CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS
AVANZADOS DEL INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

UNIDAD ZACATENCO

DEPARTAMENTO DE INFECTOMICA 'Y PATOGENESIS MOLECULAR

“Identificacion de proteinas membranales sobre expresadas
en el ameloblastoma

TESIS

Que presenta

C.D. MARIANA RODRIGUEZ VAZQUEZ

Para obtener el grado de

MAESTRA EN CIENCIAS

Director de la Tesis:

Dr. Mario Alberto Rodriguez Rodriguez

México D.F. JULIO 2015






El presente trabajo fue desarrollado en el laboratorio 2 del
departamento de Infectémica y Patogénesis Molecular del
Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del
Instituto  Politécnico Nacional (CINVESTAV) bajo la
direccién del Dr. Mario Alberto Rodriguez Rodriguez y con
el apoyo financiero CONACYT con el nimero de registro

557456



DEDICATORIAS

A mis padres y hermano.

Carmen, Sergio, Yeyo.

Con mucho amor a mi papa, mama, Yeyo, por estar conmigo en
todo momento, por darme una carrera para mi futuro y ensefiarme
los frutos de la perseverancia y el trabajo.

A mis familiares.

Lidia, Juan, Juanito, Luisa, lan, Ana, Chucho, Dany, Erika, Rosa,
Roberto, Beto, Nacho, Mary, Luis, Marina, Victor, Claudia, Dary,
Gloria...

Gracias por las risas, el animo y la comida. Por siempre creer en
mi, por ser la familia que somos, por ser padres y hermanos para
mi.

A Ricardo.

Por siempre creer en mi y tu apoyo siempre incondicional.
Gracias.



AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Mario Alberto Rodriguez Rodriguez

Por abrir un nuevo espacio para la investigacion en odontologia, por creer en
esto y aceptarme en su grupo de trabajo. Siempre ser una guia paciente en
este nuevo mundo para mi y sus comentarios siempre de apoyo y acertados.

A mis asesores

Dra. Patricia Talamas Rohana.
Dra. Abigail Betanzos Fernandez

Por sus comentarios y sugerencias siempre acertados, por todo su apoyo y
ayuda brindados en el desarrollo de éste trabajo.

C. Carlos Vazquez Calzada
C. Mario Rodriguez Nieves

Gracias por la asesoria y soporte Técnico.

A mis compaferos de laboratorio.

Martha, Tania, Elena, Ana, Marcos, Chris, Aaron, Javier. Por ayudarme en
mis dudas y hacer los dias en el laboratorio mas divertidos.

Al Hospital Juarez de México, en especial alos C.M.F.

Carlos Juan Liceaga Escalera
Juan José Trujillo Fandifio
Luis Alberto Montoya Pérez
Madeleine Edith Velez Cruz

Por creer en éste proyecto y todas las facilidades brindadas para el
desarrollo del mismo.






indice de tablas

Tabla 1 Clasificacién de los tumores odontogénicos.

Tabla 2 Proteinas de membrana encontradas en extractos totales de quiste dentigero,
ameloblastoma uniquistico ameloblastoma sdlido y carcinoma ameloblastico

Tabla 3. Muestras de ameloblastomas y quistes dentigeros usados en este estudio

Tabla 4. Proteinas identificadas por espectrometria de masas.



indice de Figuras

Figura 1. Etapas morfoldgicas en la formacidén de los drganos dentarios.

Figura 2. Imagenes clinicas, radiograficas e histoldgicas de los principales TO's.
Figura3. Hemimandibulectomias como tratamiento de los tumores odontogénicos.
Figura 4. Tipos de ameloblastoma.

Figura 5. Quiste dentigero.

Figura 6. Ameloblastomas provenientes de quistes dentigeros.

Figura 7. Via de seiializacién SHH.

Figura 8. Expresién membranal y citoplasmatica de PTCH en el ameloblastoma.

Figura 9. Efecto del anticuerpo neutralizante y la ciclopamina en la proliferacién en

las células AM-1.

Figura 10 Analisis por inmunohistoquimica de las proteinas membranales en cortes

de ameloblastoma.

Figura 11. Andlisis del fraccionamiento membranal y citopldsmico en muestras de

ameloblastoma y quiste dentigero.

Figura 12 Western blot conta E- cadherina.
Figura 13 Western blot contra ODAM.

Figura 14 Proteinas membranales de todas las muestras analizadas.



Abreviaturas

TO
OMS
pl

SDS- PAGE

SHH
TCA
DTT
AU
AMS
AMELO
QD

PM
SN1

ET

ODAM

Tumor odontogénico
Organizacidon Mundial de la Salud
Punto isoeléctrico

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato
sddico

Sonic Hedgehog

Acido Tricloro Acético

Ditiotreitol

Ameloblastoma Uniquistico
Ameloblastoma Sélido

Ameloblastoma no especificado

Quiste dentigero

Proteinas Membranales

Sobrenadante 1 (Proteinas hidrosolubles)
Extracto Total

Proteina odontogénica asociada a ameloblastos

(Odontogenic Ameloblast Associated Protein)



Resumen

Los tumores odontogénicos (TO’s) son lesiones que derivan de los tejidos productores
de dientes o de sus remanentes, los cuales quedan dentro de los tejidos mandibulares
o dentro de los tejidos blandos. Estas neoplasias pueden ser benignas o malignas con
variacion en su agresividad y su potencial para desarrollar metdstasis. Son poco
frecuentes, pero pueden plantear un reto diagndstico y terapéutico significativo.
Debido a la falta de marcadores especificos para este tipo de lesiones, el diagndstico
se basa en consideraciones histolégicas y anatémicas, su tratamiento es quirurgico,

con un alto impacto fisico y mental para el paciente.

Dentro de los TO’s se encuentra el ameloblastoma, el cual es una neoplasia benigna,
intradsea, polimodrfica, localmente invasiva derivada de epitelio odontogénico y que
exhibe un comportamiento clinico agresivo con alta tendencia a ser recurrente.
Interesantemente, se ha sugerido que el ameloblastoma puede originarse de las

paredes de un quiste dentigero.

Por su parte, las proteinas de membrana se han relacionado con la transformacién
tumoral en cierto tipo de canceres, por lo que actualmente 2/3 de las drogas estan

dirigidas a estos blancos terapéuticos.

Por tal motivo, en éste trabajo se realizd una comparacidon entre las proteinas
membranales del ameloblastoma con respecto a las del quiste dentigero. Con este
propésito se analizaron 10 muestras provenientes de pacientes del Hospital Judrez de
México. Estas incluyeron dos quistes dentigeros y ocho ameloblastomas. La
purificacién de proteinas membranales se realizé mediante su separacién con Triton
X-114 y cambios de temperatura. Con el fin de confirmar la correcta purificacion de
las proteinas de interés estas se sometieron a ensayos de Western blot utilizando
anticuerpos contra proteinas de membrana y citopldasmicas. Los resultados mostraron
gue solo los extractos totales y las proteinas de membrana fueron reconocidas por un

anticuerpo contra la proteina membranal E-cadherina, mientras que un anticuerpo
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contra la proteina odontogénica asociada a ameloblastos (ODAM, Odontogenic
Ameloblast Associated Protein) solo mostrd reaccion en los extractos totales y las
proteinas citoplasmicas, indicando la eficiencia de método. Al comparar el patrén
electroforético de las proteinas membranales se encontraron tres bandas que se
encuentran en todos los tipos de ameloblastoma y no asi en los de quiste dentigero.
Tras su identificacion mediante espectrometria de masas de esas bandas diferenciales
se encontraron proteinas de membrana que tienen gran impacto en el
comportamiento bioldgico de otros tipos de tumores, estas fueron HSP60, vinculina,

plectina y la integrina a6.



Abstract

Odontogenic tumors (OT's) are lesions arising from teeth producing tissues or their
remnants, which are within the mandibular tissue or into the soft tissues. These
tumors can be benign or malignant with variation in their aggressiveness and their
potential to develop metastases. They are rare, but may represent a diagnostic and
therapeutic challenge. Due to the lack of specific markers for this type of tumors, the
diagnosis is based on histological and anatomical considerations, the treatment is

surgical, with a high physical and mental impact on the patient.

