Por otra parte, no hay un consenso en la

literatura donde se diga que haya predileccion de alguna raza.



Figura 1 Paciente que presenta lesion intraoral con ligera asimetria facial. Imagen

facilitada por el servicio de Cirugia Maxilofacial del Hospital Juarez de México.



En un estudio realizado a nivel Latinoamérica se encontraron las siguientes estadisticas:
el MO se encontré en un gran rango de edades que van de los 9 a los 71 afios, con una
proporcién entre hombres y mujeres de 1:2.2, el 59.6 % de los casos que se investigaron
ocurrieron en la mandibula y 61.3% en la region posterior, 62.9% fueron multiloculares

y con una media del tamafio de 5.2 cm [4].

Clinicamente, el MO se puede observar como una masa blanca o gris con una apariencia
tipica de mucosa traslicida (Fig. 2). La consistencia de la lesién puede variar de
gelatinosa a firme, dependiendo de la cantidad de colageno que presente y pueden llegar

a ser visibles unas bandas blancas pequefas [1].

Su comportamiento clinico es asintomatico, hasta que la lesion llega a tener un tamafio
considerable, lo que puede causar una expansion dolorosa de las corticales [1]
parestesia y/o asimetrias [3]. EI MO es localmente agresivo causando resorcion
radicular (rizélisis) y desplazamiento de las raices de los dientes en el area donde se

localiza la lesion [3].

Radiogréaficamente, el MO presenta una imagen radiolicida (Fig. 3) muy variable:
unilocular o multilocular de tamafios variados, dando un aspecto de pompas de jabdn,
panal de abejas o raqueta de tenis y han sido reportados aspectos de rayos de sol cuando
la lesion perfora la cortical ésea [1-3], ocasionalmente con un fino trabeculado Gseo
curvo o recto [2], dandole a la lesion bordes usualmente bien definidos [1]. Las
caracteristicas radiograficas mas comudnmente encontradas son las lesiones

multiloculares [3].



Figura 2 . Aspecto intraoral del mixoma odontogénico. Se puede observar como una
masa blanca con una apariencia tipica de mucosa trasltcida. La consistencia de la lesion
puede variar de gelatinosa a firme, dependiendo de la cantidad de colageno que presente y

pueden llegar a ser visibles unas bandas blancas pequefias Imagen facilitada por el



Figura 3. Aspecto radiografico del Mixoma odontogénico. Imagen radiolicida
multilocular que abarca desde el angulo mandibular izquierdo hasta centrales inferiores

Imagen facilitada por el servicio de Cirugia Maxilofacial del Hospital Juarez de México.



El mixoma odontogénico, como muchas otras lesiones neoplésicas, presenta una
abundante matriz extracelular rica en sulfato de condoitrina y &cido hialurénico [5], la
cual contribuye a la apariencia edematosa de esta lesion, facilitando la difusién de

metabolitos y permitiendo la migracién y el crecimiento celular [6].

Histoldgicamente el MO se caracteriza por presentar células estrelladas y en forma de
huso, orientadas al azar [1], y con un citoplasma alargado, con abundante sustancia
mucosa intercelular de tejido conectivo laxo eosinofilo inmerso en su estroma (Fig. 4)

[3]. En ocasiones se encunara epitelio de origen odentogeénico y células cebadas [4].

Dado a su aspecto gelatinoso y el no ser una lesién encapsulada hace de suma
importancia la eficacia del tratamiento inicial [3]. La tendencia del MO a permanecer
en los espacios de la médula 6sea hace efectivo el tratamiento de lesiones pequefias con
enucleacion y curetaje [1], en cambio, las lesiones de mayor tamafio, debido a su
comportamiento infiltrante, se recomienda la reseccion de la lesion con margenes de
seguridad (0.5 cm) (Fig. 5). Son también citadas la aplicacidn de sustancias criogénicas
con el objetivo de anular el posible comprometimiento del margen de la lesion [2,7,8],
donde el nitrégeno liquido es el mas utilizado para cirugia criogénica en hueso, después

de la reseccion de la lesion.



Figura 4. Aspecto histologico del Mixoma odontogénico.
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Basados en la presencia ocasional de pequefias islas de epitelio odontogénico, su
recurrencia casi exclusiva en los maxilares y la similitud histomorfol6gica con el
componente ectomesenquimal del desarrollo dental, varios autores han propuesto que el

mixoma odontogénico puede originarse del foliculo dental [1].

También se ha postulado que el origen del MO pudiera ser el ectomesenquima
odontogénico de un diente en desarrollo o de células mesenquimales indiferenciadas del
ligamento periodontal [6,9,10]. Por otra parte, también las células de la pulpa dental
podrian ser consideradas como candidatas a ser precursoras de las células del MO, por
que comparten el mismo origen embrioldgico: la papila dental [5]. Ademas, la papila
dental y el foliculo dental son histoldgicamente similares al MO [11-13].
Asi, a pesar de que varios estudios se han realizado con el fin de definir el origen exacto
del MO, hasta el momento no hay una teoria universalmente aceptada sobre su probable

histogénesis [4].

La falta de marcadores especificos para confirmar el origen de todas las lesiones
odontogénicas, incluida la clasificacion actual de la OMS, hace que el diagnostico se
base principalmente en consideraciones anatomicas, su relacion con 6rganos dentarios
o en las similitudes histoldgicas entre algunos tumores odontogénicos con las
estructuras antes mencionados [14].
Hasta ahora, hay pocos estudios sobre las proteinas implicadas en el comportamiento
biolégico del MO. Por ejemplo, se ha demostrado un incremento en la expresion de las
proteinas anti-apoptéticas Bcl-2 y Bcl-X en comparacién con foliculo dental y la pulpa
dental [6,15]. Por otra parte, en un estudios mediante inmunohistoquimica se encontro
gue 90% de las células del MO tifieron positivamente para la deteccion de la
metaloproteinasa 2 (MMP-2) en comparacion con el 10% encontrado en el tejido

folicular dental y en pulpa dental [15], pero ninguna de las muestras de papila dental
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estudiadas fue inmunorreactiva para el anticuerpo contra MMP-2 [16]. También se ha
detectado a la metaloproteinasa 9 (MMP-9) en células tumorales del MO, lo que sugiere
que esta metaloproteinasa es importante para el comportamiento invasivo del MO [6].
Por otro lado, la inmunorreactividad a la metaloproteinasa 1 (MMP-1) se detecto en la
matriz extracelular del 66,67% de los casos de mixoma odontogénico, y en 75% de los
especimenes papila dental [16]. También se ha descrito que la concentracion de &cido
hialurénico en el MO es cuatro veces mayor que otros glicosaminoglicanos, tales como
el sulfato de condroitina, que se encontré en los tejidos mesenquimales de la pulpa
dental, ligamento periodontal y gingival, pero no en el foliculo dental [14].
Recientemente, mediante estudios de protedmica se encontré que la orosomucoide-1, asi
como GRP94, 14-3-3 zeta /delta y la proteina apolipoproteina-A se sobreexpresan en la

OM en comparacion con el foliculo dental [17].
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Figura 5. Aspecto macroscOpico postquirdrgico del mixoma odontogénico. En la

imagen se observa el aspecto gelatinoso de la lesion. Foto facilitada por el servicio de

Cirigia Maxilofacial del Hospital Juarez de México.
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Antecedentes del origen de los tumores odontogénicos

En la actualidad se sabe que las fuentes potenciales para el desarrollo de un tumor

odontogeénico son varias, donde se incluyen los siguientes [14]:

a)

b)

d)

f)

La ldmina dental pre-funcional (epitelio odontogénico con capacidad para

producir un diente), que es mas abundante en los terceros molares inferiores.

