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RESUMEN

Los tumores odontogénicos son entidades patolégicas derivadas de restos

epiteliales del aparato formador de los dientes.

Dentro de los tumores odontogénicos mas frecuentes se encuentra ameloblastoma,
que se caracteriza por ser un tumor benigno, sin embargo, localmente agresivo y

con un alto indice de recidiva.

En México es frecuente que este tipo de lesiones sean detectadas de manera tardia
debido a multiples causas, entre ellas, miedo por parte de los pacientes y mal
diagndstico; lo cual tiene una repercusion directamente proporcional en tratamientos

quirurgicos altamente invasivos.

Uno de los principales problemas es la falta de pruebas especificas para la
deteccion temprana de estas lesiones, que sean ademas minimamente invasivas y

con un alto grado de certeza.

El siguiente aspecto a tratar es la busqueda de biomarcadores precisos (genes o
proteinas) participes en el desarrollo, progresion y comportamiento de dichas
lesiones, con la finalidad de brindar la oportunidad de obtener un diagnéstico precoz

e incluso marcadores genéticos especificos con fines terapeuticos.




El objetivo de este proyecto es encontrar biomarcadores en los secretomas de
células ameloblasticas que puedan, ademas, ser encontrados en saliva o suero
hematoldgico; con la finalidad de facilitar el diagndstico a través de pruebas
minimamente invasivas que requieran simplemente de un par de muestras de saliva

o sangre del paciente; algo similar al término de biopsia liquida.

De obtener resultados positivos se abriria la posibilidad de contribuir con el
diagndstico, pronostico e incluso tratamiento, ante la posibilidad de encontrar y

establecer blancos terapéuticos genéticos especificos de estas lesiones.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

1.1. Tumores Odontogénicos

Los tumores odontogénicos (TO) son un grupo heterogéneo de tumores con
diversas caracteristicas histopatolégicas y manifestaciones clinicas. El espectro de
comportamiento bioldgico de esas lesiones incluye proliferacion hamartomatosa,
tumores benignos agresivos y no agresivos, y tumores malignos. (Buchner A,

Merrell PW, 2006)

Se trata de una serie de neoplasias derivadas de elementos epiteliales,
ectomesenquimatosos y/o mesenquimatosos del aparato formador de los

dientes.(Luo & Li, 2009)

1.2. Clasificacion Tumores Odontogénicos

A lo largo de la historia y tras descubrirse una amplia variedad de lesiones
neoplasicas cuyo origen se presumia estaba relacionado a la odontogénesis, surgi6

la necesidad de dividir y clasificar dichas lesiones.

En 1869, el médico y profesor francés de patologia y cirugia clinica, Pierre Paul
Broca, redact6é una monografia sobre la clasificacién de tumores que también incluia
la clasificacion de los TO se incluyeron quistes odontogénicos y tumores

osteogénicos fibrosos en la clasificacién, sin embargo, el término odontoma
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permanecid como la designacibn comun para cualquier tumor de origen

odontogénico.(Hans Peter Philipsen & Reichart, 2006)

Fue en el afio de 1971 cuando lvor Kramer y Jens Pindborg redactaron y publicaron
la entonces primera edicidon de la clasificacion TO, quistes y lesiones aliadas. La
clasificacion de la OMS de los tumores epiteliales de la mandibula (1971) se baso6
en el comportamiento con una amplia division de las lesiones en tumores "benignos"
o "malignos". La tipificacion histologica de la OMS de TO, quistes de la mandibula
y lesiones aliadas, desde la primera edicion, 1971, incluyé tres divisiones
principales: "neoplasias y otros tumores relacionados con el aparato odontogénico",
"neoplasias y otras lesiones relacionadas con los huesos" y "quistes

epiteliales".(Main, 1985)

Posteriormente en 1992, aparecioé una segunda ediciéon: "Mecanografia histolégica
de TO", en la cual, la categoria benigna se subdivide en tres grupos: lesiones en las
que existe un epitelio odontogénico sin ectomesénquima odontogénica
(morfolégicamente identificable); lesiones en las que ambos elementos son
identificables (algunas lesiones en este grupo muestran cambios inductivos que
conducen a la formacion de uno o mas de los tejidos duros dentales) y lesiones en
las que parece predominar el ectomesénquima odontogénico. En esta se realizaron
cambios en la seccion sobre ameloblastomas, incluyendo nuevas variantes como
ameloblastoma desmoplasico y keratoameloblastoma. (Kramer, Pindborg, & Shear,

1993)
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A principios de 2002, Philipsen y Reichart actualizaron una revision de la segunda
clasificacion, para esta clasificacion se basaron en el comportamiento biolégico de
las lesiones, y fueron clasificadas en: benignas, malignas y no neoplasicas. La
clasificacion fue aprobada en la conferencia editorial y de consenso celebrada en
Lyon, Francia (OMS /IRAC) en julio de 2003 junto con la preparacion del nuevo libro
azul de la OMS vy la genética de los tumores de cabeza y cuello.(Reichart &

Philipsen, 2004)

Actualmente la OMS ha publicado una cuarta edicion de la clasificacion de estas
lesiones en 2017, en la cual resaltan los siguientes cambios dentro de la
clasificacion de algunas lesiones como: el tumor odontogénico queratoquistico
regreso a su clasificacion previa con el nombre de queratoquiste odontogénico. El
quiste odontogénico calcificante y su variante sdlida se incluyé como una entidad
separada con el termino de tumor dentinogénico de células fantasma, en la
clasificacion, el quiste odontogénico calcificante se retomé como quiste

odontogénico y su variante soélida como tumor benigno.(Speight & Takata, 2018)

Previamente el quiste odontogénico ortoqueratinizado era considerado como una
variante del queratoquiste, razon por la cual no era incluido en las ediciones previas
de la clasificacion de la OMS sin embargo en la 4° actualizacién ha sido incluida

como una lesion distinta.
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Respecto a los tumores odontogénicos, su abordaje ha sido mas reducido y
simplificado respecto al de las clasificaciones previas y se han incluido tres nuevas
lesiones, se trata de: Carcinoma odontogénico esclerozante, tumor odontogénico

primordial y el carcinosarcoma odontogénico.

Actualmente la clasificacion segun la OMS 2017 (EI-Naggar et al., n.d.), es la
siguiente:

a) Tumores Odontogénicos malignos, subdivididos en:

1. Carcinomas odontigénicos tales como son el carcinoma ameloblastico,
carcinoma intrauréico primario, carcinoma odontogénico esclerosante, el carcinoma

odontogénico de células clasras y carcinoma odontogénico de células fantasma,
2. Carcinosarcoma odontogénico
3. Sarcomas odontogénicos

b) Tumores odontogénicos epitiales benignos como son ameloblastoma y sus
variantes, incluyendo el ameloblastoma metastatizante, tumor odontogénico
escamoso, tumor odontogénico epitelial calcificante, tumor odohtogénico

adenomatoide

c) Tumores odontogénicos de epitelio mixto, benigno y mesenquimal como son el
Fibroma ameloblastico, Tumor odontogénico primordial, Odontoma y sus variantes,

Tumor de células fantasmas dentindgenas

d) Tumores odontdgenos mesenquimales benignos, entre los que se encuentran
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Fibroma odontogénico, el Mixoma odontogénico / mioxofibroma 'y

Cementoblastoma y Fibroma osificante del cemento.

1.3. Epidemiologia

Con el fin de establecer la incidencia y prevalencia de estas lesiones, a lo largo de
los afios se han realizado diversos estudios, sin embargo, se cree que estas

pueden variar debido a la alta diversidad genética y cultural.(Avelar et al., 2011)

A continuacion, abordaremos los estudios mas representativos con el fin de

idealizar la epidemiologia de los TO a nivel mundial.

Rafael Avelar y cols realizaron una extensa revision literaria a través de las bases
de datos PubMed,Ovid, EMBASE, y Cochrane Library; abarcando el periodo de
enero de 1960 a enero de 2010, en la cual se realizd la compilacion de 19 articulos
con reportes de incidencia de TOs (Tabla 1). Se encontraron un total de 8544 TOs.
Los resultados mostraron una baja frecuencia de TOs malignos. El tumor mas
frecuente fue el ameloblastoma (39,6%), seguido del odontoma (20,1%) y el TO
queratocistico recién incluido (13,8%). En la Tabla 1, se muestran las principales

lesiones encontradas en este estudio.(Avelar et al., 2011)
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Male-Female Maxilla-Mandible

Author Country  Cases WIIO  OT More Common* % Malignant OTs Ratio Ratio
Luo and Li® China 1309 2005 AME 9.73 127:1¢ 1:3.89¢
Avelar et al’ Brazil 238 2005 AME 0 1.33:1 12,05
Adebayo et al® Nigeria 318 1992 AME 1.26 1.35:1¢ 1:4.411
Fernandes et al'® Brazil 340 1992 AME 1.18 1:1.23 1:1.901
Jing et al" China 1642 2005 AME 4.74 127:1+ 1:3.831
Ladeinde et al" Nigeria 319 1992 AME 345 1.03:1 1:4.081
Lu et al** China 759 1992 AME 6.32 128:1 1:3.224
Moskeda-Taylor et al'®  México 349 1992 Odontoma 1.15 1:125¢ 1:1.03
Oschenius et al'® Chile 362 1992 Odontoma 1.1 1:1.15 1:1.14
Odukoya'? Nigeria 280 1992 AME 5.19 1:1.27 1:5.561
Okada et al'® Srilanka 220 1992 AME 2.65 1:1.11 1:3.911
Olgac et al® Turkey 527 1992 AME 1.26 1:1.07 1:1.94+
Santos et al'® Brazil 127 1992 Odontoma 0 1:1.76 1.36:1
Tawfik and Zyada®® Egypt 82 2005 AME 3.65 1.15:1 1:4 .85
Tamme et al*! Estonia 75 1992 Odontoma 1.33 1:1.68% 1:1.61
Sriram and Shetty™ India 250 1992 AME 1.2 1.19:1 14.76
Simon et al* Tanzania 116 1992 AME 2.59 1:1.09 Unknown
Arotiba et al®* Nigeria 415 1992 AME 2.34 1.10:1 1:2.88+
Buchner et al' Canada 1088 1992 Odontoma 0.46 1.07:1 Unknown
Present study (world) — 8364 2005 AME 2.66 1.13:1 1252

WHO, World Health Organization.
*Odontogenic keratocyst deleted.

