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Resumen

Antecedentes: EI ameloblastoma es un tumor odontogénico benigno
localmente invasivo, con potencial de recurrencia clasificado como un
tumor agresivo. Objetivo: Identificar genes criticos del ameloblastoma

convencional utilizando andlisis de microarreglos y bioinformdatica.

Materiales y métodos: Se realizo un andlisis de microarreglos de expresion

génica para ameloblastomma convencional, posteriormente utilizamos el
software DAVID para su enriquecimiento de ontologia génica y rutas del
KEGG. Las interacciones proteina-proteina (IPP) entre genes sobre
expresados diferencialmente se visualizaron utilizando STRING. La red IPP se
analizéd utilizando Cytoscape, para sus subsecuentes andlisis con Kaplan-
Meier online y GEPIA determinando su relacion con supervivencia. Para
validar los genes candidatos resultantes se realizaron ensayos de
inmunohistoquimica en una poblacion independiente. Resultados: Un total
de 376 genes estaban regulados positivamente, con enriqguecimiento
asociado con division celular, regulacion de senalizacion fosfatidilinositol 3-
cinasa y regulacion de actividad MAP cinasa. El andlisis IPP mostrd 14 genes
agrupados, los cuales a ser analizados mediante Kaplan-Meier y GEPIA, se
identificdé al factor de crecimiento derivado de plaguetas A (PDGFA) y
subunidad alfa del receptor de inferleucina 2 (IL2RA). El andlisis
inmunohistoquimico mostrd expresion intensa para IL2RA en paréngquima vy
estroma tumoral, mientras PDGFA mostrd expresion moderadamente
localizada en parénguima. Conclusién: A través del empleo de métodos de
microarreglos génicos y bioinformdaticos infegrados logramos identificar a
PDGFA e IL2RA como genes diferencialmente expresados significativamente
asociados a mal prondstico en ameloblastoma convencional. Su
inmunoexpresion reveld que PDGFA es un mejor blanco terapéutico. Por lo
cual investigaciones relacionadas son necesarias para determinar el

alcance de este nuevo conocimiento.
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PDGFA

Abstract

Background: Ameloblastomais a locally invasive benign odontogenic tumor
with recurrence potential as an aggressive tumor. Objective: To identify
critical genes of conventional ameloblastoma using microarray analysis and
bioinformatics. Materials and methods: An analysis of gene expression
microarrays for conventional ameloblastoma was carried out, later we used
the DAVID software for its enrichment of gene ontology and KEGG. Protein-
protein interactions (PPI) between differentially overexpressed genes were
visualized using STRING. The PPl network was analyzed using Cytoscape, for
subsequent analyzes with Kaplan-Meier online and GEPIA, determining its
relationship with survival. To validate the resulting candidate genes,
immunohistochemical assays were performed on an independent
population. Results: A total of 376 genes were upregulated, with enrichment

associated with cell division, regulation of phosphatidylinositol 3-kinase

signaling, and regulation of MAP kinase activity. The PPl analysis showed 14

clustered genes, which, upon analysis by Kaplan-Meier and GEPIA, identified
platelet-derived growth factor A (PDGFA) and interleukin 2 receptor alpha
subunit (IL2RA). Immunohistochemical analysis showed intense expression for
IL2RA in tumor parenchyma and stroma, while PDGFA showed moderately
localized expression in parenchyma. Conclusion: By integrated gene
microarray and bioinformatics methods, we were able to identify PDGFA and
IL2RA as differentially expressed genes significantly associated with poor
prognosis in conventional ameloblastoma. Its immunoexpression revealed
that PDGFA is a better therapeutic target. Therefore, related research is

necessary to determine the scope of this new knowledge.

Key Words: Ameloblastoma, Bioinformatic, microarray, IL2RA and PDGFA




Infroduccion.