Ameloblastoma is a benign OT, it is intraosseous, polymorphic, locally invasive
odontogenic epithelium-derived and exhibiting an aggressive clinical behavior with
high tendency to recur. Interestingly, it has been suggested that ameloblastoma may

originates from the walls of a dentigerous cyst.

On the other hand, membrane proteins have been linked to tumor transformation in
certain kind of cancers, thus 2/3 of drugs currently used are directed to these

therapeutic targets

For this reason, in this study we compared the elecrophoretic profile of membrane
proteins ameloblastoma with those of dentigerous. We analyzed 10 samples
obtained from the Hospital Judarez de México. These samples included two
dentigerous cysts and eight ameloblastomas. Purification of membrane proteins was
done by their separation with Triton X-114 and temperature changes. To confirm the
purification of the membrane proteins, they were submitted to Western blot assays
using antibodies against membrane and cytoplasmic proteins. Results showed that
only total extracts and membrane proteins were recognized by an antibody against
the membrane protein E-cadherin, whereas an antibody against the cytoplasmic
protein ODAM only reacted with total extracts and cytoplasmic proteins, indicating

the efficiency of the method.. When we compared the electrophoretic pattern of the
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membrane proteins, we detected three bands that were seen in all ameloblastomas,
but absent in the dentigerous cyst samples. After their analyses by mass
espectrometry we identified membrane proteins that have been shown a great
impact in the biological behavior on other type of tumors, such as HSP60, vinculin,

plectin and integrin a6.



Introduccion

Odontogénesis

El inicio del desarrollo dental comienza al final de la quinta semana de gestacion
embrionaria, en donde se encuentran en contacto tejido epitelial y tejido del
ectomesénquima. Entonces, la lamina dental comienza a proliferar de manera intensa
y localizada dentro del ectomesénquima. A esta fase se le conoce como “etapa de
iniciacion” (Koussoulakou DS, et. al. 2009), en la cual los procesos moleculares y
celulares que se llevan a cabo determinan el tipo y la posicién exacta de cada diente
en la mandibula y maxila en desarrollo (Koussoulakou DS, et. al. 2009). Desde este
punto, el desarrollo dental se realiza en tres etapas siguientes llamadas brote o yema,

casquete y campana (Fig. 1) (Tucker A, Sharpe P., 2004).

La etapa de brote es un estado proliferativo de las células epiteliales orales inducido
por el tejido mesenquimatoso, dando origen a la ldmina dental, cuyas células
proliferan dentro del ectomesénquima de los maxilares y adquiere una forma
redondeada (Fig. 1) (Koussoulakou DS, et. al. 2009). Gracias a esta formacion céncava
dentro del ectomesénquima, la densidad celular aumenta, asi como la concentracién
de varios factores de crecimiento (Koussoulakou DS, et. al. 2009), lo que lleva a la
formacién de tejido epitelial que semeja un casquete sobre una esfera de
ectomesénquima condensado (Fig. 1), lo cual es denominado papila dental. El
ectomesénquima que limita la papila dental y que encapsula el érgano dentario es
llamado foliculo o saco dental, siendo ésta la estructura que da origen a los
cementoblastos, osteoblastos y fibroblastos (Slavkin HC, 1974). Aqui ocurre la
transformacion de la forma semiesférica del casquete a una estructura semi-piramidal
gue se continuda con la ldmina dental en la punta del cono (Fig. 1). Este evento inicia
la morfogénesis dental, donde la base del cono sera en el futuro la corona del diente.

El epitelio dentro del casquete se caracteriza como el epitelio del esmalte interno,



mientras que la parte exterior de la tapa esta cubierta por el epitelio del esmalte

externo (Koussoulakou DS, et. al. 2009).

La formacién del primer nudo marca el inicio de la fase de campana del desarrollo
dentario, ya que se desplaza el reticulo estrellado y adquiere la forma de una campana
(Fig. 1). Los nudos, se colocan en las puntas de las invaginaciones epiteliales para
coordinar la formacién y determinar la posicion y la altura de las cuspides
correspondientes a la corona (Coin R. et. al. 1999 ), y el érgano del esmalte esta
claramente separado de la papila dental (Koussoulakou DS, et. al. 2009). Durante esta
etapa, las células se diferencian in situ, y la corona toma su forma final. Las células
mesenquimales en la frontera de la pulpa dental se unen a la membrana basal del
epitelio interno del esmalte, adoptan una forma cilindrica y se transforman en
odontoblastos que producen y secretan coldgena tipo I, la cual es el mayor
componente de la predentina, que a su vez es calcificada por la hidroxiapatita para
formar la dentina, esto en presencia de altas concentraciones de tenascina y fosfatasa
alcalina (Koussoulakou DS, et. al. 2009). Inmediatamente después de la deposicidén
predentina, las células del epitelio interno del esmalte toman una forma columnary
se diferencian en ameloblastos que comienzan a sintetizar y depositar prismas de pre-
esmalte (Hirota M. et. al. 2005). Las células de la capa intermedia ayudan
considerablemente al proceso de formacion del esmalte y, después de la erupcion
dentaria, se transforman en la capa basal del epitelio de unién. En esta etapa, se
desintegra la ldmina dental, dejando el diente "libre" de epitelio (Fig. 1) (Tucker A,

Sharpe P., 2004).



Procesos del Casquete Campana Erupcion
primer arco 14-18s 6m-18a

Figura 1. Etapas morfolégicas en la formacién de los érganos dentarios Abigail
Tucker. Nature Reviews Genetics 5; 499, 2004.



Tumores odontogénicos

Los tumores odontogénicos (TO’s) son lesiones que derivan de los tejidos productores
de dientes o de sus remanentes que quedan dentro de los tejidos mandibulares o
dentro de los tejidos blandos. Estas neoplasias pueden ser benignas o malignas con
variacion en su agresividad y su potencial para desarrollar metastasis (Mosqueda-
Taylor A. 2008). Los TO’s son poco frecuentes, pero pueden plantear un reto

diagndstico y terapéutico significativo (WHO, 2005).

Estos tumores habitualmente son asintomaticos, pero pueden expandir la mandibula
y causar movilidad de los dientes, ademas de pérdida de hueso, mientras que en el
examen microscopico, los TO’s tienden a mostrar rasgos similares a los de las células
o tejidos de origen y pueden ser de tejido epitelial, mesenquimal o ambos (Regezi

Joseph A, Scuibba James J, 2000).

La falta de marcadores especificos para confirmar el origen de todas las lesiones
odontogénicas, hace que el diagndstico se base principalmente en consideraciones
anatémicas, su relacion con drganos dentarios o en las similitudes histoldgicas entre
algunos tumores odontogénicos con estructuras dentales, como el ligamento

periodontal, la pulpa, la papila o el foliculo dental (Mosqueda-Taylor A. 2008).



Clasificacion de tumores odontogénicos

La clasificacion de los tumores odontogénicos presentada por la Organizacidon
Mundial de la Salud (OMS) en el 2005 esta basada primero en el comportamiento

clinico de las lesiones, ya sea benigna o maligna (Tabla 1).

Las subclasificaciones de las lesiones benignas estan basadas en los tipos de tejido
odontogénico que estan involucrados: epitelio odontogénico con estroma fibroso
maduro sin ectomesénquima odontogénico; epitelio odontogénico con
ectomesénquima odontogénico, con o sin formacién de tejido duro; mesénquima y/o
ectomesénquima odontogénico con o sin la presencia de epitelio odontogénico (Tabla

1) (WHO, 2005)

Entre los tumores odontogénicos benignos se encuentran el ameloblastoma, el
tumor odontogénico quistico queratinizante y el mixoma odontogénico (Tabla 1),
entre otros. Estos, a diferencia de los tumores odontogénicos malignos, no presentan
atipia celular (Fig. 2), metdstasis ni invasion local. Entre los tumores odontogénicos
malignos se encuentran el ameloblastoma metastatizante maligno, el carcinoma
escamocelular intradseo primario, el carcinoma odontogénico de células claras y el
carcinoma odontogénico de células fantasma (Tabla 1), por mencionar algunos (WHO,

2005).