TP = (035 1,27-10,12-24

TABLA 1 Incidencia de tumores odontogénicos reportados en diversos estudios a nivel global de 1992 - 2005.

En México se realizé un estudio retrospectivo de 349 casos, de los cuales 345

resultaron benignos (98,8%) y los 4 restantes eran malignos (1. 1%) de los cuales

3 eran carcinomas intradseos primarios y 1 un ameloblastoma maligno. Los

tumores mas frecuentes fueron el odontoma (34,6%), el ameloblastoma (23,7%),

el mixoma (17,7%), el tumor odontogénico adenomatoide (7,1%) y el quiste

odontogénico calcificante (6,8%). (Mosqueda-Taylor et al., 1997)
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1.4. Ameloblastoma

En el presente estudio el TO de nuestro interés es el amelolastoma, debido a que
hemos trabajado y realizado los experimentos pertinentes para la obtencion de
secretomas de esta lesion, con la finalidad de detectar y establecer cuales son las

proteinas secretadas por las células presentes en dicha entidad patologica.

El ameloblastoma es la neoplasia odontogénica mas comun. Se ha observado que
esta lesion es localmente agresiva con alta propension a la recidiva, se especula
que surge de los restos del epitelio odontogénico, el revestimiento de los quistes

odontogénicos y de la capa basal de la mucosa superpuesta. (Mallick, 2002)

De acuerdo con Thoma el ameloblastoma podria surgir de las células epiteliales
debido a: 1) Alteracion del tejido del esmalte o que lo forma; 2) de los restos
celulares del érgano del esmalte durante el desarrollo de los dientes o0 mas tarde;
3) epitelio odontogénico; 4) del epitelio superficial; 5) de epitelio desplazado en

otras partes del cuerpo. (Taylor, 1968)

El ameloblastoma es un tumor invasivo localmente benigno, con tendencia a
reaparecer, metastatizar y someterse a una transformacion maligna. La recurrencia
parece depender de varios factores como el método de tratamiento de la lesion
primaria, la extension de la lesion y el lugar de origen. Las tasas de recurrencia
también varian segun los procedimientos utilizados para tratar la lesion primaria.

Varios autores han encontrado una tasa de recurrencia del 55 al 90% para todos los
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ameloblastomas tratados con conservador (enucleacién y curetaje). Sin embargo,
la incidencia de recurrencia después de la reseccioén radical es del 5 al 15%. (H. P.

Philipsen & Reichart, 1998)

1.4.1. Caracteristicas clinicas

El ameloblastoma representa el primer lugar de incidencia entre los tumores
odontogénicos de la maxila y mandibula, es decir, el 39.6% de todos los tumores

odontogénicos.(Avelar et al., 2011)

El pico de incidencia es de los 20 — 50 afios de edad. (Regezi, Kerr, & Courtney,
1978) La distribucion entre hombres y mujeres es igual. ElI 80% de los
ameloblastomas ocurren en la rama mandibular.(Ackermann, Altini, & Shear, 1988)

mientras que el 20 % remanente ocurre en la maxila (Appel & Verbin, 1985)

El ameloblastoma multiquistico o convencional puede tener un amplio crecimento e
infiltrar estructuras adyacentes, ademas, tiene alta capacidad de recidiva e incluso
una variente histologica capaz de presentar metastasis. Cabe mencionar que el
ameloblastoma multiquistico tiene un peor pronodstico que el ameloblastoma

uniquistico.(Williams, 1993)
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1.4.2. Caracteristicas histopatologicas

Los ameloblastomas se clasifican en cuatro grupos; Unicistico, soélido o

multiquistico, periférico y maligno.

El ameloblastoma unicistico es esencialmente una lesion "quistica" con una

proliferacion intramural o intraluminal.(Robinson & Martinez, 1977)

Histolégicamente tiene tres caracteristicas significativas: 1) Las células columnares
se asemejan a los ameloblastos que ocupan la capa basal; 2) Nucleos
hipercromaticos con un citoplasma atipico vacuolado y 3) Epitelio similar al reticulo
estrellado. Usualmente son menos agresivos que los ameloblastomas

solidos.(Robinson & Martinez, 1977) (Figura 1y 2)

FIGURA 1 Aspecto microscopico ameloblastoma solido 100x
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FIGURA 2 Aspecto microscopico ameloblastoma solido 200x. Se observan islotes
de células similares a las del reticulo estrellado, dispuestas en empalizada, con
nucleos hipercromaticos y polarizacion inversa.
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1.4.3. Caracteristicas radiograficas

La radiologia y la localizacion son factores clave para diagnosticar correctamente el
ameloblastoma. Radiografia simple, radiografia panoramica, tomografia
computarizada (TC) y la resonancia magnética (RM) se utilizan como herramientas

diagndsticas.

Los hallazgos radiograficos pueden incluir la expansion de la placa cortical con
margenes festoneados, multiloculares o en pompas de jabdon y apariencia con
reabsorciones radiculares (Fig. 3a y4a). Las TC se utilizan para delinear tejidos
blandos de la lesion, la erosion del hueso y la extension del tumor en estructuras
adyacentes (Fig. 3c y 4c), las RM no son utiles para tumores dificiles, utilizadas para

detectar los bordes y la consistencia de la lesion. (Minami et al., 1992)

1.4.4. Tratamiento

La cirugia es el tratamiento de eleccién para los ameloblastomas. El tratamiento
abarca desde cirugia conservadora hasta procedimientos radicales, que incluyen
radioterapia, legrado y enucleacion. La cirugia incluye: extirpacion de al menos 1
cm de hueso normal mas alla de los margenes del tumor (Fig. 3b y 4b).(Muller &
Slootweg, 1985) También pueden ser considerados bordes de tejidos blandos en el

momento de la reseccion para posteriores estudios de las secciones congeladas
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con el fin de garantizar y confirmar la eliminacion completa del tumor.(Williams,

1993)

La radioterapia rara vez se utiliza como tratamiento primario. Algunos autores creen
que la radioterapia debe ser utilizado para casos inoperables (Miyamoto, Brady,
Markoe, & Salinger, 1991) . Otros investigadores abogan por que la radioterapia en
conjunto con la cirugia puede tener un lugar en el manejo de pacientes
seleccionados con recurrencia. Cuando la primera escision es inadecuada y el tejido
blando esta involucrado o se observan margenes quirurgicos positivos, una dosis
total de radioterapia 5000 cGy postoperatoria se debe administrar (Pinsolle , J.

Michelet, 1995).

El ameloblastoma tiene variantes clinicas, radiograficas y microscoépicas, en el
presente proyecto se analizé la variante de ameloblastoma sdlido la cual cumple lo

anteriormente descrito.
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FIGURA 3 Ameloblastoma solido/multiquistico. a) Se observa la apariencia radiografica como
una lesion radioltcida. Multilocular que abarca la rama y angulo mandiular derecho y rizoclasia
en los molares.b) Apariencia de la lesion posterior al tratamiento quirtrgico de reseccion en
bloque. c) TAC en la que se observa el alto indice de infiltracién y destruccién 6sea provocado
por la lesion.
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FIGURA 4 Ameloblastoma uniquistico. a) Radiograficamente se observa una zona radioltcida con bordes
gue no estan bien definidos en zona maxilar izquierda y desplazamiento dentario. b) Apariencia de la lesion
posterior al tratamiento quirdrgico de reseccion en bloque. c) TAC en la que se observa el alto indice de
infiltracién y destruccion ésea provocado por la lesion.
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1.5. Caracteristicas celulares y microambiente

Dentro de la tipificacion de los rasgos y cambios que existen en las células y
microambiente del tumor podemos encontrar distintas alteraciones, debido a que
las células neoplasicas tienen defectos en los circuitos reguladores que gobiernan
la proliferacién celular normal y la homeostasis. (Hanahan & Weinberg, 2000) entra

las que destacan las descritas a continuacion.

1.5.1. Capacidad Adquirida. Autosuficiencia en sefales de crecimiento

Las células normales requieren sefiales de crecimiento mitogénico (GS) antes de
que puedan moverse de un estado inactivo a un estado proliferativo activo. Estas
sefales son transmitidas a la célula por receptores transmembranales que unen
clases distintivas de moléculas de sefializacién: factores de crecimiento difusibles,
componentes de matriz extracelular y moléculas de adhesion / interaccion de célula
a célula.(Hanahan & Weinberg, 2000) Sin embargo, las células tumorales generan
muchas de sus propias senales de crecimiento, reduciendo asi su dependencia a la
estimulacién del microambiente tisular normal. Esta liberacidn de la dependencia de
las senales derivadas de forma exdgena interrumpe el mecanismo homeostatico
que normalmente opera para la regulacion del comportamiento adecuado de los

diversos tipos de células dentro de un tejido.
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Mientras que la mayoria de los factores de crecimiento mitogénicos solubles (GFs,
por sus siglas en inglés growth factors) se hacen por un tipo de célula para estimular
la proliferacién de otro proceso conocido como sefalizacion heterotipica, muchas
células cancerosas adquieren la capacidad de sintetizar GFs a las que son
sensibles, creando un bucle de sefalizacidon de retroalimentacion positiva a menudo

denominada estimulaciéon autocrina.(Hanahan & Weinberg, 2000)

Lo anterior indica que la fabricacion de GF por una célula tumoral evita la

dependencia del mismo por otras células dentro del tejido.

Los receptores de la superficie celular que transducen las sefales estimuladoras
del crecimiento en el interior de la célula son los mismos objetivos de la
desregulacion durante la patogénesis del tumor. Los receptores de GF, que a
menudo llevan actividades de tirosina quinasa en sus dominios citoplasmicos, estan
sobreexpresados en muchos canceres. La sobreexpresion del receptor puede
permitir que la célula cancerosa desarrolle una hiperrespuesta a los niveles
ambientales de GF que normalmente no desencadenarian la proliferacion.(Hanahan

& Weinberg, 2000)

Las células cancerosas también pueden cambiar los tipos de receptores de la matriz
extracelular (integrinas) que expresan, favoreciendo a los que transmiten sefiales

de crecimiento. (Lukashev & Werb, 1998)
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Estos receptores bifuncionales unen fisicamente las células a la matriz extracelular,
la unién exitosa a grupos especificos de la matriz extracelular permite receptores de
integrina transducir las sefiales dentro del citoplasma que influyen en procesos tales

como la motilidad celular, resistencia a la apoptosis y le entrada a ciclo celular activo.