Los tumores odontogénicos (TO) son lesiones orales que impactan
significativamente la calidad de vida de los pacientes, ya que afectan no
solo a los dientes sino también al maxilar y la mandibula. Los TO constituye
un grupo heterogéneo de enfermedades que van desde lesiones
hamartomatosas hasta neoplasias benignas y malignas con potencial
metastdsico. Estos se derivan del epitelio, ectomesénquima y/o elementos

mesenquimales del aparato encargado de la odontogénesis (1).

La epidemiologia de los TO varia en diferentes regiones del mundo; en
algunos paises el TO mds frecuente es el ameloblastoma (Hong Kong, Japdn,
Zimbabue y Nigeria), mientras que en otros (Estados Unidos de América,
Brasil y Canadd) el fumor mas frecuente es el odontoma (1,2). En México, el
TO mds comun es el odontoma, seguido del ameloblastoma, el mixoma, los
tumores odontogénicos adenomatoides y los quistes odontogénicos

calcificantes (3).

El ameloblastoma es un TO benigno localmente invasivo de crecimiento
lento con diferentes variantes histoldgicas, que puede localizarse en la zona
posterior de la mandibula o el maxilar. Debido a su potencial de recurrencia,
a menudo se clasifica como un tumor agresivo. Se estima que la incidencia
mundial de ameloblastoma es de 0.5 casos por milldn de personas por ano,
con una edad de diagndstico que oscila entre los 30 y los 60 anos. El
ameloblastoma convencional (AC) es la variante mds frecuente, seguida
del ameloblastoma uniquistico, periférico y desmopldsico. Aunque se

desconoce la etfiologia precisa de la AC, se especula que la desregulacion

de varios genes asociados con la odontogénesis juega un papel importante

en su histogénesis (2,4). Se ha postulado que algunos cambios en la
expresion o mutaciones en genes como BRAF, Ras, FGFR2 y SMO, entre otros,

pueden estar asociados a su histogénesis (5,6). Debido a la complejidad en




su histogénesis, los ensayos de alto rendimiento ofrecen una alternativa para
el andlisis de esta neoplasia de manera integral. La tecnologia de
microarreglos se ha utilizado para obtener informacion sobre las alteraciones
genéticas que ocurren en varias enfermedades, incluidas neoplasias como
AC. Los métodos bioinformdticos integrados a los microarreglos permiten
explorar e identificar biomarcadores que podrian ayudarnos a seguir
estudiando y desenfranar los mecanismos subyacentes a la patogenia de

las enfermedades (7,8).

Objetivo
ldentificar nuevos genes candidatos Utiles como blancos terapéuticos
utilizando tecnologia de microarreglos y andlisis bioinformdtico para el

prondstico y tratamiento del AC.

Materiales y método
Seleccidén de casos ameloblastoma convencional.
Las muestras de AC se recuperaron del archivo histopatolégico desde el ano

2009 al 2018 a partir de bloques de parafina del Departamento de Patologia

y Medicina Bucal, de la Division de Estudios de Posgrado e Investigacion, de

la Facultad de Odontologia, UNAM. El diagndstico se confirmd con base en
la clasificacion histoloégica de TO de la OMS de 2017 (2). Se obtuvieron un
total de 15 AC y 16 muestras de foliculos dentales los cuales se emplearon
como grupo control. De todas las muestras se obtuvieron datos de edad,
género y zona anatdmica. Los AC fueron evaluados para determinar su

patron histoldgico.




Extraccion RNA y microarreglo de ADNc.