Hasta hace unos afios, el mas comun de los TO’s benignos era el odontoma, seguido
del ameloblastoma sélido/multiquistico y el mixoma odontogénico Daley TD et. al.
1994, Mosqueda-Taylor A. et. al. 1997, Buchner A. et. al. 2006, Guerrisi M. et. al.
2007). Sin embargo, en la ultima edicién sobre la clasificacién de los tumores
odontogénicos, que toma en cuenta el diagnéstico por inmunohistoquimica, biologia
molecular y estudios genéticos (WHO, 2005), el tumor odontogénico quistico

queratinizante (TOQQ) fue incluido en los TQO’s, siendo ahora éste el tumor



odontogénico mas frecuente, desplazando al odontoma al segundo lugar (Gaitan-

Cepeda LA et. al. 2010).
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Tabla 2 Clasificacion de los tumores odontogénicos.

Epitelio odontogénico
sin ectomesénquima
odontogénico

Ameloblastoma

Tumor odontogénico escamoso

Tumor odontogénico epitelial calcificante
Tumor odontogénico adenomatoide
Tumor odontogénico queratoquistico

Epitelio odontogénico

Fibroma ameloblastico
Fibrodentinoma ameloblastico

Benigno | con ectomesénquima Fibro odontoma ameloblastico
odontogénico (con osin | Odontoma
formacién de tejidos Odontoameloblastoma
duros dentales) Tumor odontogénico quistico calcificante
Tumor dentinogénico de células fantasmas
Ectomesénquima Fibroma odontogénico
odontogénico con o sin Mixoma
inclusién de epitelio Cementoblastoma benigno
odontogénico
Ameloblastoma maligno
Carcinoma espinocelular intradseo
Carcinomas primario- tiposdlido
odontogénicos Variantes malignas de tumores
Maligno odontogénicos

Cambios malignos en quistes
odontogénicos

Sarcomas odontogénicos

Fibrosarcoma ameloblastico
Fibrodentinosarcoma ameloblastico
Fibroodontosarcoma ameloblastico

Carcinosarcomas
odontogénicos
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Tumor odontogénico

quistico queratini

periférico

Mixoma

Figura 2 Imégenes clinicas, radiogréficas e histolégicas de los principales

TO’s. Imagenes facilitadas por el servicio de Cirugia Maxilofacial del Hospital

Juarez de México.
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Etiologia de los tumores odontogénicos

La etiologia de los tumores odontogénicos benignos y malignos no se conoce. La

mayoria de los TO’s parecen surgir de novo, sin un factor causal aparente (Mosqueda-

Taylor A. 2008). Hasta el momento se ha incrementado la evidencia que muestra que

los residuos del epitelio odontogénico juegan un papel en la histogénesis de los

tumores odontogénicos y quistes (Mosqueda-Taylor A. 2008, Lucas RB 1983).

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

odontogénico son varias, donde se incluyen las siguientes (Mosqueda-Taylor A. 2008):

a)

b)

d)

f)

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

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

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

hasta la erupcién del diente.

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

la [dmina dental.

La papila dental, el origen de la pulpa dental, que tienen el potencial de ser
inducidas a producir odontoblastos y sintetizar la dentina y/o material

dentinoide
El foliculo dental.

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

fibras y material mineralizado.
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Tratamiento

Debido al pequefio nimero de casos publicados de TO’s, en la actualidad no se
encuentran disponibles protocolos o pautas de tratamiento especificos. La reseccién
quirargica con margenes de seguridad (0.5 mm) es el tratamiento de eleccidon (Fig. 3)
(WHO, 2005). Las lesiones pequefias pueden ser resueltas con enucleacidn y curetaje
y son también citadas la aplicacién de sustancias criogénicas con el objetivo de anular
el posible compromiso del margen de la lesion, donde el nitrégeno liquido es el mas
utilizado para cirugia criogénica en hueso, después de la reseccion de la lesién (Pogrel

MA, 1995).
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Figura3. Hemimandibulectomias como tratamiento de los tumores
odontogénicos. Imagenes facilitadas por el servicio de Cirugia Maxilofacial del
Hospital Juarez de México.
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Ameloblastoma

El ameloblastoma es una neoplasia benigna, intradsea, polimodrfica, localmente
invasiva, que presenta un patron microscépico de tipo folicular o plexiforme que
pueden llegar a unirse en forma secundaria con el epitelio bucal (Kramer IRH et. al.
1992). Representa el 1% de todas las lesiones quisticas y tumorales de los maxilares,
siendo un tumor benigno derivado de epitelio odontogénico que exhibe un
comportamiento clinico agresivo con alta tendencia a ser recurrente (Punnya AV,
Rekha K. 2008). Esta lesion puede surgir en un gran rango de edad (10-92 afos),
siendo los 33 afios la edad mds comun, sin tener predileccion por alguno de los sexos
(Punnya AV, Rekha K. 2008). El 85% de los casos ocurren en la mandibula con

predileccidn en las dreas molar y de rama mandibular (Punnya AV, Rekha K. 2008).

Clinicamente, la zona afectada puede parecer normal o presentar una tumoracién con
desplazamiento dental y/o mala oclusién, la mucosa que lo recubre es normal, siendo
neoplasias generalmente asintomaticas (Shafer WG et. al. 1986). Fundamentalmente
son lesiones centrales, pero se han registrado casos de este tumor en tejidos blandos

gingivales en aproximadamente del 2 al 10% de los casos (Yamamoto T. et. al. 1990).

Radiograficamente pueden aparecer como zonas radiollucidas uniloculares o
multiloculares con bordes festoneados (Fig. 2). Frecuentemente se asocia a érganos
dentarios no erupcionados o retenidos y en los dientes adyacentes a la lesidn, la

reabsorcioén radicular es comun (Regezi JA, Scuibba JJ. 1989).

El ameloblastoma puede originarse a partir de la ldmina dentaria o sus derivados:
drgano del esmalte, restos epiteliales de Malassez, restos de Serres, Gobernaculo o
bien de quistes foliculares (Lucas RB. 1983). Si bien su causa sigue siendo desconocida,
la desregulacion de algunos genes en la odontogénesis puede jugar un papel

importante en su histogénesis (WHO, 2005).

De acuerdo a Vickers y Gorlin (Vickers RA, Gorlin RJ. 1970) se reconocen cuatro
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caracteristicas para identificar histolégicamente a los ameloblastomas:

1) Hipercromatismo nuclear de las células basales.

2) Células basales en empalizada.

3) Polarizacion nuclear hacia el otro lado de la membrana basal y

4) Vacuolizacién citoplasmatica de las células basales.
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Clasificacion clinica de los ameloblastomas

Segun la clasificacion de la OMS en el 2005, el ameloblastoma se puede dividir en:

a) Ameloblastoma desmopldstico

Este tipo de ameloblastoma histopatolégicamente presenta islotes de epitelio
irregulares con bordes puntiagudos, células periféricas cuboidales con nucleos
hipercromaticos, apariencia columnar menos frecuente que en las otras variantes,
microquistes en el espesor de los islotes y estroma fibroso con severa desmoplasia
(Hirota M. et. al. 2005). Representa aproximadamente del 4 al 13% del total de
ameloblastomas (Philipsen HP. et. al. 2001). Esta variedad generalmente se desarrolla
en la zona anterior o premolar del maxilar y en la mandibula, sin preferencia por uno
en concreto. Esta variante tiene peor prondstico, ya que presenta un mayor indice de
recidivas posquirdrgicas y un mayor porcentaje de malignizacién (Hirota M. et. al.
2005, Philipsen HP. et. al. 2001). Se presenta fundamentalmente en la cuarta y quinta
década de vida, sin predileccidon por género (Hirota M. et. al. 2005). Ademas, exhibe
caracteristicas radioldgicas atipicas y variadas, como lesiones localizadas,
radioltcidas, multiloculares, irregulares con bordes indistintos, o un aspecto mixto
radioopaco/radiolticido con margenes mal definidos similares a una lesion fibrodsea,
o una lesidon osteolitica expansiva parecida a un panal de abeja, con aspecto moteado

o multilocular (Laxmana AR et. al. 2010 ).

b). Ameloblastoma uniquistico

Esta variante de ameloblastoma fue descrito por primera vez por Robinson y
Martinez en 1977 (Konouchi H et. al. 2006), y en ese entonces esta lesién fue
separada como una entidad distinta por ofrecer cuadros histogenéticos
particulares. Algunos autores opinan que se desarrolla a partir de los quistes
odontogénicos preexistentes, mientras que otros sostienen que estos

ameloblastomas emergen de novo (Konouchi H et. al. 2006). Robinson y Martinez

18



plantean que el ameloblastoma y los quistes odontogénicos tienen un ancestro
comun (Konouchi H et. al. 2006). Asi, la transicién desde un quiste no neoplasico a

uno neoplasico podria ser una posibilidad (Robison L et. al. 1977).