Se habla también de la desregulacién de vias de sefalizacion de crecimiento y
proliferacion. Una via de sefalizacion se describe como un grupo de moléculas de
una célula que trabajan juntas para controlar una o mas funciones de las células,
tales como la multiplicacion celular o la muerte celular. Después de que la primera
molécula en una via de sefalizacion recibe una senal, ésta activa a las otras
moléculas. Este proceso se repite hasta que la ultima molécula se activa y la célula

realiza la funcion.

1.5.2. Capacidad Adquirida. Insensibilidad a las sefales de crecimiento

En un tejido normal, operan multiples senales antiproliferativas para mantener la
quiescencia celular y la homeostasis del tejido; estas sefiales incluyen inhibidores
de crecimiento solubles como inhibidores inmovilizados incrustados en la matriz

extracelular y sobre las superficies de células cercanas.

Las senales de crecimiento pueden bloquear la proliferacion mediante dos
mecanismos distintos. Las células pueden ser forzadas fuera del ciclo proliferativo

activo a entrar en estado de reposo (Go) y reactivarse en alguna ocasion futura
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cuando las senales extracelulares lo permitan. Alternativamente, las células pueden
ser inducidas a renunciar permanentemente a su potencial proliferativo al ser
inducidas a entrar en estados postmitdticos, usualmente asociadas con la
adquisicion de rasgos especificos asociados a la diferenciacion.(Hanahan &

Weinberg, 2000)

Las células tumorales por su parte poseen la apacidad de evadir estas sefales
antiproliferativas. Uno ejemplo claro esto es el caso del retinoblastoma donde ha

sido reportada la interrupcion de la via pRb.

Gran parte de los circuitos que permiten que las células normales respondan a las
senales de crecimiento se asocia con el reloj del ciclo celular, especificamente los
componentes que gobiernan el transito de la célula a través de la fase G1 de su
ciclo de crecimiento. Las células monitorean su ambiente externo durante este
periodo y, sobre la base de sefales detectadas, deciden si proliferan, permanecen
inactivos o entran en un estado postmitotico. A nivel molecular, muchas y quizas
todas las sefales antiproliferativas se canalizan a través de la proteina

retinoblastoma (pRb) y sus dos familiares, p107 y p130. (Weinberg, 1995)

La interrupcion de la via pRb libera E2Fs y, por tanto, permite la proliferacién celular,
haciendo que las células sean insensibles a los factores de crecimiento que
normalmente operan a lo largo de este camino para bloquear el avance a través de

la fase G1 del ciclo celular. (Moses, Yang, & Pietenpol, 1990)

30



1.5.3. Capacidad Adquirida. Evadir apoptosis

La capacidad proliferativa de las poblaciones de células tumorales no esta solo
determinada por la velocidad de proliferacion celular sino también por la tasa de
desgaste celular, representado principalmente por la muerte celular programada

(apoptosis).

La maquinaria apoptética puede ser ampliamente dividida en dos clases de
componentes: sensores y efectores. Los sensores son responsables de monitorear
el ambiente extracelular e intracelular para condiciones de normalidad o
anormalidad que influyen en si una célula debe vivir o morir. Estas sefiales regulan
la segunda clase de componentes, que actuan como efectores de la muerte

apoptética. (Lotem & Sachs, 1996).

Los sensores intracelulares monitorizan el bienestar de la célula y activan la via de
la muerte en respuesta a la deteccidn de anomalias, incluyendo dano al ADN,
desequilibrio de senalizacion provocado por la acciéon oncogénica, insuficiencia de

factores de supervivencia o hipoxia.(Evan & Littlewood, 1998)

Ademas, la vida de la mayoria de las células se mantiene, en parte, por las sefales
de supervivencia basadas en la adhesion celular y celulares, cuya abrogacion

provoca la apoptosis. (Giancotti & Ruoslahti, 1999)

Los efectores finales de la apoptosis incluyen una serie de proteasas intracelulares

denominadas caspasas. (Thornberry & Lazebnik, 1998) Estas caspasas
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desencadenan a su vez la activacion de otras caspasas efectoras que ejecutan el
programa de muerte celular, mediante la destruccion selectiva de subestructuras

celulares y organulos y del genoma.

La inactivacién funcional de la proteina supresora de tumores p53, se observa en
mas del 50% de los canceres humanos y resulta en la eliminacién de un
componente clave del sensor de dafno del ADN que puede inducir la cascada

efectora apoptotica. (Harris, 1996)

La inactivacion de p53, un componente de los circuitos de sefnalizacion apoptotica,
conlleva a un crecimiento tumoral rapido con un bajo numero de células

apoptéticas.(Symonds et al., 1994)

1.5.4. Capacidad Adquirida: Potencial Repetitivo llimitado

Las capacidades adquiridas anteriormente mencionadas, la autonomia de la senal
de crecimiento, inestabilidad a las sefales de crecimiento y la resistencia a la
apoptosis, conducen a un desacoplamiento del programa de crecimiento de una

célula en las senales de su entorno.

Los primeros trabajos de Hayflick demostraron que las células en cultivo tienen un

potencial replicativo finito.(Hayflick, 1997)
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Una vez que las poblaciones celulares han progresado a través de cierto numero

de duplicaciones, dejan de crecer, entrando a un proceso de senescencia.

Peculiarmente, la mayoria de los tipos de células tumorales que se propagan en
cultivo parecen estar inmortalizados, lo que sugiere que el potencial replicativo
ilimitado es un fenotipo que se adquirié in vivo durante la progresion tumoral y fue
esencial para el desarrollo de su estado de crecimiento maligno. Esto indica que en
algun momento durante la progresion tumoral, le evolucion de las poblaciones
celulares premalignas agota sus duplicaciones permitidas y rompe la barrera de

mortalidad adquiriendo un ilimitado potencial replicativo.

1.5.5. Capacidad Adquirida: Angiogénesis Sostenida

El oxigeno y los nutrientes suministrados por los vasos sanguineos son cruciales
para la correcta funcion y supervivencia celular. Durante la organogénesis, esta
cercania esta asegurada por el crecimiento coordinado de vasos sanguineos y
parénquima. Una vez que se ha formado el tejido el proceso de angiogénesis es
transitorio y bien regulado debido a la dependencia de los capilares cercanos;
pareciera que las células que proliferan dentro del tejido tendrian la capacidad
intrinseca de estimular el crecimiento de los vasos sanguineos, sin embargo, la
evidencia dicta lo contrario. Las células presentes en lesiones proliferativas

aberrantes carecen inicialmente de capacidad angiogénica, limitando de esta
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manera su capacidad de expansion. Para progresar a mayor tamafo, las neoplasias
deben entonces desarrollar capacidad angiogénica. (Bouck, Stellmach, & Hsu,

1996)

1.6. Analisis de expresion protéica

Las proteinas son los efectores finales de los procesos que suceden en las células,
por lo que el estudio protedmico es la manera mas adecuada de analizar los
procesos bioldgicos que tienen lugar en un organismo, asi como de comprender los

mecanismos moleculares subyacentes a dichos procesos.
1.6.1. Secretomas

El término "secretoma” o "secretémico" se utiliza para describir el estudio global de
todas las proteinas secretadas por una célula, un tejido o un organismo en un
momento dado y bajo ciertas condiciones; este término fue utilizado por primera vez
en 2000 por Tjalsma en un estudio de proteinas secretadas por la bacteria Bacillus

subtilis.(Tjalsma, Bolhuis, Jongbloed, Bron, & van Dijl, 2000)

En biologia de sistemas se hace gran énfasis en las interacciones célula-célula
debido a que los fendmenos fisiolégicos pueden ser orquestados por la diafonia
celular que se produce cuando las células secretan sustancias, secretoma, incluidas
las proteinas/péptidos y la matriz extracelular para la sefializacién hacia otras

células. (Tjalsma et al., 2000)
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En organismos superiores, la secrecidn de proteinas es un proceso relativamente

complejo y altamente regulado que involucra diferentes rutas.

Las proteinas secretadas son moléculas activas. Algunos de estos productos
secretados también se utilizan como agentes terapéuticos, por ejemplo,la insulina.
El secretoma también refleja el estado funcional de una célula en las circunstancias
dadas. De hecho, una célula puede secretar diferentes proteinas (o en diferentes
proporciones) estimulos y mensajes que recibe. Por ejemplo, los linfocitos B
secretan una variedad de inmunoglobulina (IgM, IgG, IgA) dependiendo del

antigeno o estimulos externos.(Askonas, 1975)

Las proteinas secretadas tienen un papel importante en muchos procesos
fisiolégicos y patolégicos. Esto hace que sea una fuente potencial ideal para la
investigacion o biomarcadores para blancos terapéuticos de muchas enfermedades

tales como cancer.(Chenau, Michelland, & Seve, 2008)

En el caso del cancer, la interaccion célula-célula se produce entre el tumor y las
células huésped, asi como entre patdégenos y células hospedadoras. Por ejemplo,
las masas tumorales crean un estado de inmunosupresion donde las células
tumorales y las células huésped se contrarrestan entre si para obtener la maxima

supervivencia (Ochsenbein, 2002).

Aunque ya se sabe que muchos péptidos / proteinas, incluyendo hormonas y

citoquinas son liberadas durante la interaccion célula-célula-patégeno (Gupta,
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Harkin, Kawakubo, & Maheswaran, 2004), el mecanismo sistémico por el cual las
células, asi como los patdégenos y sus células huésped interactuan esta lejos de ser
completo. Los métodos tradicionales de caracterizacion del secretoma implican
obtener proteinas / péptidos liberados del medio de células in vitro/ cultivo de
patdgenos y luego analizar sus propiedades in vivo.(Friis, Pin, Pearson, & Wells,

2005)

El secretoma es un elemento clave para conocer y entender el microambiente
tumoral ya que en este se encuentran todas las proteinas que son secretadas por
las células tumorales, en este caso, células ameloblasticas, por lo cual es de gran
importancia estudiar a fondo cuales son las proteinas involucradas en los
ameloblastomas, las interacciones que llevan cabo y la funcién de cada una y aso6
especular sobre el binomio de interaccidon proteica relacion-funcion y explicar el

comportamiento y caracteristicas que confieren a estas lesiones.