La lamina dental post-funcional, un concepto que cubre los restos epiteliales
como los de Serre, ubicados dentro del tejido gingival fibroso, las células
epiteliales de Malassez, que descansan en el ligamento periodontal, y el epitelio
reducido del 6rgano del esmalte, que cubre la superficie del esmalte hasta la

erupcion del diente.

La capa de células basales del epitelio gingival, que originalmente dan lugar a la

lamina dental.

La papila dental, el origen de la pulpa dental, que tiene el potencial de ser

inducidas a producir odontoblastos y sintetizar la dentina y/o material dentinoide

El foliculo dental.

El ligamento periodontal, el cual tiene el potencial de inducir la produccion de

fibras y material mineralizado.
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Odontogénesis

Debido a que los tumores odontogénicos son lesiones derivadas de elementos
epiteliales, ectomesenquimales, mesenquiamales o0 mixtos que son o han sido parte del
aparato de formacion del diente [1] es de gran importancia conocer el proceso de

desarrollo dental.

El inicio del desarrollo dental comienza al final de la quinta semana de gestacion
embrionaria [18], en donde se encuentran en contacto tejido epitelial y tejido del
ectomesenquima (Fig. 6A). Entonces, la lamina dental comienza la proliferacion de
manera intensa y localizada dentro del ectomesénquima (Fig. 6B). A esta fase se le
conoce como “‘etapa de iniciacion” [18], en la cual los procesos moleculares y celulares
que se llevan a cabo determinan el tipo y la posicion exacta de cada diente en las
mandibula y maxila en desarrollo [18]. Desde este punto, el desarrollo dental se realiza
en los siguientes tres estadios o etapas las cuales son: brote o yema, casquete y campana

(Fig. 6C-E).

La etapa de brote (Fig. 6C) es un estado proliferativo de las células epiteliales orales
inducido por el tejido mesenquimatoso, dando origen a la lamina dental, cuyas células
proliferan dentro del ectomesénquima de los maxilares y adquiere una forma
redondeada [18]. Gracias a esta formacion concava dentro del ectomesénquima, la
densidad celular aumenta, asi como la concentracion de varios factores de crecimiento
[18], lo que lleva a la formacion epitelial que semeja un casquete (Fig. 6D) sobre una
esfera de ectomesénquima condensado, lo cual es denominado papila dental. El
ectomesenquima que limita la papila dental y que encapsula el érgano dentario es
Ilamado foliculo o saco dental, siendo ésta la estructura que da origen a los

cementoblastos, osteoblastos y fibroblastos [18,19]. Aqui ocurre la transformacién de la
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forma semiesférica del casquete a una estructura semi-piramidal que se continta con la
ldmina dental en la punta del cono. Este evento inicia la morfogenesis dental, donde la
base del cono seré en el futuro la corona del diente [18]. El epitelio dentro del casquete
se caracteriza como el epitelio del esmalte interno, la parte exterior de la tapa esta

cubierta por el epitelio del esmalte externo [18].

La formacion del primer nudo marca el inicio de la fase de campana del desarrollo
dentario, ya que se desplaza el reticulo estrellado y adquiere la forma de una campana
(Fig. 6E). Los nudos, se colocan en las puntas de las invaginaciones epiteliales, para
coordinar la formacién y determinar la posicion y la altura de las cuspides
correspondientes a la corona [20], y el 6rgano del esmalte estd claramente separado de
la papila dental [18]. Durante esta etapa, las células se diferencian in situ, y la corona
toma su forma final [18]. Las células mesenquimales en la frontera de la pulpa dental se
unen a la membrana basal del epitelio interno del esmalte, adoptan una forma cilindrica
y se transforman en odontoblastos que producen y secretan colagena tipo I, la cual es el
mayor componente de la predentina, la cual a su vez es calcificada por la hidroxiapatita
y forma la dentina, esto en presencia de altas concentraciones de tenascina y fosfatasa
alcalina [18]. Inmediatamente después de la deposicion predentina, las células del
epitelio interno del esmalte toman una forma columnar y se diferencian en ameloblastos
gue comienzan a sintetizar y depositar prismas de pre-esmalte [21]. Las células de la
capa intermedia ayudan considerablemente al proceso de formacion del esmalte vy,
después de la erupcion dentaria, se transforman en la capa basal del epitelio de union.

En esta etapa, se desintegra lamina dental, dejando el diente "libre™ de epitelio.

16
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Foliculo dental

Como se menciono anteriormente, el foliculo dental (FD) es un tejido ectomesenquimal
que rodea al 6rgano del esmalte y a la papila dental del germen dental en desarrollo
[22]. El foliculo dental se distingue claramente de la papila dental, ya que hay mucho
més fibrillas de colagena ocupando espacios extracelulares entre los fibroblastos
foliculares, los cuales estdn orientados radialmente alrededor del 6rgano dental y de la
papila dental [23]. Tenemos entonces que las células mesenquimatosas que rodean al
diente (foliculo dental) se localizan adyacentes al 6rgano del esmalte (Fig. 7) migrando
periféricamente en los estadios de casquete y de campana desde el 6rgano del esmalte

hacia el foliculo para desarrollar cemento, hueso alveolar y ligamento periodontal [24].

Los foliculos dentales se caracterizan histol6gicamente por ser tejido conectivo fibroso,
con cantidades variables de epitelio, restos epiteliales, cambio mixoide y calcificacion.
Como punto diferencial histoldgico, los mixomas odontogénicos carecen de
revestimiento epitelial. Radiograficamente, los foliculos dentales estan bien delimitados,
se notan como zonas radiolucidas delgadas y semicirculares alrededor de los dientes no

erupcionados, suelen ser simétricos y de menos de 3 mm de espesor [25].
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Figura 7. Histologia del Foliculo o saco dental (DF). Papila (DP) dental, 6rgano

dental (DO).
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Ligamento periodontal

El ligamento periodontal es una delgada capa de tejido conectivo muy vascularizado
que rodea al diente uniendo al cemento con la ldmina dura del hueso alveolar. El
ligamento periodontal, como todo tejido conectivo denso, esta constituido por células,
fibras, y sustancia fundamental amorfa, ademas posee vasos y nervios.[26,27] El
ligamento periodontal, si bien es un tejido conjuntivo fibrilar, presenta una alta densidad
celular (Fig. 8). Los elementos celulares que lo forman son muy heterogéneos, aunque
predominan los fibroblastos que representan el 20% del total [28]. Desde el punto de
vista funcional podemos distinguir varias clases de células: formadoras, resortivas y
defensivas, ademas de células epiteliales de Malassez y células madre
ectomesenquimatosas (Fig. 8) [28]. Entre las células formadoras podemos encontrar
fibroblastos, osteoblastos y cementoblastos; dentro de las células resortivas estan
osteoclastos y cementoclastos y en las defensivas se encuentran macréfagos, mastocitos

y eosinofilos [28].