Este tipo de ameloblastoma esta relacionado en el 50 a 80 % de los casos, y en
ocasiones hasta el 99 %, con un diente incluido, mientras el porcentaje restante puede
simular un quiste radicular o un quiste residual (Robison L et. al. 1977). La edad media
de surgimiento no estd bien establecido, ya que algunos autores mencionan que es
de 18.7 ainos (Konouchi H et. al. 2006), mientras que otros mencionan que es de 26.9
afios (Yavagal C et. al. 2009). De cualquier modo, este dato lo diferencia de los otros
tipos de ameloblastoma, en donde la edad media es de 32.7 afios, en rangos que
abarcan desde la segunda a la quinta décadas de la vida (Konouchi H et. al. 2006;

Yavagal C et. al. 2009).

El término ameloblastoma uniquistico puede ser atribuido a todas aquellas lesiones
quisticas que presenten alguno de los siguientes requisitos en el contexto de su pared

(Cunha EM et. al. 2005):

- Ameloblastoma uniquistico simple: El epitelio del quiste es homogéneamente

ameloblastomatoso.

- Ameloblastoma uniquistico intraluminal: Un nédulo ameloblastomatoso o mas se
proyectan en el lumen quistico (aspecto descrito como luminal o intraluminal), sin

evidencia de infiltracidn de la pared fibrosa del quiste por epitelio odontogénico.

- Ameloblastoma uniquistico intramural:

Uno o mds proyecciones epiteliales ameloblasticas proliferan en el espesor de la
pared conectiva, ya sea del tipo folicular o plexiforme el cual puede estar o no
conectado a la cubierta epitelial del quiste; o bien, islas de tejido ameloblastico que

estan presentes en el interior de la pared conectiva en contacto directo con el epitelio
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de un quiste aparentemente no neoplasico.

c) Ameloblastoma sélido o multiquistico

Es el segundo tumor odontogénico mas frecuente. Se origina centralmente, pero
suele crecer en todas las direcciones invadiendo el tejido local y destruyendo el hueso,
ya que se esparce lentamente por infiltracion (WHO, 2005). Las lesiones son no
encapsuladas y presentan un porcentaje de recidiva de hasta un 90 % si son tratados

solo con curetaje (Kehinde E et. al. 2006).

Existen dos patrones histoldgicos, el folicular y el plexiforme, sin que esto presente
una relevancia clinica. El tipo folicular consiste en islas de epitelio odontogénico
dentro de un estroma fibroso, sus células basales son columnares, hipercromaticas y
en forma de empalizada. Las células centrales pueden estar libremente arregladas,
parecidas al reticulo estrellado, éstas cominmente se vuelven quisticas y en algunas
ocasiones confluentes (WHO, 2005). Por su parte, el patréon plexiforme presenta
células basales acomodadas en fibras anastomosas con un reticulo estrellado escaso.

El estroma usualmente presenta un tipo de degeneracién quistica (WHO, 2005).

d) Extradseo o periférico

Este tipo de ameloblastoma se observa como un aumento de volumen localizado de
la encia. Es la menos frecuente de las formas clinicas del ameloblastoma,
representando del 1 al 10% de estas lesiones (WHO, 2005). Raramente afecta el hueso
adyacente y presenta muy buena evolucién posterior al tratamiento quirdrgico

(Steven E et. al. 2008).
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Uniquistico Soélido

Periférico

Intraluminal

Figura 4. Tipos de ameloblastoma. Se muestra un esquema e imagenes
radiogréficas, clinicas e histolégicas de los ameloblastomas mas comunes.
Imagenes proporcionadas por el servicio de Cirugia Maxilofacial del Hospital
Juérez de México.
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Quiste dentigero

El quiste dentigero es el tipo mas comun de quistes odontogénicos no inflamatorios,
el segundo en frecuencia de todos los quistes odontogénicos (Mourshed F. 1964;
Alfred L. Weber et. al. 2003; Scholl RJ et. al. 1999; Narang RS et. al. 2012) y es la causa
mas frecuente de radio opacidad presente alrededor de un diente no erupcionado
(Scholl RJ et. al. 1999). Un quiste dentigero rodea la corona de un diente no
erupcionado por la expansién de su foliculo dental y estd unido al limite
amelodentinario (Scholl RJ et. al. 1999). Histopatoldgicamente, esta conformado
como una cavidad tapizada de epitelio escamoso hiperpldsico no queratinizado hacia
el lumen. Una cdpsula de tejido conectivo con presencia de infiltrado inflamatorio da
soporte al epitelio. Las células epiteliales que recubren esta lesion pueden aparecer
de forma aplanada o cuboidal y suelen presentarse de 2 a 6 capas (Parvathi Devi et.

al. 2010).

El quiste dentigero se forma dentro del revestimiento del foliculo dental cuando se
acumula liquido entre el epitelio folicular y la corona del diente en desarrollo no

erupcionado (Alfred L. Weber et. al. 2003).
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Figura 5. Quiste dentigero. Tomado de Insights Imaging 2014 Feb;5(1):85-
101.
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Relacién entre el quiste dentigero y el ameloblastoma

En la pared de un quiste dentigero pueden desarrollarse tumores odontogénicos
benignos como ameloblastomas, tumores adenomatoides y tumores
mucoepidermoides, asi como tumores malignos como carcinomas (Alfred L. Weber
et.al. 2003). Clinica y radiograficamente el ameloblastoma uniquistico y el quiste
dentigero son idénticos (K.M.K Mashtan, S. Rajkumari 2011) de hecho, algunos tipos
de ameloblastoma uniquistico que histolégicamente presentan pequefias islas de
epitelio ameloblastico pueden ser erréneamente diagnosticados como quistes
dentigeros, estos suelen tratarse como un quiste dentigero, llevando a cabo una
enucleacioén simple, lo cual predispone a la reaparicion del ameloblastoma (Dunshe

A. et. al. 2003).

Scholl y colaboradores afirman que aproximadamente 50% de los ameloblastomas se
originan de las paredes de un quiste dentigero (Figura 6), constituyendo una entidad
bien definida llamada ameloblastoma mural (Scholl RJ et. al. 1999), mientras que
Shteyer y colaboradores argumentan un 85% de los casos y una edad promedio de

21.8 afios al momento de su diagndstico (Shteyer A et. al. 1978).
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Figura 6. Ameloblastomas provenientes de quistes dentigeros. Entre el
50% y el 85% de los ameloblastomas murales se originan en la pared de
un quiste dentigero.>* Radiogréafica y clinicamente son parecidos a los
ameloblastomas comunes o a grandes quistes dentigeros (A).
Histologicamente se observa la cavidad conformada por el quiste, con
crecimiento de una masa tumoral hacia el interior y que deriva del epitelio,
mientras una capa de tejido fibroso (F) recubre la lesién por la superficie
externa (B). Tomada y modificada de Scholl JR. RadioGraphics 19: 1107-
1124, 1999
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Estudio de moléculas como biomarcadores

El desarrollo del cancer es impulsado por la acumulaciéon de cambios en el DNA en
algunos de los aproximadamente 40 000 genes cromosdmicos. En los tumores sélidos
(90% de todos los tumores malignos humanos), son comunes las aberraciones
cromosOmicas tanto numéricas como estructurales (Rowley JD.2001; Jallepalli PV et.
al. 2001). Los defectos en la reparacion del DNA pueden conducir a la inestabilidad
genética de todo el genoma, lo que puede impulsar ain mas la progresién del cancer
(J.P.A Baak, et. al. 2003). Durante la ultima década, nuestro conocimiento del genoma
humano en lesiones pre-malignas se ha incrementado enormemente. La gendmica (el
estudio del genoma humano) y la protedmica (el andlisis de las proteinas presentes
en un tipo de células o en una condicién determinada) juegan un papel importante en
la comprensidn, el diagndstico, el prondstico y posiblemente también el tratamiento

del cancer y de los tumores sélidos benignos (J.P.A Baak, et. al. 2003).
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Protedmica

Menos del 2% de las enfermedades son monogénicas (causadas por la mutacidén de
un solo gen), mientras que el 98% restante son poligénicas, ya que involucran
multiples genes (Wilkins, M. R., J. C. et. al. 1995). El conocimiento de las vias que va a
seguir una enfermedad depende enormemente de un analisis protedmico de las

proteinas involucradas (J.P.A Baak, et. al. 2003).