1.6.1.1. Vias de secrecidon

Las proteinas son secretadas por las células a través de tres lineas principales: la

via clasica, canales no tradicionales y por medio de exosomas (Figura 5).

Las proteinas secretadas por la via clasica tienen un péptido senal en su extremo
N-terminal de 15 a 30 aminoacidos de orientacion para ser secretada. Este péptido

sefal dirige la proteina a través del reticulo endoplasmico, y luego se escinde. La
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proteina madura es transportada entonces a través del aparato de Golgi y después
a la membrana plasmatica en las vesiculas. Posteriormente se fusionan con la
membrana y por lo tanto permiten la liberacion de las proteinas por exocitosis en

forma soluble en el medio extracelular.

Las proteinas secretadas de acuerdo con la via no clasica no tienen sefal y por
tanto son secretadas por diferentes mecanismos que no impliquen ni el reticulo o el
aparato de Golgi. Las proteinas pueden secretarse a través de los transportadores
de membrana (Por ejemplo: FGF-1 y -2), mediante el reciclaje endosomal de
vesiculas preexistente, seguido por exocitosis convencional (por ejemplo: IL-1 beta,
HMGB1) o por un mecanismo de flip-flop, es decir, una translocacion de proteinas
de la capa interna de la membrana plasmatica a la capa exterior (por ejemplo:

HASPB). (Nickel, 2003)

La tercera via secretora corresponde a la liberacidn de proteinas en exosomas. Los
exosomas corresponden a la exocitosis de vesiculas de membrana que contienen
de proteinas expresadas de forma ubicua, tales como enzimas del metabolismo
intracelular, proteinas del citoesqueleto o proteinas chaperonas.(Pisitkun, Shen, &

Knepper, 2004)
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FIGURA 5 Vias de secrecion. Las proteinas son secretadas por las células a través de tres lineas principales:
la via clasica (por medio de pétidos sefial), via no clasica por medio transportadores de membrana y canales
no tradicionales y la tercera via por medio de exosomas.
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1.6.1.2. Estudios de protedmica para el analisis del secretoma

El analisis del proteoma de un organismo ha estado tradicionalmente basado en la
separacion de las proteinas mediante electroforesis bidimensional (2-DE) y la
identificacion de las mismas por espectrometria de masas (MS).(Twyman, 2004)
Este tipo de estudios protedmicos se conocen en la actualidad como Protedmica

Clasica.

1.6.1.2.1. Andlisis directo por protedmica clasica

La Protedmica es la ciencia que estudia de manera dinamica todas las proteinas
expresadas por un organismo, en un momento dado y bajo determinadas
condiciones de tiempo y ambiente, lo que se denomina proteoma.(Bjellgvist et al.,
1982) También se agrupan con el mismo nombre el conjunto de técnicas que

permiten analizar un proteoma.

La aparicion de la protedmica ha facilitado el analisis exhaustivo de las proteinas en
muestras bioldgicas, incluyendo secretomas. Un analisis protedmico se basa en dos
pasos principales: etapa de separacion (decomplexificacién) y etapa de
identificacion de proteinas.(Graves & Haystead, 2002) Estas dos fases consisten
en: el estudio de huella peptidica (PMF por sus siglas en inglés peptide mass
fingerprinting) las proteinas se separan mediante electroforesis, posteriormente se

corta cada mancha de interés y se digiere en tripsina que genera un conjunto de
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péptidos. El analisis en masa de los péptidos por espectrometria de masas
proporciona una firma de esta proteina. La comparacién de estos datos
experimentales con los presentes en |la base de datos permite la identificacion de la
proteina de interés. Existe, ademas, un segundo estudio que combina la
cromatografia multidimensional con identificacion de proteinas mediante la
secuenciacion de péptidos por espectrometria de masas. Estas técnicas tienen la
ventaja de ser utilizadas para el analisis diferencial de lineas celulares o secretomas

sanos frente a tejidos enfermos.(Wu, Wang, Baek, & Shen, 2006)

Electroforesis (SDS-PAGE)

La electroforesis consiste en geles de acrilamida (PAGE) es la técnica analitica
empleada para la separaciéon de proteinas. SDS-PAGE permite separar las
proteinas concretamente en funcién de su peso molecular. Por un lado, la mezcla
de acrilamida/bis-acrilamida forma una red compleja en polimerizar, a través de la
cual migran las proteinas al aplicarles un campo eléctrico; por otro lado, la presencia
de SDS, detergente anfipatico que desnaturaliza las proteinas y les confiere una
densidad de carga global negativa, permitre separarlas principalmente segun su

peso molecular.
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Espectometria de masa (MS)

La espectrometria de masas es una técnica analitica que se emplea para determinar
la masa molecular de un compuesto mediante el uso de instrumentos que pueden
medir la relacion masa/carga (m/z) de iones, trabajando en condiciones de
vacio.(Bjellqvist et al., 1982) La identificacion por MS Consiste en la identificacion
de una proteina mediante el empleo de las masas de los péptidos obtenidos tras
digestion enzimatica, que generalmente se realiza con tripsina. Cada proteina
puede ser inequivocamente identificada por las masas de los péptidos que la
forman, y eso constituye lo que denominamos huella peptidica. Este tipo de
identificacion se realiza para proteinas unicas o mezclas simples de proteinas, que
pueden provenir de manchas proteicas de un gel 2-DE y bandas de geles 25
unidimensionales o fracciones de LC de baja complejidad. Una vez obtenido el
espectro en un espectrometro de masas tipo MALDI-TOF, se utiliza un programa
informatico denominado motor de busqueda que compara el espectro obtenido con
los espectros tedricos de una base de datos que contiene las digestiones tedricas
de todas las proteinas descritas, y nos da un listado de las posibles proteinas

ordenadas segun su mayor correlacion con el espectro.

Una de las principales ventajas en el estudio de los secretomas es que se puede
considerar como un subproteoma del plasma, siendo por lo tanto de menor
complejidad que este, ademas de permitir el analisis directo de las proteinas

implicadas en la patologia de estudio, que podran ser detectadas en la sangre de
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manera no invasiva. La mayoria de los estudios del secretoma han sido llevados a
cabo en lineas celulares, frecuentemente en lineas tumorales, dada su facilidad de
manejo y la facilidad para obtener material de cultivo (Hortin, Carr, & Anderson,
2010). Una manera de minimizar la variabilidad experimental introducida en
estudios con lineas celulares es el empleo de explantes de tejido, que ademas
permite mimetizar mejor las condiciones in vivo al tener en consideracion los

diferentes tipos celulares del tejido y las posibles interacciones entre ellos.

El estudio de secretoma puede ser utilizado para comprender mejor los procesos
moleculares implicados en ciertas condiciones patoldgicas. En los tumores, las
células presentan ciertos cambios en su metabolismo, responsables de un cambio
en la secrecion de ciertas proteinas. Estas variaciones inducen cambios de
interacciones de las células tumorales con su microambiente por la activacion de
ciertos procesos de tumorigénesis, como la invasiébn / metastasis, la
neoangiogénesis o la supervivencia celular. (Khwaja, FW. Svoboda, P. Reed, M.

Poh, J. Pyrzynska, B. Van Meir, n.d.)
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1.6.1.2.2. Analisis indirecto in silico

La redes de interaccioén proteicas pueden ser generadas a partir de softwares como
STRING, que consiste en una base de datos de interacciones proteinicas predichas,
que incluyen, asociaciones directas (fisicas) e indirectas (funcionales) y son
derivadas de diferentes fuentes: contexto gendmico, experimentos throughput,

coexpresion, conocimientos previos encontrados en Pubmed.

STRING integra cuantitativamente datos de interacciones de estas fuentes para un
gran numero de organismos Yy transfiere informacion entre estos organismos cuando

es aplicable.

El uso de bioinformatica, a través de la comparacion de secuencias y la presencia
de péptido sefnal permite predecir la proteina potencialmente secretada por las
células. Los softwares SignalP (Dyrlav Bendtsen, Nielsen, von Heijne, & Brunak,
2004) y SecretomeP (Bendtsen, Jensen, Blom, von Heijne, & Brunak, 2004) son
utilizados para buscar proteinas secretadas respectivamente de acuerdo con las
rutas clasicas (a través de la busqueda de la presencia del péptido sefial) y no
clasicas. Otros enfoques basados en la comparacion de secuencias con las
secuencias de proteinas conocidas como referencias secretadas, también son
utilizados por el software de alineacion tal como herramienta de busqueda de

alineacion local basica ( BLAST) (Altschul, Gish, Miller, Myers, & Lipman, 1990) .
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CAPITULO I
JUSTIFICACION

Los tumores odontogénicos son entidades patolégicas derivadas de restos
epiteliales del aparato formador de los dientes, constituyen un grupo heterogéneo
de lesiones particularmente interesante debido a sus caracteristicas clinicas e

histopatoldgicas.

En México es frecuente que este tipo de lesiones sean detectadas de manera tardia
debido a multiples causas, entre ellas, miedo por parte de los pacientes y mal
diagndstico; lo cual tiene una repercusion directamente proporcional en tratamientos

quirurgicos altamente invasivos.

Uno de los principales problemas es la falta de pruebas especificas, minimamente
invasivas y con un alto grado de certeza, para la deteccion temprana de estas

lesiones.

Los secretomas representan grupos protéicos completos, en este caso, secretados
por células ameloblasticas que pueden ser de gran ayuda para el estudio del

microambiente tumoral.

Es de suma importancia realizar un estudio protedmico a fondo de los secretomas
en TO, en este caso ameloblastoma sélido, y estudiar la interaccion protéica
presente en los mismos con el fin de tipificar los rasgos clinicos y de comportamiento

que confiere cada proteina a la lesion.
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Por lo anterior, el objetivo primario de este proyecto es encontrar biomarcadores en

los secretomas provenientes de células ameloblasticas.