Se obtuvieron cortes de parafina con el tejido muestra del estudio a un
espesor de 50 um para cada muestra y grupo control. La extraccion de ARN
se realizd con el kit Miniprep System ReliaPrep™ FFPE (21002, Promega,
Madison, WI, EE. UU.) segun instrucciones del fabricante. Se realizd la
desparafinaciéon con aceite mineral a 80 °C durante 1 min, seguido de la
adicion de 100 uL de Buffer de lisis, para ser centrifugado a 10.000 xg durante
15 segundos, posteriormente se adiciono 10 uL de proteinasa K, para llevarlo
aincubacion con 56 °C durante 15 min, e incubaciéon a 80 °C durante 1 hora.
A continuaciéon, se agregaron 30 pyL de Mix DNAasa directamente al
sedimento y se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se
agregaron un total de 325 uL de Buffer BL y 200 uL de isopropanol con una
concenfracion al 100 % en la muestra lisada antes de agitar en vortex y
cenftrifugar a 10 000 x g durante 15 segundos. Toda la fase inferior (acuosa)
se transfirid a una columna de unidn colocada en un tubo y el ensamblaje
se centrifugd a 10 000 x g durante 30 segundos, se realizaron dos lavados
con 500 uL de solucion de lavado 1 Xy se centrifugd a 10 000 x g durante 30
segundos. La columna se centrifugo a 16 000 x g durante 3 minutos para
secar, el ARN se eluyé en 50 ul de agua libre de nucleasas mediante
centrifugacion a 16 000 x g durante 1 min. La concentracion y la pureza del
ARN se determinaron utilizando el espectrofotdbmetro NanoDrop ND-2000
(Thermo Fisher, Rochester, NY, EE. UU.) acorde a lo reportado (?). Para
obtener una mayor concenfracion de ARN, las muestras de AC vy foliculo
fueron agrupadas en dos muestras, una muestra problema y un conftrol,

alcanzando la concentracion de 1 uyg para cada una.

Se utilizé el servicio de microarreglos de la Unidad de Microarreglos del
Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM (10). EI ADNc del grupo conftrol
compuesto por los foliculos dentales se marcd con Alexa 555, y el de AC se

marcd con Alexa 647, seguido de su mezcla e hibridacion mediante




GeneChip Human Mapping 10K Array (CHIP H10KA_07_38, AFFYMETRIX,
Santa Clara, CA). Los datos de cuantificacion para el microarreglo de las
imdagenes del chip se analizaron utilizando el software genArise, y se
identificaron los genes sobrerregulados en AC respecto al control. Se utilizé

un valor de corte Z-Score de > 2.0.

Andlisis de enriquecimiento funcional

La lista de genes se analizé en la plataforma DAVID 6.8, disponible en linea:
https://david.ncifcrf.gov (11). Para analizar las funciones de los genes
expresados  diferencialmente  (GED), se readlizaron andlisis de
enriguecimiento y onfologia de genes mediante la enciclopedia de genes
y genomas de Kyoto (KEGG) y la onfologia de genes (GO), que incluyeron
principalmente el proceso bioldégico (PB), la funcidn molecular (FM) vy

componente celular (CC). La significancia estadistica se fijo en p < 0.05.

Interaccion proteina-proteina (IPP)

La herramienta de buUsqueda para la recuperacion de genes que
interactUan entre si (STRING) version 11.0, http://string-db.org/; se utilizd para
predecir las redes de interaccion proteina-proteina (IPP) de los GED (12). A
continuacion, se utilizd el software Cytoscape para analizar la interaccién
combinada de > 0.4 (http://cytoscape.org). Finalmente, se utilizd la
deteccion complementaria de complejos moleculares (MCODE) para
seleccionar el médulo mds significativo en las redes de IPP con la puntuaciéon
MCODE >, corte de grado = 2, corte de puntuacion de nodo = 0.2, k-core 2

y profundidad mdaxima = 100.

Seleccién y andlisis de genes centrales

Los genes centrales se seleccionaron a partir de los genes agrupados con
una punfuacion en MCODE 2= 2.5, posteriormente se analizd el efecto de

estos genes centrales sobre el tiempo de supervivencia total con ayuda de




Kaplan-Meier plotter (KM plotter, http://kmplot. com/analysis) ajustando el

umbral de seguimiento a 60 meses conforme lo reportado (13).