El término "protedmica" fue acunado por primera vez en 1995 y se definid como la
caracterizacion a gran escala de todo el componente proteico de una linea celular,
tejido, u organismo en una condicién determinada (Wilkins, M. R., J. C. et. al. 1995;
Anderson et. al. 1996; Wasinger et. al. 1995). Actualmente se pueden encontrar dos
definiciones de protedmica. La primera es la definicion mas clasica, la cual restringe
el andlisis a gran escala de los productos génicos, estudios que implican sélo las
proteinas (Graves PR, 2002). La segunda definicion combina los estudios de proteinas
con andlisis que tienen implicaciones genéticas, como el andlisis de mRNA, la
gendmica, y el analisis de doble hibrido en levadura (Pandey A et. al. 2000). Sin
embargo, el objetivo de la protedmica es el mismo, obtener una vision mas global e
integrada de la biologia, mediante el estudio de todas las proteinas de una célula en

lugar de cada una en particular (Graves PR, 2002).

La manera mas facil de hacer un estudio protedmico es comparar los proteomas de
dos condiciones y observar sus diferencias. La deteccion y cuantificacidon de proteinas
diferenciales de células o tejidos nos permite tratar de resolver preguntas como:
¢Qué funcidn tienen las proteinas?, ¢ Qué tipo de modificaciones postransduccionales
sufren las proteinas y cual es su funcién?, ¢ Cédmo varian las proteinas de una célula o
tejido enfrentados a sus similares, pero en distintas condiciones ambientales? (Gorg

A et. al. 2005).

En la actualidad el andlisis protedmico permite el estudio de las proteinas en tiempo

y espacio, ya que se ha desarrollado a un grado de poder analizar redes moleculares,
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y por lo tanto, se pueden explicar fendmenos muy complejos como el cancer (Gauss

C et. al. 1999).

Este tipo de andlisis permite conocer cuando las proteinas cambian su patrén de
expresion dependiendo de las circunstancias del medio ambiente y, por lo tanto, del
estado fisioldgico en que se encuentre el organismo, esta informacién esta siendo
aplicada a varios campos de la biologia y la medicina (Wilson AM et. al. 2007). De esta
forma, dos o mas condiciones diferentes de una célula, tejido u organismo (por
ejemplo, un tejido sano y otro enfermo) pueden ser comparadas y asi, identificar
cambios en el patron de expresiéon proteico, cambios que pueden ser tanto

cualitativos como cuantitativos.

El analisis de los proteomas, permite la identificacién de las funciones de las proteinas
involucradas en la patogénesis o en el envejecimiento celular, entre otros procesos
(Cazares-Raga FE 2007). Este tipo de analisis sirve también para proponer modelos de
interaccion molecular que expliquen la biogénesis de padecimientos asi como para la
identificacion de marcadores para el diagndstico y prediccion de enfermedades
(Wilson AM et. al. 2007; Svetlov Sl et. al. 2006), blancos para drogas o blancos

terapéuticos (Romeo MJ et. al. 2005).

Las aplicaciones de la protedmica en el cancer son muy diversas, esta herramienta ha
abierto el campo para hacer detecciones tempranas del cancer, para conocer el
estatus de cualquier célula o tejido en un proceso de enfermedad, para observar
mutaciones de un gen, alteraciones en la transcripcion y traduccién de un gen y la
alteracion de los productos proteicos de un gen, y todos estos usos pueden servir
como biomarcadores de enfermedad (Wulfkuhle ID et. al. 2003). Un ejemplo, entre
muchos, de que este tipo de estudios han servido para encontrar biomarcadores es el
estudio del carcinoma de células escamosas de glandulas salivales, ya que al comparar
la saliva de pacientes sanos con pacientes con ese tipo de tumor, se identificaron
algunos biomarcadores de este tipo de cancer (Wang ZH et. al. 2010). Esta estrategia

también se ha empleado para descifrar las moléculas que se expresan en la progresion
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del epitelio benigno al epitelio metastdsico en el cancer de mama (Rennstam K et. al.

2006).

La tecnologia mds frecuentemente utilizada para monitorear los cambios en la
expresion de complejos proteicos es la electroforesis en dos dimensiones en geles de
poliacrilamida (2D-PAGE) (Huber LA et. al. 2003), la cual es una técnica poderosa para
la separacidn proteica, primero por su punto isoeléctrico (pl) y luego dependiendo su
peso molecular. La digestidn de las proteinas separadas por esta técnica hace posible
un mayor analisis mediante espectrometria de masas (MS), ya que los péptidos
obtenidos pueden ser utilizados para buscar la secuencia de la proteina en una base
de datos (NCBI, SWISSPRTO, HGMP, entre otras) para su identificacion (J.P. A. Baak
et. al. 2003).

29



Protedmica de membranas plasmaticas

La membrana plasmatica mantiene las barreras esenciales entre el citoplasma y el
medio extracelular, contiene proteinas que median algunas de las funciones celulares,
actuando como sensores de las sefales extracelulares, transportadores de moléculas
especificas y como el punto de unidn de la membrana con el citoesqueleto, la matriz

extracelular y las células adyacentes (Lund R et. al. 2009).

Las proteinas de membrana representan un tercio de las proteinas codificadas por el
genoma (Josic R et. al. 2009), y aproximadamente el 50% de la masa de la membrana
celular (Huber LA et. al. 2003). También, mas de dos tercios de las drogas existentes
y futuras tienen como blanco proteinas de membrana (Hopkins AL et. al. 2003;
Hopkins AL et. al. 2002; Rabilloud T 2003). Las membranas celulares son hidrofdbicas
y por lo tanto solo son solubles en soluciones que contienen detergentes. La mayoria
de ellas tienen numerosas modificaciones postraduccionales, como glicosilacidn,
fosforilaciéon y sulfatacidon, esto es la razén de su heterogeneidad extremadamente

alta (Josic R et. al. 2009).

Los receptores membranales son proteinas transmembranales que se unen a
moléculas de sefializacién hidrofilicas que no pueden cruzar la bicapa lipidica y que
actuan como transductores de seflales para regular procesos celulares, por lo que
esos receptores son moléculas clave para la sobrevivencia celular, y por lo tanto son
considerados como blancos terapéuticos (Leth-Larsen R et. al. 2010). Las
interacciones entre proteinas y receptores son independientes de la sintesis proteica,
por lo que la protedmica se ha convertido en la principal forma de abordar la

sefializacion y regulacién de los receptores membranales (Leth-Larsen R et. al. 2010).

Los cambios fenotipicos asociados a la transformacion maligna que incluyen la
proliferacién celular, adhesién y migracién continuamente son mediados o iniciados
por proteinas asociadas a la membrana plasmatica, como los receptores

membranales (Leth-Larsen R et. al. 2010).
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El caracterizar marcadores de la superficie celular en tipos especificos celulares a
distintos niveles de diferenciacidn, o diferentes estadios de la enfermedad, puede ser
una forma de identificar marcadores moleculares potenciales para su subsecuente
uso como blancos terapéuticos, que pueden ser reconocidos ya sea por anticuerpos
monoclonales o bien por moléculas bioldgicas pequeiias (Josic R et. al. 2009). Un
ejemplo de esto es la disminucidn en la expresién de HLA clase | en algunos tumores

en comparacién con células normales (Leth-Larsen R et. al. 2010).