El ligamento periodontal tiene capacidad de regeneracion tras un dafio. La regeneracion
periodontal es un proceso complejo que requiere la coordinacion entre la proliferacion,
diferenciacion y desarrollo de varios tipos de células [29]. Durante el desarrollo del
diente, las células madre periodontales, originadas de las células del foliculo dental, son
capaces de diferenciarse para formar cemento radicular, ligamento periodontal y hueso
alveolar [29]. Algunas de estas células madre permanecen en el ligamento periodontal
después que el diente acabd su desarrollo. Durante la curacién de la herida periodontal
estas células madre junto con aquellas localizadas en la region perivascular del hueso
alveolar, son estimuladas a proliferar, migrar dentro del defecto y diferenciarse para

formar nuevos cementoblastos, fibroblastos del ligamento periodontal y osteoblastos. Si
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este proceso se realiza de forma sincronizada el resultado es un nuevo aparato de

soporte periodontal [29]

Algunas teorias sostienen que la histogénesis del mixoma odontogénico esta
relacionada con el ectomesenquima odontogénico de un diente en desarrollo 0 a las
células no diferenciadas del ligamento periodontal [6]. En un estudio realizado en el
2011 por Choi y colaboradores en Corea [26] remarco que las células mesenquimales no
diferenciadas en el ligamento periodontal son esenciales para la osteogénesis y
cementogeénesis de los tejidos periodontales y se pueden diferenciar en osteoblastos y
cementoblastos. El objetivo de esta investigacion fue observar la expresion de genes en
proliferacion y mineralizacion in vitro del ligamento periodontal, en el que encontraron

la expresion de varios genes (Tabla 1).

Cabe mencionar que el patron de expresion genética global de las células del ligamento
periodontal durante la formacion de la matriz 6sea y maduracion debe ser aclarada,
debido a que los genes reportados hasta el momento s6lo se observan en la etapa de

mineralizacion [26].
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Figura 8. Imagen representativa de la histologia del Ligamento Periodontal
(morado)
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Tabla 1. Expresion de genes en el ligamento periodontal

Gen Actividad

Protooncogen regulador del crecimiento, codifica proteinas del ndcleo
que se unen al ADN Yy facilitan su transcripcion.

ALP Marcador temprano de la diferenciacion de osteoblastos.
(S eI Muestra el inicio de la diferenciacion celular del ligamento
alcalina) periodontal.

BMPs Promueven la regeneracion 6sea y de tejidos periodontales.
(GHchESS BMP-2 y BMP-4 son expresadas por el RNAm del ligamento
laiele i periodontal y los fibroblastos gingivales durante la diferenciacion
0seas) celular.

ocC
(S COEIMGEVN Marcador de la etapa de mineralizacion

Regulador de crecimiento.
Parece preceder a la diferenciacién terminal, la muerte celular y la
diferenciacion de osteoblastos.
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Pulpa dental

Como se menciond anteriormente, durante la odontogénesis el mesénquima dental se
condensa alrededor del brote o yema formando dos columnas, la papila dental que

posteriormente es rodeada de epitelio dental y da origen a la pulpa dental (Fig. 9) [1]

La pulpa dental es una fuente rica en células madre mesenquimales, las cuales son muy
proliferativas y tienen el potencial de diferenciarse en mdltiples tipos celulares como
odontoblastos, osteoblastos, progenitoras neurales, condrocitos, y adipocitos, entre otros

[30].

Desde el punto de vista estructural, la pulpa dental es un tejido conectivo de la variedad
laxa ricamente vascularizado e inervado. En su periferia (union pulpa-predentina) se
ubican los odontoblastos (Fig. 9), que son células especializadas que se encargan de
sintetizar los distintos tipos de dentina. La pulpa esta formada por un 75% de agua y por
un 25% de materia organica. Esta Ultima estd constituida por células y matriz
extracelular representada por fibras y sustancia fundamental [28]. Las células que
podemos encontrar en este tejido son fibroblastos, odontoblastos, células
ectomesenquimales, macrofagos y células denditricas, asi como otros tipos de células

como linfocitos, células plasmaticas y en ocasiones eosinéfilos y mastocitos [28].

Hay teorias que sugieren el origen del MO a partir de la pulpa dental basadas en la

similitud histoldgica entre el MO y el ectomesenquima de la pulpa dental [6].
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Figura 9. Representacion histoldgica de la Pulpa Dental.

25



Proteomica

La protedmica es el conjunto de técnicas que permiten analizar el conjunto de proteinas
presentes en las células o tejidos en determinado momento, o sea, el proteoma. Estas
técnicas incluyen la electroforesis en geles de poliacrilamida de dos dimensiones (2D-
PAGE) y la espectrometria de masas (MS). La manera mas facil de hacer un estudio
protedmico es comparar los proteomas de dos condiciones y observar sus diferencias.
La deteccion y cuantificacion de proteinas diferenciales de células o tejidos nos permite
tratar de resolver preguntas como: ¢Qué funcidén tienen las proteinas?, ;Qué tipo de
modificaciones postransduccionales sufren las proteinas y cual es su funcion?, ;Cémo
varian las proteinas de una célula o tejido enfrentados a sus similares, pero en distintas

condiciones ambientales? [31].

En la actualidad el anélisis proteémico permite el estudio de las proteinas en tiempo y
espacio, ya que se ha desarrollado a un grado de poder analizar redes moleculares, y por

lo tanto, se pueden explicar fendmenos muy complejos como el cancer [32].

Este tipo de analisis permite conocer cuando las proteinas cambian su patron de
expresion dependiendo de las circunstancias del medio ambiente y, por lo tanto, del
estado fisiolégico en que se encuentre el organismo, esta informacidn esta siendo
aplicada a varios campos de la biologia y la medicina. De esta forma, dos 0 mas
condiciones diferentes de una célula, tejido u organismo (por ejemplo, un tejido sano y
otro enfermo) pueden ser comparadas y asi, identificar cambios en el patron de

expresion proteico, estos cambios pueden ser tanto cualitativos como cuantitativos.

El analisis de los proteomas, permite la identificacion de las funciones de las proteinas
involucradas en la patogénesis o en el envejecimiento celular, entre otros procesos [33].
Este tipo de analisis sirve para proponer modelos de interaccion molecular que
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expliquen la biogénesis de padecimientos y esta técnica también se utiliza para la
identificacion de marcadores para el diagnostico y prediccion de enfermedades [34,35],

asi como blancos para drogas o blancos terapéuticos [36].

Las aplicaciones de la protedmica en el cancer son muy diversas, esta herramienta ha
abierto el campo para hacer detecciones tempranas del cancer, para conocer el estatus de
cualquier célula o tejido en un proceso de enfermedad, para observar mutaciones de un
gen, alteraciones en la transcripcién y traduccién de un gen y la alteracion de los
productos proteicos de un gen, todos estos usos pueden servir como biomarcadores de
enfermedad [37]. Un ejemplo es que este tipo de estudios han servido para encontrar
biomarcadores en el carcinoma de células escamosas de glandulas salivales al comparar
la saliva de pacientes sanos con pacientes con ese tipo de tumor [38]. También se ha
empleado para descifrar las moléculas que se expresan en la progresion del epitelio

benigno a epitelio metastasico en el cancer de mama [39].
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Justificacion

Hasta el momento no se conoce cual es el tejido que da origen al mixoma odontogénico,
sin embargo algunos autores asocian las caracteristica histologicas del foliculo dental,
pulpa y ligamento con su posible origen [4,10], ignorando completamente las
diferencias moleculares entre estos tejidos y ain menos sus similitudes moleculares con
el mixoma odontogénico. Por lo cual, en este trabajo se propuso realizar andlisis de
protedmica de esos tejidos y asi poder analizar sus similitudes y diferencias

moleculares.
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Hipotesis

La comparacion de los perfiles de proteinas de los tejidos odontogénicos de origen
mesenquimal y el mixoma odontogénico podria dar informacion adicional sobre el
origen histoldgico de la lesion tumoral y posiblemente se puedan identificar proteinas
que pudieran involucradas con cualquier etapa de la tumurogénesis del mixoma

odontogénico.
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Objetivo general

Obtener los perfiles de proteinas de los tejidos odontogénicos de origen mesenquimal y
del mixoma odontogénico y analizar la expresion diferencial de alguna molécula con el

fin de sugerir el origen histolégico del MO.