Para la validacion los genes significativamente relacionados con la
supervivencia, utilizamos el andlisis interactivo de perfiles de expresion
génica (GEPIA Online: http://gepia.cancer- pku.cn/index.ntml) (14) para
analizar datos relacionados con la expresion de ARN en miles de muestras
dentro de los proyectos Genotype-Tissue Expression (GTEx) y The Cancer
Genome Atlas (TCGA). Las bases de datos del carcinoma de células
escamosas en cabeza y cuello empleadas para el comparativo de los

genes candidatos (14).

Ensayo e interpretacion de inmunohistoquimica

En una muestra independiente de 5 casos de AC, se realizd los ensayos de
inmunohistoquimica para PDGFA e IL2RA. De cada espécimen se obtuvieron
cortes a 4 um colocados en tres portaobjetos tratados con poli-L-lisina. Se
desparafino y rehidrato de manera convencional en lavados con xilol y
alcohol. La recuperacion de antigenos se realizd en buffer de citrato 10 mM
incubados en microondas a 700 W durante 3 min y 30 s. La peroxidasa
enddégena se inhibid con perdxido de hidrégeno al 3% durante 20 min
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). El fondo inespecifico se bloqued con
100 ul de albumina al 2 % durante 20 min (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.
UU.), a continuacién, se agregaron 100 pl de X-100 Triton al 0.2 % durante 20
min (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). Se incubd con anficuerpos
primarios para PDGFA (Santa Cruz Biotechnology, sc-9974, Santa Cruz,
California, EE. UU.) y para IL2RA (Santa Cruz Biotechnology, sc-665) en
concenfraciones ajustadas de 1:200 durante la noche a 4 °C en cdmara
humeda. Los controles negativos se produjeron por omision de anticuerpos

primarios y se sustituyeron con PBS (9).




Después de la incubacion se eliminaron los anticuerpos primarios lavando
con PBS para posteriormente adicionar el inmunodetector biofinilado e
incubar durante 10 minutos (Bio SB, BSB 0007, Santa Bdarbara, California, EE.
UU.). A continuacion, se lavd con PBS e incubd con Immunodetector HRP
durante 10 min. Los inmunocomplejos se visualizaron a través de la
incubacion con diaminobencidina (DAB) durante 1 min, contrastando por 1
min con hematoxilina de Mayer. Los especimenes se observaron uftilizando

un microscopio Leica DM750.

Para el andlisis de cada marcador, se obtuvieron fotomicrografias de 5
campos opticos a 400x de cada muestra utilizando una cédmara Leica ICC50
HD. La intensidad de la fincidn se obtuvo mediante el método
semicuantitativo considerando la gradificacion como: negativo, leve,

moderada y intensa a nivel de parénquima y estroma tumoral.

Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los genes sobreregulados por medio del
programa GenArise se empled la prueba de Benjamini & Hochberg
considerando Z-Score de > 2.0, con una P < 0.05. Las variables clinicas

demogrdficas de edad, género y zona anatémica fueron analizadas

descriptivamente, obteniendo media y desviacion estdndar para la edad.




Resultados

La distribucion por género fue de 9 hombres y 6 mujeres. La edad media se
establecié en 37.8+17.7 anos. Doce ameloblastomas convencionales
presentaron patrén folicular y 3 plexiformes. Todos los especimenes se

ubicaron en mandibula.

Aungue se encontré que la calidad de las muestras de ARN era alta, la
canfidad de ARN era insuficiente para realizar andlisis de microarreglos
independientes. Por lo tanto, las muestras de ARN de ameloblastoma y
foliculo dental se agruparon en un concentrado particular, es decir, un

concentrado de ameloblastoma y otro de foliculo dental.