En diferentes tipos de cancer se han encontrado proteinas especificas de tumor
utilizando diferentes técnicas, entre las que se encuentran la deteccién diferencial de
cDNA’s vy la purificacién de las proteinas de la superficie reconocidos por algunos tipos
de anticuerpos tumorales (Adam PJ et. al. 2003). Las células cancerosas mutadas
presentan alteraciones en los niveles de expresién de proteinas de membrana
particulares. Estas alteraciones pueden ser una sobre expresién de algln tipo de
receptor, como lo que se encontré con HER-2, el cual puede contribuir al crecimiento
celular tumoral activado por ligandos circulantes o producidos, o bien pueden ser una
falta o disminucidén en la expresidn de algunas moléculas de adhesion que permiten a
las células tumorales separarse del tumor primario y esparcirse (Leth-Larsen R et. al.

2010).
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Identificacion de proteinas membranales

Las proteinas de membrana son poco abundantes a comparaciéon de las demas
proteinas solubles que se obtienen en el lisado, ya sea de cultivo celular o de tejido,
lo que las hace complicadas de estudiar aun con los recientes avances en las
tecnologias protedmicas (Leth-Larsen R et. al. 2010). Grandes cantidades de algunas
proteinas pueden dificultar la deteccion de otras menos frecuentes, como lo son las
proteinas de membrana, por lo que el fraccionamiento de los extractos totales
aumenta la probabilidad de la deteccion de éste tipo de proteinas (Huber LA et. al.
2003). El fraccionamiento subcelular permite la separacién de organelos basdandose
en sus propiedades fisicas y consiste en dos pasos principales: la homogeneizacién,
que se basa en la ruptura de la organizacion celular, y el fraccionamiento del

homogenado para separar los diferentes organelos celulares.

Los cultivos celulares actualmente son mas utilizados para el fraccionamiento celular,
debido a que las células pueden ser manipuladas de maneras imposibles de lograr en
las células derivadas de tejidos. Sin embargo, tras la homogenizacién los cultivos
celulares son mas dificiles de fraccionar que la mayoria de los tejidos, posiblemente

por diferencias en la organizacion de su citoesqueleto (Huber LA et. al. 2003).

Por otra parte, el fraccionamiento celular se puede lograr mediante centrifugaciones
diferenciales, debido a que cada organelo tiene tamafio, densidad, carga y otras
propiedades caracteristicas de las cuales depende la separacidon (Huber LA et. al.
2003). En general, casi todos los procedimientos de preparaciones membranales se
inician con una incubacién en soluciones hipotdnicas del tejido o las células a usar,
seguido de una homogeneizacién y remocién del nucleo y detritus celulares mediante
la centrifugacién a bajas velocidades (Huber LA et. al. 2003). Asi, después de la
primera centrifugacidn, se obtiene el sobrenadante post nuclear para posteriormente

realizarle un protocolo de fraccionamiento celular que consiste en una sedimentacion

32



por centrifugacion que separa la fraccién total de membranas de todas las proteinas

solubles (Huber LA et. al. 2003).

Ademas el subfraccionamiento de las membranas plasmaticas se ha realizado
mediante el uso de gradientes de sacarosa para la posterior identificacién de
proteinas especificas de organelos mediante 2-DE, sin embargo mediante este
método la membrana plasmatica co-purifica con Golgi y endosomas tempranos (Josic
D et. al. 2007), por lo que es recomendable evaluar la integridad funcional y mecénica
de los organelos, esto se puede realizar mediante diversos métodos. El
inmunomarcaje para seguir la distribucion de marcadores especificos de organelos
puede ser usado, asi como un analisis morfolégico de todas las fracciones mediante

microscopia electrénica (Huber LA et. al. 2003).

Otras técnicas recomiendan digerir las proteinas, previo a la separacién de los
péptidos y colocar éstos directamente en el espectrometro de masas eliminando asi
el problema de mantener a las proteinas hidrofébicas solubles (Huber LA et. al. 2003),
pero la baja abundancia e hidrofobicidad de las proteinas de la membrana plasmatica
complica su purificaciéon e identificacion mediante espectrometria de masas (Josic D

et. al. 2007).
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Moléculas estudiadas en el Ameloblastoma

Hasta el momento, el diagndstico de los tumores odontogénicos estd basado en los
hallazgos histoldgicos, sin embargo en ocasiones la resolucidon de un diagndstico
diferencial, sobre todo en biopsias pequefias, es complicada, por lo que marcadores

especificos serian de gran utilidad (Cairns L et. al. 2010).

Como se menciond anteriormente, la etiologia del ameloblastoma aidn no ha sido
establecida, pero un paso importante para determinar la patogénesis tumoral es su
patrdén clonal, ya que el ameloblastoma ha demostrado ser monoclonal (Gomes CC et.
al. 2009, Gomes CC et. al. 2010), esto es, una mutacidn o alteracion molecular inicial
es el primer evento en el desarrollo tumoral. Sin embargo, a pesar de que se conocen
diversas alteraciones moleculares en el ameloblastoma, la secuencia de éstos eventos

sigue sin conocerse (Gomes CC et. al. 2009).

Desde 1995 se ha estudiado la proliferacién celular en los ameloblastomas con Ki67,
el nucleo inmunorreactivo a esta molécula se ha encontrado mayoritariamente en las
células periféricas tipo ameloblastos en las dareas folicular y plexiforme de los
ameloblastomas sdélidos, asi como en las células basales de los ameloblastomas
uniquisticos (Bologna-Molina R et. al. 2008). Por esto se ha sugerido que la
proliferacién celular, y por lo tanto el crecimiento del ameloblastoma, estd centrado
en las zonas periféricas de la lesion compuestas de células tipo ameloblastos (Ja"a”

skela” inen K et. al. 2002; Bologna-Molina R et. al. 2008).

Con respecto a la apoptosis, se ha encontrado que el ameloblastoma expresa dos
tipos de patrones celulares: el area anti-apoptodtica proliferativa, correspondiente a
su capa periférica basal, y el area pro-apoptdtica correspondiente a las capas

centrales de las islas tumorales (Sandra F et. al. 2001).

La ameloblastina es la proteina mas importante involucrada en la citodiferenciacién
dental y es altamente expresada durante la diferenciacién del epitelio interno (Gomes

CC et. al. 2010). Se expresa en ameloblastos diferenciados, pero también se ha
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identificado en las células epiteliales del ameloblastoma, sélo que en estas lesiones,
el gen presentd mutaciones somaticas que no se presentaron en la mucosa oral

normal (Saku T et. al. 1992; Takata T 2000; Snead ML 1992; Tsujigiwa H et. al. 2005).

Con respecto a las proteinasas de matriz, se ha reportado que la metaloproteinasa de
matriz 2 (MMP-2) puede suprimir el comportamiento invasivo local de los

ameloblastomas tanto in vitro como in vivo (Gomes CC et. al. 2010).

Publicaciones recientes han propuesto diferentes moléculas para diferenciar varias
lesiones odontogénicas (Cairns L et. al. 2010). Por ejemplo, calretinina se expresa
especificamente en las dreas del ameloblastoma donde se localizan células parecidas
al reticulo estrellado, por lo que se le ha considerado como un posible marcador
clinico de epitelio ameloblastico neoplasico (Altini M et. al. 2000; DeVilliers P et. al.

2008, 57).