Objetivos particulares

1. Obtener los perfiles de proteinas del mixoma odontogénico, el ligamento
periodontal, la pulpa dental y el foliculo dental.

2. Analizar los perfiles de proteinas y determinar que proteinas se expresan
diferencialmente en los tejidos analizados.

3. Caracterizar mediante anticuerpos la expresion y localizacion de alguna proteina

con expresion diferencial.
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Estrategia Exterimental

Mixomas odontogénicos, pulpa,
foliculo, papila dental y
ligamento periodontal

l

Extraccion de proteinas

l

Electroforesisen 1y 2
dimensiones

l

Analizar proteinas diferenciales

|

Western blot

31



Materiales y métodos

Obtencion de las muestras

Las muestras fueron proporcionadas por el servicio de Cirugia Maxilofacial del Hospital

Juarez de México.

Preparacion del tejido

Se obtuvieron muestras de foliculos dentales y dientes para extraer las proteinas de
pulpas dentales, papilas dentales y ligamentos periodontales, los cuales provinieron de
pacientes a los cuales se les realizo la extraccion de uno o varios terceros molares. El
tejido se separ6 del diente mineralizado o del hueso alveolar. Esos tejidos se lavaron
utilizando solucion fisioldgica y después se introdujeron en nitrogeno liquido y se

almacenaron a -70°C para realizar analisis electroforéticos o de Western blot.

Tincion con hematoxilina- eosina

Para el analisis microscopico, las muestras de tejido se fijaron en formol al 10%, se
procesaron por la técnica convencional de la parafina y se realizaron cortes de
aproximadamente 2 um de grosor con un micrétomo RM2145 (Leica Microsystems
AG). Posteriormente se realizo el desparafinado de las muestras mediante su incubacién
durante 20 min a 60 °C. Entonces, las muestras se sumergieron en xilol durante 10 0 15
min. Posteriormente, se hidrataron incubando 5 min consecutivamente con alcohol
absoluto, alcohol al 96% y alcohol al 70%. Seguido de ello, las muestras se lavaron con
agua destilada, y se introdujeron en hematoxilina (Vector Laboratories) durante 5 min,
enseguida se lavaron con agua destilada durante 2 min y finalmente se tifieron con
eosina alcohdlica (Vector Laboratories) durante 1 min. Posteriormente, se continto con

deshidrataciones utilizando alcohol al 70%, alcohol al 96% vy alcohol absoluto. Por
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ultimo, las muestras se montaron con resina sintética (Medio rapido de montaje, Vector

Laboratories) y los cortes se analizaron mediante un microscopio optico (Olympus).

Extraccion de proteinas

La preparacion de las muestras se baso en la extraccion selectiva de proteinas [40,41]
como se describe de forma breve. Las muestras se lavaron en solucion fisioldgica
comercial, se congelaron en nitrdgeno liquido y se pulverizaron mecénicamente.
Después, los tejidos se homogenizaron en amortiguador de muestra para
isoelectroenfoque (urea 7M, tiourea 2 M, CHAPS 4%, amortiguador IPG 2%, DTT 40
mM y agua MQ) en presencia de inhibidores de proteasas (Complete™ Roche
Germany). Posteriormente, las muestras se homogenizaron utilizando un sonicador. El
material insoluble fue removido mediante centrifugacion (20,000 xg por 5 min a 4 °C),
en donde el sobrenadante se conservé. Adicionalmente, las proteinas se precipitaron con

acetona-acido tricloroacético (TCA).

Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) en una dimension

La separacion de proteinas con base en su peso molecular se realizd mediante
electroforesis en una dimension utilizando geles de poliacrilamida al 10% en
condiciones desnaturalizantes (PAGE-SDS). Para ello, el gel separador se preparé con
los siguientes reactivos: acrilamida 12.5%, Bis-acrilamida 0.9%, Tris-HCI 1.5 M, pH
8.8, SDS al 0.1%, persulfato de amonio(PSA) 0.1% y 0.15% de TEMED; mientras que
el gel concentrador se prepard con acrilamida 29%, Bis-acrilamida 0.9%, Tris-HCI 0.5
M, pH 6.8, SDS al 0.1%, PSA 0.1% y 0.15% de TEMED; como amortiguador de
corrida se utilizd una solucion Tris 0.25 M, Glicina 1.9 M y 0.1% de SDS. La
electroforesis se llevd a cabo manteniendo un voltaje constante de 110 V (25

miliamperios) por 140 min.
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Después de la separacion de las proteinas en los geles de poliacrilamida, éstos se tifieron
durante 1 hora con azul de Coomassie al 0.05% en etanol al 50% Yy &cido acético al 10%
a temperatura ambiente y en agitacion. Para destefiir los geles, éstos se incubaron en
agitacion en una solucion de etanol al 5% y &cido acético al 7% hasta que las bandas de
las proteinas aparecieron azules sobre el fondo transparente. En ese momento, los geles
se transferirieron a un recipiente que contenia agua destilada y se realizé un registro

fotografico de la imagen.

Electroforesis en geles de poliacrilamida en dos dimensiones

Para analizar las proteinas en dos dimensiones, en primer lugar se llevd a cabo su
separacion con base en su punto isoeléctrico, esta separacion se realizé en las tiras pre-
elaboradas para electroforesis ya hidratadas (GE Healthcare) con la muestra utilizando
el aparato IPGphor 3(GE) (BIORAD). Posteriormente, se procedié a separar las
proteinas por su peso molecular mediante PAGE-SDS (12%), los cuales se tifieron con
azul de Coomassie coloidal (G250). Para comparar el tejido tumoral con respecto al
tejido sano, los geles de proteinas se analizaron con el software Image Master

(Amersham).

Western blot

Para el ensayo de Western blot, las proteinas se separaron mediante PAGE-SDS (10%)
como se mencionod anteriormente. Después, el gel se equilibré con el amortiguador de
transferencia (Tris 0.25M, Glicina 1.9M y 20% de metanol) durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Por otra parte, también se equilibré un papel de nitrocelulosa
(Amersham Biosciences) del tamafio del gel a transferir. Para la transferencia se utilizo
el sistema miniprotean 2 (Bio-Rad). Primeramente se formé un emparedado sujeto por
un folder de plastico con la parte oscura hacia abajo, con los siguientes elementos: una

fibra Scotch, luego un papel filtro previamente equilibrado en el amortiguador de
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transferencia sobre el cual se colocara el gel y luego la membrana de nitrocelulosa. A
continuacioén se agregaron dos papeles filtro, otra fibra Scotch y el folder se cerrd, y
éste se colocd en la camara de electroforesis, orientando la parte oscura del folder hacia
el polo negativo y el papel de nitrocelulosa hacia el polo positivo. Las proteinas del gel
se transfirieron al papel de nitrocelulosa a 150 V (400 mA) durante 30-45min (o bien
toda la noche a 30 mA) utilizando un bafio de hielo. Posteriormente, la membrana se
tiid con rojo de Ponceau por dos minutos para visualizar la proteinas transferidas,
después se destefio y se bloqued con PBS-Tween y leche descremada al 5% durante 1 h
a 37 'C 6 bien toda la noche a 4 "C. Enseguida, la membrana se lavé cuatro veces
durante 10 min con solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) y detergente (Tween) al
0.1%, se incubé con el anticuerpo primario contra la proteina 14-3-3 (1:2000) (Abcam,
UK) en PBS-Tween al 0.05% durante toda la nuche a 4 °C en movimiento. Entonces, la
membrana se lavd cuatro veces durante 5 min con PBS-Tween al 0.1% y se incubd con
un segundo anticuerpo anti IgG de conejo acoplado a peroxidasa (1:10,000) (Invitrogen,
USA) durante 1-2 h a 37 'C en movimiento. La membrana de nitrocelulosa se lavé cinco
veces durante 5 minutos con PBS-Tween al 0.1% y la unién antigeno-anticuerpo se
revel6 mediante quimioluminiscencia utilizando el sistema ECL plus (Amersham),

siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante.
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Resultados