Identificacion de la ontologia de GED

Se identificaron un total de 376 genes regulados al alza. Todos los genes
fueron analizados mediante el software DAVID vy los resultados del andlisis
GO indicaron que los procesos bioldgicos (PB) se enriquecieron
particularmente en la regulacion positiva de la division celular, regulacion

de la senalizacion de fosfatidilinositol 3-cinasa, morfogénesis de las glandulas

salivales, regulacion positiva de actividad MAP cinasa, regulaciéon positiva

de la proliferacion de células mesenquimales, entre otros. Las funciones
moleculares (FM) se enriquecieron principalmente en actividad de
fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-cinasa, actividad de factor de intercambio
de guanil-nucledtido Ras, actividad de factores de crecimiento, actividad
de proteina tirosina cinasa y actividad de heterodimerizacion de proteina,

entre ofros. Por Ultimo, respecto a los componentes celulares (CC)




enriguecieron biocinformaticamente la region extracelular, la membrana, el

espacio extracelular, el complejo del factor de transcripcion y el complejo

de flotilina (Tabla 1).

Tabla 1. Analisis de genes diferenciales expresados asociados con ameloblastoma
Descripcidn

G0:0051781~regulacén positiva de ciclo celular

G0:0014066"~ regulacién de la sefializacion de fosfatidilinositol 3-cinasa

G0:0060445~ ramificacion implicada en la morfogénesis de las glandulas salivales

G0:0043406~ regulacion positiva de la actividad MAP-cinasa

G0:0002053~ regulacion positiva de la proliferacidon de células mesenquimales

G0:0000122~ regulacion negativa de la transcripcion del promotor de la ARN
polimerasa Il

G0:0060665~ regulacidn de la ramificacion involucrada en la morfogénesis de las
glandulas salivales mediante sefalizacion mesenquimatosa-epitelial
GO0:0009611~ respuesta positiva a las heridas

G0:0001525~angiogenesis

G0:0008543~ via de senalizacion del receptor del factor de crecimiento de
fibroblastos
G0:0005576~regidn extracelular

G0:0016020~"membrana

G0:0005615~espacio extracelular

G0:0005667~ complejo del factor de transcripcion

G0:0016600~complejo de flotilin

GO: 0046934 ~ actividad de fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-cinasa

GO: 0005088 ~ Actividad del factor de intercambio de nucleétido de guanilo Ras

G0:0008083~actividad del factor de crecimiento

GO: 0004713 ~ actividad de la proteina tirosina cinasa

G0:0046982~actividad de heterodimerizacion de proteinas

G0:0008201~unioén de heparina




GO: 0019903 ~ unidn a proteina fosfatasa 0.008
83842
GO0: 0019904 ~ unidn especifica de dominio de proteina 0.011
32918
G0:0008134~union del factor de transcripcion 0.025
76728
G0:0051393~union alfa-actinina 0.028
8818

El andlisis KEGG, indicé que las vias de genes regulados al alza estaban
particularmente enriquecidos en las vias relacionadas con cdncer,
senalizacion de PI3K-Akt y Jak-STAT (Tabla 2).

Tabla 2. Analisis de vias génicas de diferenciales expresados asociados con ameloblastoma
mediante KEGG
Termino Con Valor Genes FDR
teo deP
hsa05215: Cancer de 7 0.0033 PDGFA, CTNNB1, ERBB2, FGFR1, FOS, DVL2, 0.15462
préstata 7144 FZD4 207
hsa04015: Via de 0.0055 PDGFA, CTNNB1, VEGFD, FGF7, FGFR1, PAK1 0.15462
sefnalizacion de Rap1 4887 207
hsa04151: Via de 0.0059 IL2RA, GH1, PDGFA, VEGFD, FGF7, FGFR1, 0.15462
sefializacion de PI3K- 47 NDP, IKBKG, AKT3 207
Akt
hsa05200: Vias de PDGFA, CTNNB1, VEGFD, FGF7, FGFR1, 0.19943
sefializacidon en cancer ERBB2, POU5SF1, GREM1, NBL, FZD4, GRB2 962
hsa04630: Via de IL2RA, GH1, IL13, IL11RA, MPL, THPO, THBD, 0.20942
sefalizacion Jak-STAT STAT1, JAK3 45
hsa05218: Melanoma PDGFA, FGF7, FGFR1, PIN1 0.27903
096
hsa04520: Uniones CTNNB1, ERBB2, CD70 0.27903
adherentes 096
hsa04510: Adhesion PDGFA, CTNNB1, FGFR1, VEGFD, ERBB2, 0.32874
focal THPO, THBD, MRC2 36
hsa04014: Via de PDGFA, VEGFD, FGF7, FGFR1, TIAM 0.36922
sefalizacién de Ras 906