La via de sefalizacion Sonic hedgehog (SHH) (Fig. 7) es importante para la
organogénesis, regula la proliferacién y diferenciacién de los ameloblastos y se ha
visto que esta involucrada con la proliferacién del ameloblastoma (Kanda S et. al.
2013). SHH es una proteina secretada que activa a un complejo receptor de
membrana formado por patched (PTCH) y smoothened (SMQ), ambos con siete pases
transmembranales (Ingham PW et. al. 2001; Echerlard Y et. al. 1993), en ausencia de
SHH, PTCH inhibe a SMO, pero si SHH se une a PTCH se activan las proteinas GLI
(Ingham PW et. al. 2001), los cuales funcionan como factores de transcripcién que
activan a otros genes blanco que van a resultar en la proliferacién y diferenciacion
celular (Ren Cet. al. 2012). Por lo que la activacién aberrante de la via de sefalizacién

SHH puede resultar en la formacion tumoral (Hanh H et. al. 1999; Altaba AR 2002).
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Figura 7 Via de sefializacion SHH. Tomada y editada de Chin J Cancer. Jul 2011,
30(7): 442-449.
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En un estudio inmunohistoquimico realizado en 29 ameloblastomas (17 foliculares y
12 plexiformes) se analizé la expresion de las moléculas SHH y PTCH involucradas la
via de sefalizacidn. En encia normal, como en células de ameloblastoma, SHH y PTCH
se expresaron, sélo que ésta expresion fue mas marcada en el citoplasma de las
células de encia que en el ameloblastoma, a pesar de que ameloblastoma también

mostré inmunoexpresion en la membrana celular (Fig. 8) (Kanda S et. al. 2013).

Normal gingiva Follicular ty Plexiform type

’
'

Figura 8. Expresion membranal y citoplasmatica de PTCH en el ameloblastoma
(Kanda S et. al. 2013).
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En un cultivo celular de ameloblastoma (AM-1) que expresaba PTCH se le adiciond un
anticuerpo neutralizante para Shh, el cual suprimié la proliferacién de ésta células
(Fig. 9) y también la traslocacion al nucleo de GLI1 y GLI2, pero no de GLI3 (Kanda S
et. al. 2013). También en la presencia del anticuerpo neutralizante, la expresidon de
BCL2 (proteina anti-apoptdtica) disminuyd, mientras que BAX (proteina pro-
apaoptotica) aumentd (Kanda S et. al. 2013). La misma supresién de la proliferacion
ocurrié al adicionarle el fdrmaco ciclopamina, el cual inhibe las respuestas de los
invertebrados a la via de la familia Hedgehog y también tiene efectos teratogénicos
(Cooper et. al. 1998) (Fig. 9). Estos resultados sugieren que ésta via de sefializacién
estd constitutivamente activa en el ameloblastoma (Kanda S et. al. 2013), lo cual
también se ha encontrado en varios tipos de cancer como los de pulmén, eséfago,
pancreas y estomago (Watkins DN et. al. 2003; Thayer SP et. al. 2003; Berman DM et.
al. 200381).

Actualmente existen diferentes estudios inmunohistoquimicos que muestran la
presencia diferencial de moléculas en las células del ameloblastoma, pero poco son
los datos de proteinas membranales que se encuentran en este tipo de lesiones

(Figura 10).
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Figura 9. Efecto del anticuerpo neutralizante y la ciclopamina en la proliferacion en
las células AM-1. La porliferacién celular se inhibe significativamente en la presencia
de 1ng/ml del anticuerpo neutralizante de SHH y 1mM de ciclopamina comparado
con su ausencia (Kanda S 2013).

39



Molécula

Referencia

CD56 Cairns L et. al.
2010
.. blexiforrﬁ“é
Ranson et. al.
2002
CD1a
Ranson et. al.
2002
E-cadherina
Mello LA et.
al. 2013
CD10

Uniquist

Quiste dentigero

i D

ico

40




Masloub SM
et. al. 2011
c-met
TRAIL-R Poomsawat S
et. al. 2012
Kumamoto H
et. al. 2012
ABCG2
Abdel-Aziz A
et. al. 2012
EGFR

Figura 10 Proteinas membranales analizadas inmunihistoquimicamente en
ameloblastoma.
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Previamente, en nuestro grupo de trabajo se realizé un estudio comparativo de los
perfiles de proteinas expresadas en diferentes lesiones odontogénicas, entre las que
se encuentran el quiste dentigero, el ameloblastoma uniquistico, el ameloblastoma
sélido/multiquistico y el carcinoma ameloblastico (Garcia-Mufioz A et. al. 2014). En
ese estudio se encontrd un gran nimero de proteinas con expresion diferencial entre
las diversas lesiones estudiadas (Garcia-Muioz A et. al. 2014). En este estudio lo que
se pudo observar fue que aunque todos los perfiles comparten varias proteinas, los
perfiles del carcinoma ameloblastico y el ameloblastoma sélido son mas parecidos
entre si y presentan mayores diferencias con los perfiles de las otras lesiones
odontogénicas epiteliales. De manera similar, los perfiles del ameloblastoma
uniquistico y del quiste dentigero son mas parecidos entre si (Garcia-Mufioz A et. al.
2014). En ambos casos, aunque los perfiles mostraron gran parecido, también se

observaron manchas con expresion diferencial entre esas lesiones.

Al comparar los perfiles de proteinas del ameloblastoma uniquistico y el quiste
dentigero se encontraron 10 proteinas sobre expresadas en el tejido tumoral, entre
las cuales solo tres son membranales (alfa enolasa 1, proteina de unién a la hormona
tiroidea y la Cadena C Ig gamma) (Tabla 3). Por su parte el carcinoma ameloblastico
expresd 7 proteinas las cuales parecen no expresarse en el ameloblastoma sdélido,
entre las cuales se encuentran las citoqueratinas 17 y 8, VCP/p97, GRP78, ubiquinol

citocromo reductasa, rcTPI1y la peroxiredoxina 1 (Garcia-Mufioz A et. al. 2014).
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Tabla 2 Proteinas de membrana encontradas en extractos totales de

quiste dentigero, ameloblastoma uniquistico. ameloblastoma sdlido y

carcinoma ameloblastico.

Lesion

Proteinas membranales con sobre expresion

Quiste dentigero

Alfa enolasa 1

Ameloblastoma uniquistico

Proteina de unidn a la hormona tiroidea

Cadena Clg gamma

Ameloblastoma sélido

Cadena B e hemoglobina

Fibrinégeno gamma
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Justificacion
Actualmente el diagnéstico de los tumores odontogénicos se realiza
histolégicamente, lo que limita mucho el tratamiento y da como resultado un impacto

fisico y mental desfavorable para el paciente.

Debido a que este tipo de lesiones no se consideran tan comunes, no se cuenta con
informacién suficiente o representativa sobre la eficacia de farmacos en su
tratamiento. Es por eso que la informacién sobre proteinas de membrana que se
expresan diferencialmente en el ameloblastoma seria de gran utilidad, ya que una
gran cantidad de los farmacos utilizados actualmente estan disefiados para blancos

terapéuticos localizados en la membrana plasmatica de células tumorales.

Hipotesis
La identificacién de proteinas de membrana expresadas diferencialmente por el
ameloblastoma brindara informacidn clave sobre funciones de las células tumorales,

asi como de posibles blancos terapéuticos

Objetivo general
Identificar proteinas de membrana plasmatica que se sobre expresen en el

ameloblastoma.

Objetivos particulares
1. Enriquecer proteinas de membrana de muestras de quiste dentigero vy
ameloblastoma.
2. Identificar proteinas membranales que se sobre expresen en el

ameloblastoma con respecto al quiste dentigero.
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Materiales y Métodos

Obtencion de las muestras
Las muestras fueron proporcionadas por el servicio de Cirugia Maxilofacial del

Hospital Judrez de México.

Las muestras se tomaron inmediatamente después de que el tumor se extirpé;
posteriormente estas muestras se lavaron con solucién fisiolégica con el fin de
eliminar sangre y residuos contaminantes. Luego, las muestras se congelaron por
inmersién en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta su uso. Cabe
mencionar que estas muestras se diagnosticaron previamente mediante biopsia por

un especialista en diagnodstico histopatolégico del Hospital Juarez de México.

Extraccién de proteinas totales

La preparacion de las muestras se baso en la extraccién selectiva de proteina (Abdel-
Aziz A et. al. 2012). Las muestras se congelaron en nitrégeno liquido y se pulverizaron
mecanicamente. Después, los tejidos se homogeneizaron en amortiguador de
muestra para isoelectroenfoque (urea 7 M, tiourea 2 M, CHAPS 4%, amortiguador IPG
2%, DTT 40 mM y agua MQ) en presencia de inhibidores de proteasas (Complete™
Roche Germany). Posteriormente, las muestras se homogeneizaron utilizando un
sonicador dando 4 pulsos de 30 segundos cada uno a una amplitud de 80%, todo esto
en hielo para evitar el calentamiento de las muestras. El material insoluble fue
removido mediante centrifugaciéon (20,000 xg por 5 min a 4 9C), en donde el

sobrenadante se conservo.