Muestras obtenidas

Como se ha explicado previamente, hasta el momento el andlisis de los perfiles
proteicos de tumores odontogénicos son escasos, solo se han realizado mas
comunmente en otro tipo de tumores, como de mama y colon, entre otros. Por otra
parte, no se conoce con certeza cual es el tejido odontogénico que puede dar lugar al
MO. Por esos motivos, en este trabajo se analizé el perfil de proteinas del mixoma
odontogénico y de algunos tejidos dentales sanos, de los cuales se cree este tumor tiene

su origen.

Para lo cual se analizaron cuatro tejidos previamente diagnosticados con MO de
pacientes cuyas edades oscilaron entre los 15 y 35 afios. Las lesiones presentaron un
tamafio que iba entre los 5y 2 cms en el momento del acto quirdrgico. Sin embargo solo

se utilizaron para este estudio secciones de 1 cm cuadrado (Tabla 2.1).

Cinco foliculos dentales, cinco pulpas dentales, cinco ligamentos periodontales y cinco
papilas apicales de pacientes entre 14 y 25 afios de edad (tabla 2.2) a los cuales se les
realizd cirugia de extraccion del tercer molar en el servicio de cirugia maxilofacial del

Hospital Juarez de México.

36



Tabla 2.1

Caracteristicas clinicas de los pacientes con MO que participaron en este estudio.

No. Género
Caso

Femenino

Femenino

Femenino

Masculino

Femenino

Edad

<15

25

16

15

Tiempo
de
evolucion

8 meses

12 meses

7 meses

Localizacion

Mandibular
derecha

Mandibular
derecha

Maxilar
izquierdo

Mandibular
derecho

Rama
mandibular
derecha

Tratamiento

Reseccion en
bloque

Reseccion en
bloque

Reseccion en
bloque

Reseccion en
bloque

Enucleacion
y curetaje

Tamano

50 x40 x 15

22 x17x13

20x15x10

25 x 15x 10

30x25x8

37




Tabla 2.2

Tejidos dentales obtenidos de pacientes de cirugia de tercer molar

Género

Femenino

Masculino

Masculino

Femenino

Femenino

Masculino

Edad

22

10

14

17

17

15

PD

X

X X X X X
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Tinciones con hematoxilina y eosina

Para iniciar este estudio, lo primero que realizamos fue el analisis histolégico de las
diferentes muestras obtenidas mediante la tincion con hematoxilina y eosina de cortes
de los tejidos de estudio. La Fig. 10 muestra la vista macroscopica y microscépica de
todos los tejidos dentales sanos que se utilizaron para comparar con el mixoma
odontogénico. El foliculo dental se observdé como un tejido conectivo fibroso con
cantidades variables de epitelio de revestimiento, restos epiteliales, y con cambios
mixoides (Fig. 10 C, G), lo cual es la razon mas probable por la cual se puede
malinterpretan como mixoma odontogénico o como fibromixoma, segun lo reportado
por Kim J, Ellis GL [25].Por su parte, la papila apical (Fig. 10 D, H) consiste en piezas
de tejido mesenquimal inmaduro eliptico y bien circunscrito con una apariencia mixoide
uniforme. Microscopicamente se observan odontoblastos cuboidales o alargados y
matriz de dentina depositada por estos [25].La pulpa dental (Fig. 10 A, E) es un tejido
conectivo laxo ricamente vascularizado e inervado. Nosotros observamos células con
matriz extracelular representada por fibras y sustancia fundamental. Las células que se
pueden encontrar en este tejido son fibroblastos, odontoblastos, células
ectomesenquimales y otras [11].En el caso del ligamento periodontal (Fig. 10 B, F) se
puede observar tejido fibrilar el cual tiene una alta densidad celular. Los elementos
celulares que lo conforman son heterogéneos pero predominantemente tienen

fibroblastos con nucleos alargados y circulares [25].

En resumen, el analisis histoldgico mostré una estructuracion similar en los tejidos
analizados, donde las células estdn inmersas en una abundante matriz extracelular,

similar a lo observado en el mixoma odontogénico.
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Figura 10. Aspecto macroscopico (A-D) y microscopico (E-H) de los tejidos dentales
sanos.: pulpa dental (A,E), Ligamento periodontal (B,F), Foliculo dental (C,G) y papila

apical (D,H). Tinciones con hematoxilina y eosina 20X (E-H)
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Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) en una dimensién

Con el fin de poder observar similitudes y diferencias entre el MO vy los tejidos sanos a
nivel molecular, se analizaron sus perfiles proteicos. Inicialmente se analizd la
integridad de las proteinas extraidas de cada tejido mediante el corrimiento
electroforético en geles unidimensionales en condiciones desnaturalizantes (PAGE-
SDS).En la Fig. 11 se puede observar un gel de poliacrlamida-SDS al 10%, que
contiene el patrén proteico en una dimension, por duplicado, del MO, el foliculo dental
(FD), la pulpa dental (PD) el ligamento periodontal (LP) y la papila dental apical (PA).
En dicho gel se aprecia en cada una de las muestras la presencia de bandas con un rango
de <l14a >220 kDa, ademaés de la ausencia de algun barrido que sugiera degradacion
protéica, indicando una buena integridad de las diferentes muestras. Ademas, con
excepcion de la papila apical, se observa un patron similar entre las muestras del mismo
tipo de tejido, indicando la reproducibilidad de los patrones. Por otra parte, desde estos
ensayos podemos observar algunas proteinas que estan siendo expresadas de manera
diferencial entre las muestras (Fig. 11). Interesantemente, se puede apreciar algunas
bandas, por ejemplo las de X y Y kDa que estan siendo expresadas en mayor cantidad
en MO y FD con respecto a los demas tejidos (Fig 11, cabezas de flecha). Del mismo
modo otras bandas, por ejemplo las de X y Y kDa, se aprecian con mayor intensidad en
otros tejidos con respecto a MO y FD (Fig. 11, flechas). Esos resultados mostraron que
el patron proteico en una dimension de MO y FD son mas similares entre si y
ligeramente diferentes con respecto a los patrones de los otros tejidos, sugiriendo que el

FD pudiera ser el tejido que puede dar origen al MO.
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Figura 11 Electroforesis unidimensional de los tejidos analizados. Los
geles SDS-PAGE muestran la integridad de los extractos proteicos totales
obtenidos de las biopsias. Mixoma odontogénico (MO), foliculo dental
(FD), pulpa dental (PD), ligamento periodontal (LP) y papila apical (PA).
Las cabezas de flecha indican algunas bandas que son compartidas entre
MO y FD, que no estan presentes 0 que estan en menor catidad en los
demas tejidos. Las flechas indican bandas proteicas ausentes o disminuidas

en MO y FD, pero presentes en otros tejidos.
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Perfiles protedmicos en dos dimensiones del mixoma odontogénico y

los tejidos dentales sanos.