Red de IPP y andlisis modular

Se importaron un total de 31 GED derivados de las vias de senalizacion

enriquecidas (Fig. 1a). Estos genes se incluyeron en 29 nodos y 68 bordes,




generando el complejo de red IPP. El posterior andlisis de la red IPP por
Cytoscape-MCODE reveld 25 nodos y 68 bordes, con 20 genes agrupados
(Fig. 1b).
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Figura 1. IPP de los genes expresados diferenciaimente. a) Red de GED por STRING y b)
andilisis del software Cytoscape.

Andlisis de genes centrales usando Kaplan-Meier plotter y GEPIA

Se utilizd un frazador de Kaplan-Meier plotter para identificar datos de
supervivencia de los 20 genes agrupados por MCODE. Solo nueve genes se
asociaron significativamente con una supervivencia total. Posteriormente,
mediante la plataforma GEPIA se validd estos nueve genes, identificando

Unicamente al factor de crecimiento derivado de plaquetas A (PDGFA) y a




la subunidad alfa del receptor de interleucina 2 (IL2RA) con una correlacion

significativa (Fig.3 y Tabla 3).

Figura 3. Andlisis de supervivencia de genes centrales. a) Curvas Kaplan Meier
significativas de supervivencia global y b) Andlisis de validacién mediante GEPIA de
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Tabla 3. Seleccion de genes centrales
Categoria Genes
Informacion de 20 genes centrales candidatos analizados por KM plotter respecto a
supervivencia global
Genes de significativamente peor PDGFA, CTNNB1, POUS5F1, JAK3, MPL,
supervivencia (P<0.05) ERBB2, IL2RA, GH1, MRC2
Genes que no presentan FGF7, VEGFD, FGFR1, FZD4, DVL2, NDP,
significativamente, pero supervivencia FOS, NBL, THBD, AKT3, PAK1
(P>0.05)
Validacidn de 9 genes centrales KM significativos mediante GEPIA
Genes con una alta expresion en PDGFA, IL2RA
ameloblastoma convencional (P<0.05)
Genes sin una alta expresion en CTNNB1, POU5F1, JAK3, MPL, ERBB2,
~ameloblastoma convencional (P>0.05)  GH1, MRC2

Andlisis de expresion inmunohistoquimica y de IL2RA y PDGFA

El andlisis de inmunoexpresion mostrdé que IL2RA presentd una intensa
expresion en el parénquima 'y el estroma del AC, principalmente en el patréon
folicular. EI PDGFA mostré una expresion que va de moderada a intensa en

un patrén plexiforme y folicular respectivamente.




Figura 4. Andlisis de inmunoexpresion de IL2RA y PDGFA. a&b) Fotomicrografias de
IL2RA a 40x y 100x, respectivamente. Se muestran una expresion intensa para ILR2A
tanto en parénguima como en estroma; c&d) Inmunoexpresidon de PDGFA a 40xy 100x,
respectivamente mostrando una expresion localmente de moderada a intensa, con
localizacién principalmente en parénquima tumoral.