Ademas, al buscar facilitar los estudios diagnésticos a través de pruebas
minimamente invasivas, concisas y predictivas, consideradas biopsias liquidas, se
realizd la busqueda de biomarcadores a nivel sistémico en la sangre (suero
hematoldgico) y en fluidos que mantienen una relacién estrecha con las lesiones,
tal es el caso de la saliva, que ademas consiste en un filtrado del plasma sangineo.
Al establecer biomarcadores especificos, dichas pruebas requeririan soélo de un par
de muestras de saliva o sangre del paciente, abriendo la posibilidad de contribuir
con el diagnostico, prondstico e incluso tratamiento, ante la posibilidad de encontrar

y establecer blancos terapéuticos genéticos especificos de estas lesiones.
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CAPITULO lII
OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

El objetivo principal de la presente Tesis es el estudio del perfil proteico del
ameloblastoma solido, asi como la caracterizacion del secretoma de las células
asociadas al ameloblastoma y la evaluacion de las proteinas especificamente
secretadas por dichas células tumorales y finalmente verificar si estas proteinas son

expresadas en la muestra tumoral, secretoma y saliva.

3.2. Objetivos particulares

1. Optimizacion de las condiciones de preparacion histologica del
ameloblasoma para el analisis del proteoma mediante electroforesis SDS-

PAGE.

2. Analisis y caracterizacion del proteoma del ameloblastoma sélido, aislando
del perfil proteico aquellas proteinas que se encuentres expresadas

diferencialmente en nuestras tres muestras: tumor, saliva y secretoma.

3. Caracterizacion del secretoma de células tumorales de ameloblastoma
mediante metodologia de protedmicas basicas acopladas a espectometria

de masas.
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4. Optimizacion del método de obtencion del secretoma de células
pertenecientes al ameloblastoma para enriquecer la muestra en proteinas

secretadas.

5. Realizar un analisis in silico de las —proteina de mayor interés en nuestro

estudio.
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CAPITULO IV
HIPOTESIS

Las células presentes en el ameloblastoma secretan proteinas dentro del
microambiente tumoral, las cuales pueden ser aisladas, analizadas y caracterizadas
mediante estudios de protedmica basica; el proteoma de la muestra tumoral,
secretoma y saliva debera presentar perfiles proteicos con ciertas similitudes en

bandas proteicas que compartirian la misma identidad.

CAPITULO V
MATERIALES Y METODOS

La ruta experimental siguié el protocolo descrito a continuacion (Figura 6) obtencién
de la muestra tumoral, la cual fue proporcionada por el servicio de cirugia
maxilofacial del Hospital Juarez de México, posteriormente se realizaron cultivos
celulares primarios utilizando DMEM modificado y suplementado con
Penicilina/Estreptomicina y suero fetal bovino, los cultivos celulares fueron
revisados de manera periodica y se realizaba cambio de medio de cultivo. Una vez
que se logrd una confluencia celular en el pozo se procedié a realizar la obtencién
de los secretomas. Para ello se realizaron lavados con PBS con la finalidad de
enjuagar y eliminar cualquier residuo de medio de cultivo, eliminando la posibilidad

de alteraciones en nuestros resultados, estos lavados se realizaron en distintos
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tiempos, 15, 30 minutos y 2 horas, siendo el ultimo recolectado para el estudio del
secretoma. Posteriormente se realizaron geles de acrilamida para el corrimiento
electroforético de las muestras en una dimension. Se realizé un analisis de las
bandas protéicas y se realizo el estudio de espectometria de masa de aquellas
bandas que se encontraron expresadas diferencialmente, que eran, ademas,
coincidentes en las tres muestras (muestra tumoral, secretoma y saliva). Una vez
que fue revelada la identidad de las bandas de nuestro interés se procedio a realizar
un analisis in silico de la interaccion proteica de nuestras proteinas de interés con
la finalidad de explicar y conferir el papel que tienen dentro del desarrollo de los

ameloblastomas soélidos y las caracteristicas con las que se relacionan.

5.1. Explantes de tumores odontogénicos

La obtencion de muestras se realizé bajo el protocolo del comité de ética de la

institucién bajo el numero de registro HIM1996/11.03.08.

Las muestras tumorales fueron procesadas inmediatamente después de que el
tumor se extirpd, posteriormente fueron lavadas con solucion fisiolégica con el fin

de eliminar sangre y residuos contaminantes.

Posteriormente la muestra se procesoé en la unidad de investigacion del Hospital
Juaréz de México, donde se realizaron los cultivos celulares con el explante de la
muestra tumoral. Para ello se utiliz6 medio DMEM (Dulbecco’'s Modified Eagle's

Medium) sumplementado con Penicilina/Estreptomicina y suero fetal bovino.
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Finalmente, el cultivo se dej6o en la incubadora, bajo supervision continua y

mantenimiento peridédico hasta que las células llegaron a confluencia.

5.2. Procesamiento de las muestras para realizar el mapa
protedmico

Una vez obtenidos los secretomas de los explantes tumorales, las muestras se
homogenizaron en amortiguador de muestra para isoelectroenfoque (urea 7M,
tiourea 2M, CHAPS 4%, amortiguador IPG 2%, DTT 40mM y agua MQ), en
presencia de inhibidores de proteasas (Complete “cocktail’, GE Healthcare).
Entonces, mediante centrifugacién (10,000 xg) se obtuvo el sobrenadante, al que
se le realizo tres lavados con el amortiguador 2-D Clean-Up
(AmershamBiosciences) y la concentracion de proteinas se cuantific6 usando el
reactivo “kit 2-D Quant Kit” (AmershamBiosciences). Se disolvié 400 ug de muestra
en solucién de hidratacién para isoelectroenfoque (urea 7M, tiourea 2M, CHAPS
4%, amortiguador IPG 0.5% 6 2%, DTT 40mM, azul de bromofenol 0.002% y agua

MQ), con inhibidores de proteasas (GE Healthcare).

5.3. Electroforesis

Tras realizar la extraccién y purificacion de las proteinas utilizando el método de

Lowry, se realizé el corrimiento electroforético para conocer el perfil proteico de los
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secretomas. Para analizar el perfil proteico de las diferentes muestras, en primer
lugar, se llevd a cabo la separacion de las proteinas con base en su punto
isoeléctrico, esta separacion se realizé en tiras pre-elaboradas para electroforesis
ya hidratadas. Las muestras fueron sometidas a electroforesis a 16-20 kV/h durante
2 horas en el IPGphor (GE Healthcare). Posteriormente, las tiras se incubaron
durante 10 min en el amortiguador de equilibrio reductor y alquilante (6 M urea, 75
mM Tris-HCI, pH 8.8, glicerol 29.3%, dodecil sulfato de sodio 2% y azul de
bromofenol 0.1%, 65 mM DTT, 135 mMiodoacetamida). Las proteinas se separaron
por su peso molecular en geles de poliacrilamida-SDS al 12% utilizando un sistema
estandar de electroforesis vertical (15 cm x 13 cm) (Gibco BRL V16). La
electroforesis se llevd a cabo manteniendo constante el voltaje a 100 voltios hasta
que el frente de corrida alcanzara el borde inferior del gel. Finalmente, los geles se

tineron con azul de Coomassie coloidal G250 (BIO-RAD).

Se realiz6 un analisis de las proteinas que se encontraban diferencialmente
expresadas en muestras de ameloblastomas sdlidos de distintos pacientes y las
proteinas cuya incidencia se encontraba en las tres muestras (tumor, secretoma y
saliva) pertenecientes a la misma lesién tumoral que se obtuvo para este estudio.
Mediante el uso del software Melanie proteomics se estudiaron los geles con
distintos contrastes para poder identificar aquellas bandas proteicas diferenciadas

en los tres tipos de muestra.
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5.4. Espectometria de masas

Las bandas proteicas coincidentes en las tres muestras se mandaron al IBT
(Instituto de biotecnologia y protedmica de la UNAM) para realizar un analisis por
espectometria de masa y de esta manera conocer la identidad de las proteinas

presentes en las bandas de nuestro interés. (Figura 6)

5.4.1. Procesamiento quimico de las muestras

Las muestras fueron previamente reducidas con dithiothreitol (Sigma-Aldrich; St
Louis, MO, USA), alquiladas con iodoacetamide (Sigma-Aldrich) y digerida “in gel”
con Tripsin (Promega Sequencing Grade Modified Trypsin; Madison, WI, USA). En
el procesamiento de la muestra con tripsina se utilizé una solucién que contiene
50mM bicarbonato de amonio (pH 8.2) y la incubacion fue de 18 horas a temperatura

de 37°C.

5.4.2. Analisis espectrométrico

Tanto para la identificacion de la proteina y para el Mapeo de puente disulfuro los
péptidos producidos por clivaje enzimatico fueron desalados con Zip Tip C18
(Millipore; Billerica, MA, USA) y aplicados en un sistema LC-MS (Liquid

Chromatography-Mass Spectrometry) compuesto de una bomba Dionex (Thermo-
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Fisher Co.; San Jose, CA, USA) acoplado a un espectrometro de masas LTQ-
Orbitrap Velos (Thermo-Fisher Co., San Jose, CA, USA) con fuente de ionizacién

tipo nano-electrospray (ESI).

La calibracion del espectrometro fue realizada con una solucion Calmix (N-
butilamina, cafeina, Met-Arg-Phe-Ala (MRFA) y Ultramark 1621. Estos calibrantes
se utilizan para calibrar el médulo LTQ Velos con trampa de iones y el modulo
Orbitrap con detector de masas FT (Fourier Transform) en modo de ionizacion
positiva ESI. La N-butilamina se incluye para extender la calibracién de masas a
menores valores de m/z. Este tipo de calibracion permite determinaciones de masas

moleculares con exactitudes menores a 5 ppm (partes/millén).

En la cromatografia de liquidos de nano flujo en linea se utilizé un sistema gradiente
de 5-90% (agua/acetonitrilo con 0.1% de acido férmico) en 120 minutos utilizando
una columna capilar hecha en casa (ID 0.75 um y 10cm largo RP-C18). El flujo del

sistema LC fue de 300 nanolitros/minuto.