Una vez calculada la cantidad total de proteinas de cada una de las muestras, se
continud con la obtencion del proteoma de las mismas. Los extractos proteicos de
muestras de los tejidos sanos y del tumor se analizaron mediante electroforesis en geles
bidemensionales (Fig. 12) . Para ello, primero se realiz6 el isoelectroenfoque de las
proteinas utilizando tiras pre-elaboradas de poliacrilamida (GE Healthcare) con un
gradiente de pH de 3 a 10. Posteriormente, las proteinas se separaron de acuerdo con su
peso molecular en geles de poliacrilamida-SDS al 10%. Finalmente, los geles se tifieron
con azul de Coomassie coloidal (G250). Se realizaron geles en dos dimensiones para

cada uno de los tejidos analizados, junto con su duplicado.

Se observa una adecuada resolucion y enfoque de los puntos, ademéas de patrones
similares y reproducibles. Se aprecian una gran cantidad de puntos en los pesos de 70 a

15 kDa y poca abundancia de puntos por arriba de 70 KDa.
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Figura 12.1 Perfil proteébmico en 2D obtenido del foliculo dental. Los extractos
proteicos de muestras de FD se analizaron mediante electroforesis en geles
bidemensionales. Para ello, primero se realizo el isoelectroenfoque de las proteinas
utilizando tiras pre-elaboradas de poliacrilamida (GE Healthcare) con un gradiente de
pH de 3 a 10. Posteriormente, las proteinas se separaron de acuerdo con su peso
molecular en geles de poliacrilamida-SDS. Finalmente, los geles se tifieron con azul de
Coomassie coloidal (G250). En el cual se observa una mayor concentracion de proteinas

en los pesos que van de 15 kDa hasta 55 kDa y con un pH aproximado de 4 a 9.

44



Pulpa dental 10

kDa pH

85—
70—

30— > s
20— - _
o . .
- - a
10—

Figura 12.2 Perfil protedmico en 2D obtenido de la pulpa dental apical. Los extractos
proteicos de muestras de PD se analizaron mediante electroforesis en geles
bidemensionales. Para ello, primero se realizo el isoelectroenfoque de las proteinas
utilizando tiras pre-elaboradas de poliacrilamida (GE Healthcare) con un gradiente de
pH de 3 a 10. Posteriormente, las proteinas se separaron de acuerdo con su peso
molecular en geles de poliacrilamida-SDS. Finalmente, los geles se tifieron con azul de
Coomassie coloidal (G250). En el cual se observa una mayor concentracion de proteinas

en los pesos que van de 15 kDa hasta 55 kDa y con un pH aproximado de 4 a 9.
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3 Ligamento periodontal 10

Figura 12.3 Perfil protedmico en 2D obtenido del ligamento periodontal. Los extractos
proteicos de muestras de LP se analizaron mediante electroforesis en geles
bidemensionales. Para ello, primero se realizd el isoelectroenfoque de las proteinas
utilizando tiras pre-elaboradas de poliacrilamida (GE Healthcare) con un gradiente de
pH de 3 a 10. Posteriormente, las proteinas se separaron de acuerdo con su peso
molecular en geles de poliacrilamida-SDS. Finalmente, los geles se tifieron con azul de
Coomassie coloidal (G250). En el cual se observa una mayor concentracion de proteinas
en los pesos que van de 15 kDa hasta 55 kDa y con un pH aproximado de 4 a 9 y una

acumulacion importante de proteinas en los pesos de 30 a 55 kDa.
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Figura 12.4 Perfil proteémico en 2D obtenido de la papila dental apical. Los extractos
proteicos de muestras de PA se analizaron mediante electroforesis en geles
bidemensionales. Para ello, primero se realizo el isoelectroenfoque de las proteinas
utilizando tiras pre-elaboradas de poliacrilamida (GE Healthcare) con un gradiente de
pH de 3 a 10. Posteriormente, las proteinas se separaron de acuerdo con su peso
molecular en geles de poliacrilamida-SDS. Finalmente, los geles se tifieron con azul de
Coomassie coloidal (G250). En el cual se observa una mayor concentracion de proteinas

en los pesos que van de 15 kDa hasta 55 kDa y con un pH aproximado de 4 a 9.
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Figura 12.5 Perfil proteémico en 2D obtenido del mixoma odontogénico. Los extractos
proteicos de muestras de MO se analizaron mediante electroforesis en geles
bidemensionales. Para ello, primero serealizd el isoelectroenfoque de las proteinas
utilizando tiras pre-elaboradas de poliacrilamida (GE Healthcare) con un gradiente de
pH de 3 a 10. Posteriormente, las proteinas se separaron de acuerdo con su peso
molecular en geles de poliacrilamida-SDS. Finalmente, los geles se tifieron con azul de
Coomassie coloidal (G250). En el cual se observa una mayor concentracion de proteinas

en los pesos que van de 20 kDa hasta 55 kDa y con un pH aproximado de 3 a 8.

48



Anélisis comparativo de los perfiles de proteinas del tejido tumoral y los tejidos

dentales sanos

Con los perfiles protedmicos obtenidos se procedio a realizar el analisis comparativo de
los tejidos dentales sanos contra el tejido obtenido de los mixomas odontogénicos para
ello primero se realiz6 un conteo de las proteinas en todos los tejidos (Tabla 3) , en
donde pudimos observar que el tejido que presentaba mas proteinas expresadas era el
tejido tumoral con 336 puntos , seguido de la pulpa dental con 288 (Fig. 13 C), el
ligamento periodontal con 250 puntos (Fig. 13 B), la papila apical presenté 222 puntos
(Fig. 13 D) y el tejido con la menor cantidad de proteinas expresadas fue el foliculo

dental con 220 proteinas expresadas (Fig. 13.A).

Con los perfiles protedmicos obtenidos se procedio a realizar el andlisis para identificar
los puntos que contaran con variabilidad en la expresion de las proteinas presentes en
las biopsias. Debido a que estudios previos han mostrado la similitud que existe entre el
mixoma odontogénico y el foliculo dental este trabajo se enfoco en sélo realizar el
analisis comparativo entre estos dos tejidos. Se obtuvieron 21 puntos que presentaron
diferencias consistentes en tamafio y numero de pixeles por area, 6 de ellos se
encontraron sobreexpresados en el foliculo dental y 15 con sobreexpresion en el

mixoma odontogénico(Fig. 14).
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Tabla 3

Muestra

No. de puntos

Papila Apical

Foliculo dental

Ligamento Periodontal

Pulpa Dental

Mixoma

220

222

250

288

336
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Figura 13 Conteo de proteinas encontradas en los perfiles de proteinas en geles
bidimensionales las cuales se muestran en circulos rojos donde se puede observar que el
tejido que presentaba mas proteinas expresadas era el tejido tumoral con 336 puntos ,
seguido de la pulpa dental con 288 (Fig. 13 C), el ligamento periodontal con 250 puntos
(Fig. 13 B), la papila apical presentd 222 puntos (Fig. 13 D) y el tejido con la menor
cantidad de proteinas expresadas fue el foliculo dental con 220 proteinas expresadas

(Fig. 13.A).
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Figura 14 Puntos identificados en el analisis comparativo de los proteomas del
mixoma odontogeénico y el foliculo dental en los cuales se obtuvieron 21 puntos que
presentaron diferencias consistentes en tamafio y numero de pixeles por area. 6 de ellos
sobreexpresados en el tejido dental sano (flechas verdes) y 15 sobreexpresados en el
tejido tumoral (flechas rojas). En circulo naranja se indica la posible localizacion de la

proteina 14-3-3 en el mixoma odontogénico la cual aparentemente no se sencuentra en

el perfil del foliculo dental.
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Comprobacion de la expresion diferencial de la proteina 14-3-3.