Discusion
Los AC son tumores odontogénicos epiteliales benignos que se diagnostican

con frecuencia en adultos j6venes con una mediana de edad de 35 anos

sin ninguna tendencia especifica de género. Las AC a menudo progresan

lentamente siendo aun asi localmente invasivos. Los tumores no tratados




generan una reabsorcion ¢sea en la placa cortical y se extienden al tejido
adyacente (15). Las muestras utilizadas en nuestros andlisis de microarreglos
génicos se obtuvieron de 15 pacientes (seis mujeres y nueve hombres) con
una edad media de 37,2 £ 17,8 anos, lo que coincide con lo informado
anteriormente. Las AC comUnmente se diagnostican en etapas avanzadas
debido a la ausencia de sinfomas, lo que resulta en efectos perjudiciales
sobre el tejido 6seo complicando el fratamiento y el prondstico para el
paciente. Para lograr una mejor en el prondstico de los pacientes que cursan
con AC, es importante aumentar nuestro conocimiento de los mecanismos
que subyacen a la patogenia del ameloblastoma. Las vias de senalizacion
de WNT, Akt y FGFRI1, los efectos sobre la remodelacion ésea a través de
RANK-RANKL y OPG, la degradacion de la matriz extracelular por MMP y las
mutaciones en BRAF y SMO son todos eventos moleculares asociados con la

patogénesis de AC.

La aplicacion de métodos bioinformdticos en un conjunto de datos
correspondiente a microarreglos génicos representa una estrategia
importante para identificar biomarcadores terapéuticos y/o prondsticos de
ameloblastoma los cuales puedan resultas en una mayor utilidad para el

paciente. Se identificaron un total de 376 genes regulados al alza (log FC >

2). Al realizar el andlisis de funciéon GO y de la via KEGG con la informacion

previa en la plataforma DAVID tiene como finalidad comprender la
relevancia funcional de estos GED. En los procesos bioldgicos (PB), los genes
regulados al alza se encontraban enriquecidos en regulacion positiva de
division celular, senalizacion de fosfatidilinositol 3-cinasa y regulacion de
actividad MAP cinasa. Estos resultados tienen congruencia con lo
encontrado para funciones moleculares (FM) y componente celular (CC), lo
cual confirma que al ser un tumor cuenta con potencial proliferativo

relevante lo cual le da ese potencial invasor propio.




Para poder ampliar y dar utilidad a esta informacién es necesario emplear
herramientas bioinformdticas adicionales que nos ayuden a aplicar este
conocimiento a pardmetros clinicamente importantes, tales como el
prondstico de supervivencia ante una enfermedad neopldsica. Para llegar
a este rubro es necesario obtener cuales son los genes determinantes o
centrales para una neoplasia. En nuestro andlisis bioinformdtico se construyé
un complejo o red de IPP a fravés de los softwares STRING y Cytoscape-
MCODE. Un total de veinte genes regulados al alza fueron seleccionaron, sin
embargo, para asociarlos con su utilidad como marcador de supervivencia
mediante los andlisis Kaplan-Meier y GEPIA solo PDGFA e IL2RA son
considerados  bioinformaticamente aptos para su empleo como

biomarcadores de AC.

El PDGF es un factor de crecimiento que promueve la proliferacion,

supervivencia y migracion celular. Se han observado alteraciones en la

senalizacion de este gen en procesos como cdncer, fibrosis y aterosclerosis.

PDGF es un factor importante en la patogenia del ameloblastoma, la
expresion de la cadena de PDGF es significativamente mayor en los tumores
amelobldsticos que en los foliculos dentales y junto con su receptor afin

(PDGFRA), se expresa a un nivel variable en los ameloblastomas (16,17).

La senalizacion de PDGF es importante para el crecimiento y la
diferenciacion de las células multipotenciales, en particular las células
mesenqguimales. Su dimerizacion promueve la autofosforilacion en diez sitios,
que pueden interactuar con las proteinas de senalizacion que contfienen el
dominio SH2. Las proteinas de senalizacion activadas incluyen fosfolipasa C,
PI3K, Grb2 entre ofras. La unidén de estas proteinas conduce a la activacion
de varias vias de senalizacion como las vias MAP cinasa, PI3-cinasa-Akt y la
via PLC (18).

Existen tfres enfoques principales para inhibir la via de PDGF/PDGFR:




1. Secuestrar el ligando con anticuerpos neutralizantes

2. Bloquear el receptor con anticuerpos especificos del receptor o
inhibidores de moléculas pequenas

3. Bloquear la actividad cinasa de PDGFR usando anticuerpos de bajo

peso molecular.