El escaneo total de iones (Full Scan) fue realizado en el analizador Orbitrap con un
poder de resolucién de masas (Resolution Power; RP=m/FWHM) de 60,000. La
fragmentacién de los péptidos se realizd aplicando los métodos de CID (Collision-
Induced Dissociation)) en la trampa (IT). Todos los espectros fueron adquiridos en

modo de deteccion positivo. La ejecucion y captura de los datos de fragmentacion
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fueron realizados de forma dependiente del escaneo total de iones segun las cargas
pre-determinadas (solamente se fragmento iones con carga z%*, z3*y z**) con un
ancho de aislamiento de 2.0 (m/z), energia de colision normalizada de 35 unidades
arbitrarias, activacién Q de 0.250, tiempo de activacion de 5 milisegundos y tiempo
maximo de inyeccion de 10 milisegundos por micro-escaneo. Durante la captura
automatica de los datos fue utilizado la exclusion dinamica de iones: (i) lista de
exclusién de 500 iones, (ii) tiempo de pre-exclusion de 30 segundos y (iii) tiempo de

exclusion de 120 segundos.

5.4.3. Busqueda en PDB e identificacion de proteinas

La identificacion de proteinas se realizé con los datos espectrométricos en formato.
raw en el programa Proteome Discoverer 1.4. (Thermo-Fisher Co., San Jose, CA,
USA) a través del motor de busqueda Sequest HT. Para la busqueda de identidad
se utilizé la base de datos invertida (Decoy database) de Homo sapiens; con un
FDR-False Discovery Rate (Minimo) de 0.01 y FDR 0.05 (Maximo). La tolerancia
maxima de diferencia de masas moleculares del ion precursor cuando comparados
los valores tedricos contra experimentales (precursor mass tolerance) fue de 20 ppm
y la tolerancia para los fragmentos obtenidos por disociacion del ion precursor

(fragment mass tolerance) fue de 0.6 Da. Para la busqueda automatica fueron
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establecidas modificaciones constantes carbamidometilacion de cisteinas y

variables como oxidacion de metioninas y deaminacion de asparagina y glutamina.

5.5. Redes de interaccion protéica

Tras recibir los resultados se encontraron distintas proteinas presentes en las
muestras. Para concluir con el estudio se realizé un analisis in silico para conocer
el interactoma de las proteinas encontradas en nuestro estudio y asi determinar el
posible rol dentro del comportamiento tumoral y su relacion con las caracteristicas

clinicas de estas lesiones, es decir. la agresividad y el alto grado de infiltracion.

La red de interaccion de las proteinas identificadas fue generada mediante software

STRING.

95



Obtencion analisis de
muestra tumoral proteinas
diferenciales

Electroforesis en
SDS-PAGE

Obtencién de Extraccion de
secretomas proteinas

Caracterizacion y |

Identificacion por
espectometria de
masas

Analisis in silico

FIGURA 6 Ruta experimental. Diagrama que representa la metodologia de esta investigacion.
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CAPITULO VI
RESULTADOS

6.1. Muestra y estudio histopatologico

El procedimiento para la obtencion de muestra tumoral consistié en asistir a la
cirugia programada para la reseccion de la lesion tumoral, una vez que finalizaba la
extirpacién de la masa tumoral esta era colocada en solucion salina y se dividia en
distintos fragmentos que eran almacenados en sustancias y soluciones de acuerdo
al estudio a realizar; en formol para su posterior estudio histopatolégico, solucién
salina e inhibidor de proteasas para las muestras destinadas a estudios de
protedmica (electroforesis), mientras que los fragmentos designados a realizar

cultivos celulares eran inmediatamente acondicionados y procesados.

Se realiz6 un estudio histopatolégico para corroborar el diagnostico de
ameloblastoma sdlido, para ello se analizaron bloques de parafina con tincion de
hematoxilina eosina, de acuerdo a las caracteristicas histolégicas la muestra resulto

coincidente con el diagndstico de ameloblastoma sdlido. (Figura 7)
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FIGURA 7 Estudio histopatoldgico. Estudio de la muestra de lesién tumoral, cuyo resultado es coincidente
con ameloblastoma sélido en tincion de (A.H/E - 100x, B. Magnificacion 200x detalle de zona con
microquistes y células ameloblasticas organizadas en empalizada con polarizacién inversa, C. y D.
Magnificaciéon 400x, en el centro de los microquistes se células poco organizadas semejantes al reticulo

estrellado del 6rgano dentario).
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6.2. Cultivos celulares y obtencidén de secretoma

Se realizd el cultivo celular de explante de ameloblastoma soélido. Los cultivos
celulares eran revisados la primer semana cada 24 horas para verificar la adhesién
a la placa, el desprendimiento inicial de células y su proliferacion, del mismo modo
se realizaba cambio de medio de cultivo para evitar contaminacion; tras la segunda
semana se realizaba el mismo mantenimiento en intervalos de 48 a 72 horas hasta

obtener confluencia celular en cada pozo.

Se realizaron cultivos celulares primarios utiizando DMEM modificado vy
suplementado con Penicilina/Estreptomicina y suero fetal bovino, los cultivos
celulares fueron revisados de manera periddica registrando el progreso (Figura 8).
Una vez que se logré una confluencia celular en el pozo se procedié a realizar la

obtencion de los secretomas.
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FIGURA 8 Cultivos celulares primarios de explantes de ameloblastoma sélido. Se observa el progreso y
multiplicacion celular hasta que los cultivos llegaron a confluencia. A. Foto inicial cultivos celulares 200x,
B. Cultivos celulares (semana 2) 400x, C. Cultivos celulares en confluencia (cuarta semana) 200x.

Se realizaron lavados con PBS con la finalidad de eliminar cualquier residuo de
medio de cultivo, descartando la posibilidad de que esto alterara nuestros
resultados, estos lavados se realizaron en distintos tiempos, 15, 30 minutos y 2

horas siendo el ultimo recolectado para el estudio del secretoma.

Por otro lado, las muestras de sangre y saliva que eran obtenidas previo a la
reseccion tumoral eran almacenadas y procesadas al momento de su obtencion

para evitar la contaminacion y degradacién de proteinas.
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6.3. Caracterizacion de la secrecion de proteinas de cultivo
cellular de ameloblastoma sélido por electroforesis SDS-PAGE.

Tras realizar la extraccidon y purificacion de las proteinas utilizando el método de
Lowry, se realizd el corrimiento electroforético de las muestras en geles de
poliacrilamida para conocer el perfil proteico de los secretomas. Los resultados de
la electroforesis correspondiente a los secretomas en distintos tiempos (Figura 9)

derivaron 3 bandas proteicas.

Las tres bandas proteicas fueron posteriormente analizadas e identificadas por
espectometria de masas dando lugar a una proteina unica, alboumina. Cabe destacar
que esta proteina fue encontrada en las tres muestras de secretoma a diferentes
tiempos y para excluir cualquier alteracién por restos de medio de cultivo se
realizaron lavados con PBS, incluso se realizé el analisis por electroforesis de una
muestra de medio de cultivo para poder realizar el analisis diferencial, que se

observa en un carril previo a las muestras de secretomas (Figura 9).
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FIGURA 9 Electroforesis SDS-PAGE secretomas. Gel de acrilamida al 15% de
corrimiento electroforético de una dimension, A) Gel completo comparacion medio de
cultivo con secretomas. B) Bandas protéicas correspondientes a los secretomas de
cultivos primarios de ameloblastoma uniquistico a distintos tiempos. S1 tras 15 minutos,
S2 30 minutos y S3 dos horas.
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6.4. Analisis diferencial de perfil proteico de saliva de personas
sanas vs perfil proteico de paciente con lesion tumoral por
electroforesis SDS-PAGE.

Comenzamos por realizar la estandarizacion del patron o perfil proteico de una
persona sana para establecer un grupo control (Figura 10 Ay B) y de esta manera
poder realizar el analisis diferencial en base a la presencia de bandas diferenciales

significativas a las del grupo control.

Mientras el perfil proteico del grupo control presentaba un total de 10 bandas
proteicas en el perfil correspondiente a saliva asociada a ameloblastoma
encontramos una variacion en el total de 5 -7 bandas proteicas; ademas de
encontrar diferencias notorias en el perfil de los grupos control vs nuestro grupo

experimental asociado a ameloblastoma.

En la figura 10C podemos observar el perfil proteico de muestras pertenecientes a
3 ameloblastomas uniquisticos, 3 ameloblastomas sodlidos, 2 ameloblastomas
desmoplasicos y 1 carcinoma ameloblastico. Se observan perfiles similares ya que
todas las muestras pertenecen a variantes del ameloblastoma (incluyendo una rara
variante maligna), sin embargo, de acuerdo al subtipo de la lesion se pueden

encontrar bandas proteicas diferenciales.
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MPM AU AU AS AS AD

FIGURA 10 Electroforesis SDS PAGE de grupo control de personas sanas vs pacientes con TO

AyB) Electroforesis de muestras salivales de grupo control, perfiles proteicos de personas sanas. C)
Electroforesis salivas de distintos px con TOs . Gel de acrilamida a 15% de corrimiento electroforético en una
dimension, en el que pueden observarse bandas proteicas correspondientes a diversos tumores
odontogénicos. CA (carcinoma ameloblastico), AU (ameloblastoma uniquistico), AS (ameloblastoma sélido) y
AD (ameloblastoma desmoplésico). Se logra observar una similitud en los patrones de aquellos tumores del
mismo tipo, a pesar de que cada muestra tumoral pertenece a distintos pacientes.
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6.5. Analisis diferencial de perfil proteico de ameloblastoma por
electroforesis SDS-PAGE.

En el gel perteneciente a los experimentos de analisis diferencial de muestras
tumorales de distintas variantes de ameloblastoma obtuvimos el perfil proteico de 3

ameloblastomas sdlido y 2 ameloblastomas uniquisticos. (Figura 11)

Dentro del perfil de ameloblastoma uniquistico encontramos un promedio de 9 a 10
bandas proteicas, mientras que el perfil de ameloblastoma sélido presenta de 7 a 8
bandas proteicas; puede observarse un patrén proteico similar entre las lesiones del
mismo tipo y cierta variacion con bandas expresadas de manera diferencial en cada

tipo de lesion.