En un estudio reciente realizado por nuestro grupo de trabajo, se encontrd que una
proteina con expresion diferencial entre MO y FD es la proteina conocida com 14-3-3
[17], la cual podria estar jugando un papel importante en el comportamiento bioldgico
del MO. Para analizar la expresion de esta proteina en los diferentes tejidos de estudio,
se realizaron ensayos de Western blot sobre diferentes muestras de MO, FD, PD, LP y
PA usando un anticuerpo policlonal especifico contra esa proteina. En estos ensayos, el
anticuerpo reconocié en las muestras de MO una banda de 26 kDa (Fig. 15),
aproximadamente el peso molecular reportado para esta proteina [17]. Sin embargo, esta
5banda no fue reconocida en ninguno de los tejidos dentales sanos (Fig. 15). Para
descartar que la ausencia de reconocimiento de la proteina 14-3-3 en los tejidos sanos
fuera debido a que esas muestras contenian una menor cantidad de extracto, como
control interno se realizaron ensayos de Western blot con un anticuerpo anti-actina. Este
anticuerpo reconoci6 una banda de aproximadamente 42 kDa con similar intensidad en
todas las muestras, indicando que en todos los carriles se coloco aproximadamente la
misma cantidad de proteinas totales y que la proteina 14-3-3 esta sobre expresada por el

tejido.

Al realizar un analisis comparativo entre los proteomas del mixoma odontogénico y del
foliculo dental, encontrada s6lo en el mixoma odontogénico con un pH aproximado de
4.73 como lo marca la literatura (Uniprot) y con un peso de aproximadamente 24 kDa.

(Fig. 14 circulo naranja)
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Figura 15. Western blot de la proteina 14-3-3 en todos los tejidos estudiados donde se
puede observar su expresién en ambas muestras de mixoma odontogénico (MO) y su
aparente falta de expresion en los tejidos dentales sanos foliculo dental (FD), pulpa

dental (PD) , ligamento periodontal (LP) y papila dental apical (PA)
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Discusion

Los tumores odontogénicos son lesiones que derivan de los tejidos formadores de
dientes o sus remanentes, los cuales quedan dentro de los tejidos mandibulares o dentro
de los tejidos blandos. Estas neoplasias pueden ser benignas o malignas con variacion

en su agresividad y su potencial para desarrollar metastasis [14]

La ultima edicion sobre la clasificacion de los tumores odontogénicos fue realizada
tomando en cuenta el diagnostico por inmunohistoquimica, biologia molecular, estudios

genéticos y fue publicada en el afio 2005 por la OMS [1]

Los tumores odontogénicos varian su presentacion clinica e histopatoldgica y
basandonos en ello, algunos son agresivos y otros no [42]. Entre los tumores
odontogénicos benignos se encuentran el ameloblastoma, el tumor odontogénico
quistico queratinizante y el mixoma odontogénico, entre otros: Estos tumores, a
diferencia de los tumores odontogénicos malignos, no presentan atipia celular ni
metastasisl [1]. Sin embargo, a pesar de que los primeros son habitualmente
asintomaticos, su crecimiento puede expandir la mandibula y causar movilidad de los
dientes, ademas de pérdida de hueso, por lo que se consideran localmente invasivos. A
nivel microscopico, los tumores odontogénicos tienden a mostrar rasgos similares a los
de las celulas o tejidos de origen y pueden ser de tejido epitelial, mesenquimatoso o

ambos [1,43].

Para comprender y apreciar el origen de los tumores odontogénicos es necesario
comprender la odontogénesis normal, lo que involucra el desarrollo del complejo de la
ldmina dental hasta la desintegracion total de esta estructura epitelial. Hasta ahora se ha
incrementado la evidencia que muestra que los residuos del proceso odontogénico

juegan un papel en la histogénesis de los tumores odontogénicos y y de quistes. Por
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otra parte, el desarrollo de los dientes involucra diferentes estados como son la
iniciacion, morfogénesis y la citodiferenciacion, los cuales son controlados por estados
secuenciales y reciprocos entre la interaccion de epitelio y mesenquima [44]. En este
sentido, desde su primer descripcion en 1947 por Thoma y Goldman la naturaleza del
MO ha sido tema de controversia. Varios estudios han sido realizados para definir su
origen preciso, pero hasta hoy no existe una teoria universalmente aceptada acerca su
histogénesis [1]. Hasta ahora, las teorias sobre su origen han sido basadas en las
similitudes histoldgicas entre esta neoplasia y tejidos como el foliculo dental, la pulpa
dental, el ligamento periodontal y la papila apical [5,6,9,10,11,12], pero no hay hasta el
momento ninguna evidencia contundente para determinar cual o cuales de ellos pueden

dar origen al MO.

Debido a las similitudes histoldgicas entre el MO vy los tejidos mencionados, cada uno
de ellos ha sido utilizado previamente para compararlos molecularmente con el MO,
aunque cada uno por separado. Esos estudios han mostrado por ejemplo en el MO un
incremento de algunas moléculas como Bcl-2 , Bcel-x [6,11,15] , metaloproteinasas
[1,4,45], acido hialurénco [5,14], la proteina 14-3-3, alipoproteina [17], vimentina, p53

y MIB-1 [11].

Sin embargo, los reportes anteriores solo indican la expresion diferencial de esas
moléculas, pero no han dado informacion certera sobre el origen de este tumor. En este
trabajo, para tratar de dilucidar el posible origen del MO nos propusimos hacer una
comparacion global de las proteinas expresadas por este tumor con respecto a las
proteinas presentes en los diferentes tejidos que han sido propuestos como posible
origen del MO. Esto debido a que la protedbmica es una poderosa herramienta que nos
permite analizar la expresion proteica global, incluyendo algunas modificaciones

postraduccionales, de un tipo celular, tejido u organismo en un momento o condicion
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especifica. De hecho, esta metodologia, al comparar tejidos tumorales con su
contraparte de tejido sano ha permitido descubrir diversas proteinas que pueden
participar en los mecanismos moleculares involucrados en la génesis o desarrollo de
celulas malignas. Esta informacion se ha utilizado para determinar las vias activas de
sefializacion e identificar diversas moléculas con papel de biomarcador, blancos
terapéuticos, o bien como posibles factores pronosticos [46]. En el caso del MO, para
poder utilizar con confianza esta metodologia, primero se debe determinar el o los

tejidos sanos que pueden dar origen a esta neoplasia.

Los resultados obtenidos en este trabajo indicaron que el perfil proteico del MO
presenta muchas diferencias con respecto a los tejidos sanos analizados. Sin embargo, el
perfil del MO presentd mayor similitud con el perfil FD que al de los otros tejidos
analizados. Este resultado pudiera sugerir que el MO posiblemente se origina del FD,
aungue no se puede descartar que también pudiera originarse a partir de cualquiera de
los otros tejidos. De cualquier manera, estos resultados avalan la comparacion proteica
realizada entre MO y FD por nuestro grupo de trabajo, donde se encontro la expresion

diferencial de la proteina 14-3-3, orosomucoide 1 y apolipoproteina [17].