Inhibidores como el olaratumab, nilotinib, dasatinib, ponatinib, sunifinib,
imatinib y otros farmacos anti-PDGF han mostrado resultados clinicos
significativos en diversas neoplasias malignas. Se ha desarrollado una
estrategia similar para los ameloblastomas positivos para la mutacion BRAF
V600E, en los que el fratamiento con vemurafenib mostré resultados clinicos
significativos (19). Diversos estudios postulan que la agresividad y frecuencia
del ameloblastoma BRAF V600E positivo es alta (20-22). El uso combinado
de ambos como dianas terapéuticas debe considerarse con cautela vy
emplearse localmente para lograr la posibiidad de un mejor resultado

clinico.

Las citoquinas son las principales mediadoras de la respuesta inmune. Los
ligandos y receptores de citoquinas controlan diversas funciones celulares,
incluidas la proliferacién, diferenciacion y supervivencia celular/apoptosis
de leucocitos; sin embargo, también se encuentran involucrados en varios
procesos fisiopatoldgicos. El receptor de interleucina-2 estd involucrado en
la regulacion de la tolerancia inmune al conftrolar la actividad de las células
T reguladoras (CTREG). El receptor de interleucina 2 (IL2) alfa (IL2RA), beta

(IL2RB) y cadena gamma (IL2RG) constituyen receptores de IL2 de alta

afinidad. Las cadenas alfa homodiméricas (IL2RA) dan como resultado un

receptor de baja afinidad, mientras que las cadenas beta homodiméricas
(IL2RB) producen un receptor de afinidad media (23). Las células de
ameloblastoma y las células estromales circundantes, como los fibroblastos,
pueden confribuir a la patogénesis del ameloblastoma (8). De igual forma

Chantravekin et al. 2014 (24) ha planteado la hipdtesis de que las




ameloblasticas y los fibroblastos del estroma pueden activarse
reciprocamente mediante citoquinas como IL-6, IL-8, IL.-1a y recientemente
se ha asociado de igual forma a IL33, para crear un microambiente tumoral
gue promueva la formacion de tumores (8,25). En ofros estudios Damoiseaux
J ha informado que la fraccién IL2RA puede funcionar de manera diversa
para conducir a la activaciobn de leucocitos a fravés de formas
paracelulares o incluso solubles, lo que puede afectar la funcionalidad de
células como los linfocitos T citotdxicos CD4 y CD8 a nivel tumoral (26). Este
es el primer informe que identifica a IL2RA como un posible participante en

el mecanismo subyacente al desarrollo del ameloblastoma.

Esta informacion es una aproximacion significativa en la busqueda de genes
centrales de la patogénesis tumoral o bien de blancos terapéuticos, no
obstante, su comprobacion en poblacionesindependientes alas que dieron
origen a su postulacidon es un pardmetro que permite detallar y hasta
confirmar hipotesis respecto a la utilidad planteada. Nuestro andlisis

inmunohistoquimico mostré que fanto IL2RA como PDGFA pueden

expresarse en el parénquima y el estroma de AC, por lo tanto, para mejorar

la comprension de la interaccion entre el tumor y las células del estroma, es
necesario desarrollar estrategias terapéuticas mejoradas mds efectivas que
permitan considerar como un solo elemento a todo el componente tumoral

y no solo el parénquima residual.

Conclusion

En conjunto, nuestro andlisis bioinformdtico identificé dos genes centrales
(PDGFA e IL2RA) en AC vy los foliculos dentales. Los resultados mostraron que
estos dos genes juegan un papel clave en la patogénesis, progresion vy

prondstico del AC. Para considerarlas como dianas terapéuticas, es




necesario identificar cdmo podemos intervenir en el AC de forma

especifica; sin embargo, estos resultados brindan informacion Ufil para

probar los nuevos biomarcadores.
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