Tras el analisis diferencial entre los perfiles de las variantes de ameloblastoma
encontramos una banda proteica expresada de manera diferencial en las muestras
de ameloblastoma sélido (Figura 11), que es nuestra muestra de interés por los

experimentos de caracterizacion del secretoma.

Al realizar la caracterizacion de la identidad de las proteinas presentes en la banda
proteica mediante MS encontramos 5 proteinas: Periostin, Lumican, Prolargin,

Keratin Il Y fragmentos de Protein P.
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FIGURA 11 Electroforesis muestras TO. Gel de acrilamida a 15% de corrimiento electroforético en
una dimension, se observan los perfiles proteicos correspondientes a diversas variantes de
ameloblastomas: AU (ameloblastoma uniquistico), AS (ameloblastoma sélido). Nuevamente se
logra observar similitud en los patrones de los perfiles correspondientes a la misma variante, a
pesar de que cada muestra tumoral pertenece a distintos pacientes. Se marca con un recuadro
negro las bandas proteicas diferencialmente expresadas y coincidentes en peso molecular, de
acuerdo a su localizacion, con la banda encontrada en los secretomas
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6.6. Caracterizacion de proteinas identificadas en secretoma,
muestra tumoral y saliva asociada a AS mediante MS

Tras la seleccion de las bandas de interés de la electroforesis que consisio en
aquellas bandas que se mostraban coincidentes en los tres grupos de estudio
(tumor, saliva y secretoma) seleccionamos 10 bandas proteicas del siguiente modo:
6 muestras de bandas correspondientes a muestra de ameloblastoma sélido, 1
banda ameloblastoma desmoplasico, 2 bandas de saliva asociada a ameloblastoma

soélido y 1 banda de secretoma. (Figura 12y 13)

Al realizar el analisis de por espectrometria de masas, la identificacién de proteinas
se realiz6 con los datos espectrométricos (raw) en el programa Proteome Discoverer
1.4 a través del motor de busqueda Sequest HT. Para la busqueda de identidad se

utilizé la base de datos invertida (Decoy database) de Homo sapiens.
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FIGURA 12 Resultados espectrometria de masas. Se encontraron un total de 13 proteinas de las
cuales 1 de ellas se encontrd expresada en los tres tipos de muestras (secretoma, tumor y saliva)
cuya identidad result6 coincidente con albimina sérica, se identificaron también 5 proteinas distintas
en la muestra tumoral cuyas identidades son Pesiostin Isoform 2, Lumican, Prolargin, Keratine type 2
cytoskeletal y protein P.
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Al realizar el analisis se identificaron un total de 13 proteinas (Figura13), de las
cuales 9 se encontraron en bandas correspondientes al grupo de muestra tumoral,

5 proteinas en bandas del grupo de muestra salival y 1 en el caso de secretoma.
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FIGURA 13 Resultados espectrometria de masas en valores porcentuales, referentes al porcentaje
de cobertura.

De las 13 proteinas identificadas 1 es significativa en las tres comparaciones de
grupos de estudio, Alumina sérica. En la comparacion entre las muestras del grupo
tumoral de ameloblastoma encontramos algunas muestras coincidentes en mas de

una muestra, tal es el caso de: albumina sérica y lumican. (Tabla 2)
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Peso Molecular

Muestra

Proteina (KDa) Tumoral Secretoma  Saliva
Serum Albumin 69 Presente Presente Presente
ESSBP 77 Presente - -
Pesada de
inmunoglobulina 38 - - Presente
constante alfa
Alfa amilasa 1 58 - - Presente
Periostina de isoforma 2 87 Presente - -
Lumican 38 Presente - -
Pesada de
inmunoglobulina 37 - - Presente
constante alfa 2
Prolargina 44 Presente - -
deratlna tipo 2 66 Presente ) )
Citoesqueletal
Complemento C3 187 Presente - -
Glicoproteina pg160 - Presente - -
Proteina P(fragmento) Presente - -
BPIFB1 49 - - Presente

TABLA 2 Identificacién proteica de acuerdo al grupo de estudio.
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6.7. Albumina

6.7.1. Caracteristicas y funciones.

Se trata de una proteina cuya longitud es de 609 aa, peso molecular teérico de
69,367 Da (Figura14). Su funcion principal es de transporte (agua, Ca2 +, Na +, K
+, acidos grasos, hormonas, bilirrubina y farmacos), también, es responsable de la
regulacion de la presion osmotica coloidal de la sangre y se expresa en el nucleo,

aparato de Golgi y regién extracelular. (Figura 14)

FIGURA 14 Estructura de albumina sérica (ALB).

70



Los niveles de albumina sérica han sido tomados como una de las principales
herramientas para la medicion del estado nutricional de los pacientes, puesto que
proporciona un método simple de estimacién de la funcidn visceral proteica; también
se encontr6 que la malnutricion e inflamacion suprimen la sintesis de

albumina.(Yeun & Kaysen, 1998)

N
Golgi apparatus

FIGURA 15 Esquema de localizacion de albumina, Se muestran en amarillo las zonas donde se
localiza albumina que son el nicleo y en la regién extracelular lo que implica la secrecion de la
misma.
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6.7.2. Analisis in silico de lared de interaccion proteica de la albumina

En la Figura 16 se presenta el inetarctoma de ALB elaborado mediante la secuencia

FASTA

S/

::\!{’
> ‘

FIGURA 16 Interactoma albdmina. Analisis in silico realizado mediante STRING en el cual se realiz6 un analisis
bioinformatico de las interacciones proteicas de albumina con otras proteinas para explicar la posible relevanciay el papel

de albumina dentro de los ameloblastomas.
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6.8. Periostin

La proteina Periostina (POSTN) también llamada factor osteoblastico especifico 2
(OSF2) pertenece al grupo de proteinas de la matriz celular.(Takeshita, Kikuno,

Tezuka, & Amann, 1993)

Se trata de una proteina con una longitud de 836 aa y un peso molecular tedrico de
93,314 (Da), cuya funcion consiste en la unién, diseminacion y adhesion celular

(PubMed: 12235007)(Figura 17).

POSTN es una proteina producida y secretada por los fibroblastos como
componente de la matriz extracelular (MEC, donde se encuentra involucrado en la

regulacion de la adhesion intercelular. (Figura 18)

Esta proteina juega un importante papel en el proceso fisiolégico de transicion
epitelial-mesenquimal, la cual es necesaria para el desarrollo propio del embrién.
Se encuentra involucrada también en la formacion y mantenimiento de estructuras

normales, huesos y dientes. (Lindsley et al., 2007)

POSTN interactua con proteinas de la MEC como fibronectina, tenasciba-C vy
colageno tipo V, como parte del proceso de remodelacion de la MEC.(Ruan, Bao, &

Ouyang, 2009)(Figura 18)

POSTN fue identificada por primera vez como una célula putativa de la adhesion
celular por los proteoblastos en lineas celulares osteoblasticas de

ratones.(Takeshita et al., 1993)
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También ha sido identificad POSTN en una variedad de tejidos y 6rganos sanos
como glandula mamaria, pulmoén, tiroides, piel, placenta, ovario, periostio y

ligamento periodontal.(Litvin et al., 2004)(Horiuchi et al., 1999)

La periostina se expresa principalmente en tejidos conectivos fibrosos ricos en
colageno, incluido las valvulas cardiacas, tendones, cérneas, el pericondrio y el
ligamento periodontal, que se someten a constantes tensiones mecanicas durante
el desarrollo embrionario o patogénesis.(Bonnet et al., 2009; Norris et al., 2007; Rios

et al., 2005)

POSTN participa también en procesos como la angiogénesis, linfangiogénesis,
metastasis, remodelacion de la matriz extracelular.(Ratajczak-wielgomas &

Dziegiel, 2015)

FIGURA 17 Estructura de periiostina (POSTN).
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Extracellular region or secreted

FIGURA 18 Esquema de localizacién de POSTN. Se muestran en amarillo las zonas
donde se localiza POSTN: aparato de Golgi y region extracelular, lo que implica la
secrecion de la misma.
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6.8.1. Analisis in silico de lared de interaccidn proteica de periostin

FIGURA 19 Interactoma periostina. Andlisis in silico realizado mediante STRING en el cual se realiz6 analisis
bioinformatico de las interacciones proteicas de POSTN con otras proteinas para explicar el papel de esta dentro de
los ameloblastomas.
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CAPITULO VII
DISCUSION

Los resultados obtenidos por la espectometria de masas para conocer la identidad
de los péptidos de nuestro interés fueron coincidentes con albumina sérica humana,
en el caso de la banda protéica cuya muestra corresponde a los secretomas, en el
caso de las muestras tumorales se encontr6 ademas de albumina sérica, otras
proteinas tales como: periostina, prolargina y complemento C. Sin embargo nos
enfocaremos en tratar de describir la correlacion existente entre la alumina y los
ameloblastomas esto debido a la presencia de esta proteina tanto en el secretoma
como en la muestra tumoral, por otra parte, intentaremos establecer la correlacion
entre periostina y los ameloblastomas dado que es una proteina cuyas
caracteristicas han sido descritas anteriormente y relacionadas en distintos tipos
tumorales con mal prondstico, metastasis y un bajo indice de supervivencia por

parte de los pacientes.
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7.1. Albumina

En el caso de TO no se han realizado pruebas o estudios que determinen el papel
de la albumina sérica dentro del prondstico de dichas lesiones, sin embargo, en
nuestro estudio la albumina sérica se ha expresado como uno de los posibles
marcadores presentes en los secretomas provenientes de cultivos celulares de

explantes primarios de ameloblastoma sélido.

Lo anterior podria considerarse como un indicador del prondstico de este
ameloblastoma sélido, cabe sefalar que en este caso el tratamiento fue altamente
invasivo y se preciso realizar una hemimaxilectomia debido al alto grado de invasion

y extension de la lesién.

Ahora bien, al realizar un analisis mas detenido del interactoma obtenido del analisis
in silico sobre las interacciones proteicas que presenta la albumina, podemos
observar su relacion con proteinas cuyas funciones principales son de factores de
crecimiento, tal es el caso de VEGFA y EGF (por sus siglas en inglés, factor de
crecimiento endotelial vascular y factor de crecimiento epidérmico,
respectivamente) podemos especular sobre el porqué de la alta invasion y el amplio

desarrollo y crecimiento de la lesién.