Debido a que no se puede descartar completamente que el MO puede originarse de otros
tejidos sanos, en este trabajo analizamos la expresion en todos ellos de una de las
proteinas halladas con expresion diferencial entre el MO vy el FD, la proteina 14-3-3
[17]. Mediante ensayos de Western blot confirmamos que la proteina 14-3-3 se expresa
en el mixoma odontogénico, pero no FD ni en los otros tejidos dentales sanos,
indicando que esta proteina, que participa en diversos eventos de sefializacién, pudiera

tener un papel importante en el desarrollo y/o en el comportamiento biologico del MO.
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14-3-3 es una familia de proteinas diméricas de 28 a 33 kDa altamente conservadas que
estan expresadas en organismos eucariontes y son muy abundantes en el cerebro [47],
donde fueron identificadas por primera vez a finales de 1960 [48]. En mamiferos la
familia de las proteinas 14-3-3 esta compuesta por siete subtipos llamados B3, Y, €, (, 6,
ny o [49] Estas proteinas tienen un papel importante en una amplia gama de procesos
bioldgicos tales como la transduccidén de sefiales, el control del ciclo celular, el
transporte vesicular, la replicacion del ADN, la reparacién del ADN, la apoptosis, el
metabolismo celular, la organizacion del citoesqueleto y la transformacion maligna [50-
54]. Ademas,estudios previos sugirieron que 14 -3-3 podria ser un oncogen [55], ya que
interactia con muchas proteinas clave implicadas en el desarrollo y progresion de
diversos tumores [56] .Entre los procesos que son relevantes para la biologia del cancer
y que estan reguladas por la proteina 14-3-3 se incluyen la progresion del ciclo celular,

la apoptosis y la sefializacion mitogénica [57].

De todas las isoformas de 14-3-3, la 14-3-3c ha sido mas directamente relacionada con
el cancer. Su expresion esta restringida a células epiteliales y aumenta durante la
diferenciacion epitelial. 14-3-3c es un importante mediador de la actividad supresora de
tumores de p53, y, presumiblemente, de BRCA1 [58-60]. En ausencia de 14-3-3c, las
células irradiadas experimentan catastrofe mitdtica y muerte celular [60]. Se cree que
14-3-30 puede funcionar como un supresor del tumor mediante la inhibicion de la
progresion del ciclo celular . La inactivacion de 14-3-3¢ se produce en muchos niveles,
y la alta frecuencia de la inactivacion de 14-3-3c en diversos tumores indica que tiene
un papel crucial en la tumorogénesis [57]. La inactivacion por silenciamiento
epigenético de 14-3-3c ha sido detectado en varios tipos de tumores, tales como gastrico
[61], hepatocelular [62], carcinomas de pulmon de células pequefias [63], carcinomas de

células escamosas vulvares y orales (SCC)[64,65] y carcinoma basocelular [66].
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Por otra parte, 14-3-3¢ y 14-3 3( estan involucrados en la regulacion del ciclo celular
durante el desarrollo [67]. 14-3-3( se requiere para la segregacion cromosoémica durante
la mitosis [57].La sobre expresion de la proteina 14-3-3( incrementa la migracion
celular y disminuye la adhesion celular mediante la activacion de la via TGF-
beta/Smads, lo que lleva a la sobre regulacion de ZFHX1B/SIP-1, perdida de E-
cadherina y transicion epitelio-mesenquimal. Ademas, la sobre expresion de 14-3 3 zeta
asociada con la baja en la regulacion de p53 incrementa el riesgo de tumurogénesis

[68,69]

Adicionalmente, la 14-3-3 { tiene un papel importante en algunos canceres cominmente
resistentes a quimioterapia, como el linfoma difuso de células B y el cancer prostético.
La disminucion de la expresion de 14-3-3 mediante ensayos con RNA interferente
(IRNA) han mejorado la sensibilidad de células tumorales a la induccién del agente
quimioterapéutico en el mieloma mdltiple, el linfoma difuso de células B grandes, la
leucemia promielocitica aguda, el cancer de pulmon, cancer de prostata, hepatoma y
cancer de mama [70-76].Interesantemente, también se ha sugerido una relacién entre la
proteina 14-3-3 { con la tumurogénesis oral, ya que en ensayos de inmunohistoquimica
se ha observado un incremento en la expresion de la 14-3-3 { en diferentes estadios de
tumurogénesis oral. Lesiones premalignas orales presentan una tincion intensa en el
69% de los casos analizados, mientras que los casos del carcinoma oral de células
escamosas se presentd tincion intensa en el citoplasma y moderada en el nucleo en el
79% de los casos lo que los llevé a concluir que la sobre expresion de 14-3-3 ( ocurre
en etapas premalignas del cancer oral como en la hiperplasia y su expresién se mantiene
durante la evolucion de la tumurogénesis. [77]. Por otra parte, en el carcinoma de
células escamosas de cabeza y cuello, la expresion de la proteina 14-3-3 ( ocurre del 30

al 40% de los casos examinados [78], ademas en ensayos silenciamiento de 14-3-3 (
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mediante RNAI se suprime significativamente la tasa de crecimiento de las lineas

celulares del carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello [50].

Tradicionalmente, los productos de oncogenes mutantes o sobre expresados han sido
elegidos como posibles blancos de farmacos anticancerosos [79,80], sin embargo, estos
pueden tener la desventaja de estar limitados a un nimero relativamente pequefio de
casos de un tipo particular de cancer. Ademas, la activacion de vias de sefalizacion
paralelas o la mutacion de la proteina especifica podria llevar a la resistencia de los
tumores contra los inhibidores especificos [81].La induccion farmacoldgica de la
apoptosis [82], o la supresion del punto de control mediante la inhibicion de toda una
clase de proteinas (en este caso, las proteinas 14-3-3), podria ser una estrategia que
podria ser utilizada para dirigirse especificamente a las células tumorales y a la vez
eludir el desarrollo de células tumorales resistentes. Como se ha descrito anteriormente,
la activacion de 14-3-3 generalmente inhibe el ciclo celular y previene la apoptosis. La
interferencia terapéutica de la 14-3-3 puede dar lugar a una mayor proliferacion y
aumento de la sensibilidad a la apoptosis. Ambos efectos probablemente aumentarian la
eficacia de los farmacos convencionales contra el cancer, ya que son selectivos para las
células que proliferan rapidamente y son menos eficaces en las células resistentes a la

apoptosis [57].

Con estos antecedentes se puede sugerir que la proteina 14-3-3 podria estar jugando un
papel importante en el desarrollo del MO, aungue es necesario encontrar su funcion
bioldgica precisa en esta neoplasia, y en su caso, poder eventualmente dirigir farmacos
contra la actividad de esta proteina que pudiera tener un efecto terapéutico en este tipo

de tumor.
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Conclusion

Nuestros resultados mostraron que los perfiles de proteinas de OM y DF son similares,
apoyando la hipétesis de que el MO podria provenir de DF y no de la DP, PL o PA. Por
otra parte, mediante ensayos de Western blot se detectd la expresion de la proteina 14-3-
3 sblo en el tejido tumoral. Las propiedades y funciones de 14-3-3 en este tumor no
estan claras, aunque la evidencia actual sugiere una participacion importante de esta

proteina en el comportamiento bioldgico del MO.
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