La desnutricion y caquexia en pacientes con cancer suelen ser problemas
significativos debido a los diversos mecanismos involucrados en el tumor, la

respuesta del huésped al tumor y la terapia contra el cancer.(von Meyenfeldt, 2005)
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Por lo que se refiere a desnutricion, ha sido asociada con una serie de
consecuencias clinicas, incluyendo calidad de vida deteriorada, disminucion de la
respuesta al tratamiento, mayor riesgo de toxicidad inducida por la quimioterapia y

una reduccion en la supervivencia del cancer.(Dewys et al., 1980)

Estudios recientes han reportado cierta asociacion de los niveles albumina sérica
con el diagnostico y prondstico en varios tipos de lesiones tumorales, de manera
puntual ha sido descrita la disminucion en niveles de albumina sérica como un factor
de pronéstico independiente de supervivencia en diversos tipos de cancer (Maltoni
et al.,, 2005) como pulmén (Lam, Leung, & Tse, 2007), pancreas (Siddiqui,
Heinzerling, Livingston, & Huerta, 2007), gastrico (Onate-Ocana et al., 2007),
colorectal (Boonpipattanapong & Chewatanakornkul, 2006) y mama (Lis, Grutsch,
Vashi, & Lammersfeld, 2003),. Al tratar de explicar esta asociacion, encontramos
como parte de la respuesta inflamatoria sistémica la liberacion de citoquinas
proinflamatorias y factores de crecimiento que tienen un efecto catabdlico sobre el
metabolismo del huésped. La interleucina-6, producida por el tumor o células
circundantes estimulan la produccion hepatica de proteinas de reaccion de fase
aguda (como la proteina C reactiva (CRP) y el fibrindgeno. La menor concentracion
de albumina sérica puede deberse a la produccion de citoquinas como la IL-6, que
modula la produccion de albumina por parte de los hepatocitos.(Barber, Ross, &

Fearon, 1999)
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La principal ventaja en caso de que el nivel de albumina sérica pueda ser utilizado
como factor prondstico previo al tratamiento en pacientes con cancer es que es un

método econdmico, reproducible y potente. (Sun et al., 2009)

Por otra parte, se han realizado estudios experimentales que proponen el uso de
albumina como medio transportador de nanoparticulas de quimioterapia en distintas
lesiones como cancer de mama (Wan et al., 2015), carcinoma escamocelular de
cavidad oral y orofaringe (Damascelli et al., 2007) y carcinoma escamocelular en

lengua (Damascelli et al., 2003).

Estos tratamientos proponen el uso de quimioterapia a través de catéter intraarterial
utilizando albumina sérica como transportador del medicamento haciendo mas
factible la llegada a la lesidon tumoral gracias al proceso de permeabilidad y retencion
mejorada (EPR enhanced permeability and retention por sus siglas en inglés) que

presentan los tumores. (Matsumura & Maeda, 1986)(Greish, 2007).

Visto desde la perspectiva anterior la expresion de albumina ademas de ser
considerada como un indicador del prondstico de las lesiones tumorales puede
utilizarse unido a tratamientos de quimioterapia especificos para lograr una mejor
captacion y por consiguiente aumentar el efecto sobre la lesion y reducir efectos

secundarios sobre células sanas.
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7.2. Periostina

Su expresion se ha visto incrementada en distintos tipos tumorales incluyendo
mama, NSCLC, cancer colorectal, pancreatico, de préstata y cancer de ovarios,

glioblastomas.(Ratajczak-wielgomas & Dziegiel, 2015)

POSTN humano, codificada por el gen POSTN localizado en cromosoma 13. Tiene
4 isoformas distintas, la isoforma 1 fue encontrada en osteosarcoma, la isoforma 2
en placenta y carcinoma epitelial de ovario y finalmente la isoforma 4 se ha

detectado en tejido normal y tejido canceroso de vejiga. (Nuzzo et al., 2014)

Entre sus caracteristicas estructurales moleculares contiene dominios de unién con
integrina, capaz de unirse a multiples receptores de integrina, afectando de esta
manera las vias de senalizacion asociadas con las kinasas (PI3K/AKT) Y kinasa de
adhesiodn focal (FAK), debido a estas posibles interacciones POSTN podria ser un
factor influyente en el proceso de adhesiéon y migracion celular implicado en la
metastasis y en la transicibn epitelio-mesenquimal de las células

tumorales.(Ratajczak-wielgomas & Dziegiel, 2015) (Figura 17)

Curiosamente, como factor critico de desarrollo y proteina secretada por la MEC, la
periostina es considerada como un oncogen en diversos canceres humanos,
incluyendo mama, proéstata, colon, esdéfago y pancreas, contribuye a la

tumorigénesis y metastasis; mientras actua como un supresor de tumores en el
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cancer de vejiga. (Bao et al., 2004; Kikuchi et al., 2014; Malanchi et al., 2012; Ruan

et al., 2009; Wang et al., 2013)

En los ultimos afos ha sido descrito el papel de la POSTN dentro del proceso de
oncogénesis. Aun se desconoce el mecanismo exacto mediante el cual POSTN es
responsable de la progresion del cancer y metastasis, por ello sigue siendo objeto

de estudio.

Se cree que uno de los principales mecanismos responsables de la invasion y
metastasis de las células cancerigenas es también el proceso de trancusion epitelio-

mesenquimal. (Guarino, 2007)

La MEC se caracteriza por la pérdida de la expresion de marcadores celulares
epiteliales como E-caderina y por sobreexpresion de marcadores de ceélulas
mesenquimales como vimetin, fbronecina, N-caderina, a-SMA, como también
incrementa la actividad de las metaloproteinasas como MMP-2, MMP-3, MMP-9,
previamente asociadas a un fenotipo de invasioén. (Sarrié et al., 2008) Lo anterior
podria explicar la capacidad de migrar e invadir estroma circundante. (Guarino,

2007)(Figura 18)

Vinculado a lo expuesto anteriormente y debido a la relacién de periostina con
factores de crecimiento endotelial vascular, podria explicarse la disminucién de los
niveles de albumina sistémica en los pacientes y una mayor concentracion en la

lesion tumoral.
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Finalmente cabe sefialar que tampoco se han realizado estudios sobre el papel o la

expresion de periostina en TO.

De las evidencias anteriormente expuestas podemos especular sobre el papel de
POSTN en los ameloblastomas sélidos; es bien sabido que POSTN es una proteina
crucial en el proceso de reorganizacion de la matriz extracelular lo cual en dicha
entidad patoldgica podria traducirse a la capacidad de invasion por parte de las
células neoplasicas e incluso metastasis en la variante de ameloblastoma
metastatizante. Respecto a la interaccion que se lleva a cabo con metaloproteinasas
y kinasas de la membrana celular esto podria derivar en la capacidad de evadir
apoptosis, promocion de la proliferacion celular y regulacion de la migracion e

invasion.
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FIGURA 20 Esquema interacciones POSTN.. Se muestran las interacciones de periostina con otrs proteinas y
el posible papel que tienen dentro del desarrollo tumoral.

El analisis tedrico anteriormente expuesto podria tener una corroboracién clinica
con la lesién y el alto grado de invasion y crecimiento, sin embargo, faltaria
comprobar si existe metastasis ya que posterior al tratamiento quirurgico el paciente
no ha tenido un seguimiento puesto que no se ha presentado a consultas para

revision.
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FIGURA 21 Esquema hipotético del papel de Periostina dentro de la tumorigénesis

En el esquema representa el papel potencial de periostina para la regulacién de la
transformacién de células normales a células tumorales y su progresion a malignas.
Periostina se encuentra altamente expresada en diversas neoplasias malignas,
interactuando con integrinas y gran variedad de receptores, como es el caso de
serpina y TNC, que inducen una variedad de eventos celulares. Reportes recientes
revelan la contribucion de periostina a la malignizacion principalmente por la evasion
de la apoptosis, por promover la angiogénesis, invasion hacia otros tejidos y

metastasis.(Ruan et al., 2009)
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CAPITULO VIlI
CONCLUSIONES

Es posible la identificacion proteinas a partir del secretoma de células de
explantes tumorales, sin embargo, es necesario estandarizar una técnica

para obtener mayor cantidad de proteinas.

Es poco lo que se conoce sobre la correlacion entre la albumina y el cancer,
el papel que tiene esta para su desarrollo y si esta o no realmente involucrada
con el grado de malignidad o como un factor determinante e indicativo de mal
pronostico. Tendrian que realizarse estudios especificos para determinar el
rol de la albumina en el desarrollo de lesiones tumorales y el comportamiento

que confiere a estos.

Existen proteinas, tales como: periostin que han sido estudiadas vy
relacionadas con tumores sélidos, malignidad, metastasis y un bajo indice de
supervivencia de los pacientes. Sin embargo, deben realizarse mas estudios
de protedmica en tumores odontogénicos para poder establecer una
correlacion y determinar los rasgos tipicos que confiere esta proteina en las

lesiones tumorales.
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PERSPECTIVAS

Con este estudio se establecen las bases para la caracterizacién de secretomas
tumorales, se sugiere el uso posterior como biomarcadores o indicadores del
estadio biolégico de las lesiones tumorales; con lo cual se pretende establecer

bases de predictibilidad del comportamiento tumoral y prondstico.

En el caso de proteinas como Periostina podria hablarse de marcadores que
indiquen la posibilidad de recidiva. El siguiente paso seria la busqueda de estos
marcadores expresados de manera conjunta en secretoma y saliva o suero
sanguineo logrando asi hacer pruebas de predictibilidad mediante un método

minimamente invasivo.

Deberan realizarse mayores estudios sobre la expresion de Periostina para
establecer si se trata de una proteina especifica de los ameloblastomas sélidos, o
bien, si se encuentra en otras lesiones tumorales y cuales son los rasgos tipicos de

las lesiones que expresan esta proteina.

Deberan realizarse experimentos funcionales de silenciamiento genético y
sobreexpresion para establecer la correlacion entre la expresion de Periostina y el

papel que tiene en el comportamiento tumoral.
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