Precipitacion de proteinas con TCA acetona

Por otra parte, las proteinas se precipitaron con acetona-acido tricloroacético (TCA).
A un volumen de muestra se le agregaron 8 volimenes de acetona a -20°C y un
volumen de TCA al 100%, esto se mezcld por inmersion 5 veces y se dejo precipitar a

-20°C toda la noche. Se centrifugd a 14000 rpm por 15 minutos a 4°C, se elimind el
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sobrenadante y se realizé un lavado con 1 ml de acetona a -20°C utilizando el vértex.
Una segunda centrifugacion bajo las mismas condiciones fue dada para
posteriormente eliminar todo el sobrenadante con la ayuda de puntas estériles.
Posteriormente, se elimind los restos de acetona dejando secar la pastilla.

Finalmente, el botdn perfectamente seco se resuspendié en 300 ml de PBS estéril.

Extraccion de proteinas membranales

La purificacion de las proteinas membranales se llevd a cabo mediante el kit
“ReadyPrep protein extraction (membrane 1)” (BioRad) el cual ofrece un método para
la preparacién de fracciones celulares altamente enriquecidas en membrana y
proteinas hidrofébicas y se basa en la separacion de proteinas de membrana
mediante la separacion de fases dependiente de temperaturas utilizando el

detergente Tritdn X-114, el cual tiene un bajo punto de enturbamiento.

La extraccion se realizé de acuerdo al protocolo proporcionado por el fabricante. Por
cada 50 mg de tejido se agregaron 0.5 ml del amortiguador M1 (amortiguador de lisis)
frio, en presencia de inhibidores de proteasas (Complete™ Roche Germany). La
suspension se sometid a sonicacién en hielo de 3 a 4 pulsaciones de 40 segundos cada
una, esto con el fin de romper las células y fragmentar el DNA gendmico.
Posteriormente, se agregd la misma cantidad de la solucién M2 (Tritén X-114) frio, se
agito con voértex por 60 segundos de cuatro a cinco veces y se incubd en hielo durante
10 minutos. Posteriormente, se incubd a 37 °C durante 30 minutos, para después
mezclar la suspension de 3 a 4 veces durante 30 segundos. Entonces, se centrifugd a
la maxima velocidad de la microcentrifuga (~16 000 xg) por 5 minutos a temperatura
ambiente. Al término de la centrifugacion se observaron dos fases, la fase superior,
gue contiene las proteinas hidrofilicas, se transfirié a un tubo limpio. Al tubo con la
fase inferior, que contiene a las proteinas hidrofébicas, se le agregaron nuevamente
0.5 ml de la solucién M2 fria y se mezcld con vortex, para incubar en hielo por 10
minutos y a 37°C durante 30 minutos, para volver a centrifugar, todo esto como se
describidé previamente, sélo que esta vez se obtuvo el botdn de la centrifugacidn, el
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cual contiene las proteinas hidrofébicas membranales. Adicionalmente, las proteinas
se precipitaron con acetona- TCA. Finalmente, la pastilla se resuspendié en PBS y se

almacend a -70°C, hasta su uso.

Cuantificacidon de proteinas.

La cuantificacién de las proteinas, tanto totales como membranales, se realizd
mediante la utilizacidn del kit DC Protein Assay (BIO RAD). Para ello, se prepard una
curva estandar con proteina BSA (Bovine Serum Albumin) con rango de 0 a 5 pg/ul,
colocando cantidades de 0, 0.5, 1, 3y 5 ul de BSA a concentracion de 1 mg/ml, asi
como la cantidad suficiente de agua para alcanzar un volumen total de 5 pul. De la
muestra de proteinas totales problema se colocd 1 ul. Entonces, se adicionaron 25 pl
de la solucion A" (solucién alcalina de tartrato de cobre mas reactivo S), 200 pl del
reactivo B (reactivo de Folin) y se incubd durante 15 min a temperatura ambiente. La
absorbancia de los estdndares y de la muestra de extractos se midié en un
espectrofotémetro (Beckman) a 750 nm. El estandar numero 1 (0.0 Bg de proteina) se
utilizé como blanco de las lecturas. Después de cuantificar los extractos, su integridad

se analizé en geles SDS-PAGE al 10%.

Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A 40 pg de proteinas totales o membranales obtenidas de las muestras se les agregd
amortiguador de muestra (Tris-HCl pH 6.8 62.5mM, glicerol 25%, SDS 2%, azul
bromofenol 0.01%), se incubaron a 902C durante 5 min y se cargaron con micropuntas
en geles de poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes (PAGE-SDS). Para
ello, el gel separador se prepard con los siguientes reactivos: acrilamida 10%, Bis-

acrilamida 0.9%, Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8, SDS al 0.1%, persulfato de amonio (PSA) 0.1%
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y 0.15% de TEMED; mientras que el gel concentrador se prepard con acrilamida 6%,
Bis-acrilamida 0.9%, Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8, SDS al 0.1%, PSA 0.1% y 0.15% de TEMED;
como amortiguador de corrida se utilizd una solucién Tris 0.25 M, Glicina 1.9 My
0.1% de SDS. La electroforesis se llevé a cabo manteniendo un voltaje constante de

110 V (25 miliamperios) por 140 min.

Después de la separacién de las proteinas en los geles de poliacrilamida, éstos se
tineron durante 1 h con azul de Coomassie G-250 0.25% a temperatura ambiente y en
agitacion. Para desteiiir los geles, éstos se incubaron en agitacién en una solucién de
etanol al 5% y acido acético al 7% hasta que las bandas de las proteinas aparecieron
azules sobre el fondo transparente. En ese momento, los geles se transfirieron a un
recipiente que contenia agua destilada y se realizd un registro fotografico de la

imagen.

Ensayos de Western blot

Para el ensayo de Western blot, las proteinas se separaron mediante PAGE-SDS (10%)
como se menciond anteriormente. Después, el gel se equilibré con el amortiguador
de transferencia (Tris 0.25M, Glicina 1.9M y 20% de metanol) durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente se formoé un emparedado sujeto por un folder
de plastico con la parte oscura hacia abajo, con los siguientes elementos: una fibra
Scotch, luego un papel filtro previamente equilibrado en el amortiguador de
transferencia sobre el cual se colocé el gel y luego una membrana de nitrocelulosa. A
continuacion se agregaron dos papeles filtro, otra fibra Scotch y el folder se cerrg, y
éste se colocd en la cdamara de electroforesis, orientando la parte oscura del folder
hacia el polo negativo y el papel de nitrocelulosa hacia el polo positivo. Las proteinas
del gel se transfirieron al papel de nitrocelulosa 350 mA durante 90 min (o bien toda
la noche a 30 mA) utilizando un bafio de hielo. Posteriormente, la membrana se tifio
con rojo de Ponceau por dos minutos para visualizar la correcta transferencia de las

proteinas, después se destifid y se bloqued con PBS-Tween 0.05% y leche descremada
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al 5% durante 1 h a 37 °C. Enseguida, se incubd con el anticuerpo primario contra las
proteinas E-cadherina (IgG de rata) (dilucién 1:5000) (Abcam, UK) y ODAM (IgG de
conejo) (dilucién 1:3000) (Abcam) en PBS-Tween al 0.05% con 5% de leche durante
toda la nuche a 4 ° C en movimiento. Entonces, la membrana se lavd tres veces
durante 10 min con PBS-Tween 0.1% y dos veces de 10 minutos con PBS y se incubé
durante 90 min a 37 °C en movimiento con un segundo anticuerpo anti IgG de rata o
de conejo (dilucion 1:20,000), segun correspondiera, acoplado a peroxidasa
(Invitrogen). . La membrana de nitrocelulosa se lavé cuatro veces durante 10 min con
PBS-Tween al 0.1% y una vez de 10 minutos con PBS y la unién antigeno-anticuerpo
se reveld6 mediante quimioluminiscencia utilizando el sistema ECL plus (Amersham),

siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante.

Analisis por espectrometria de masas

Una vez que se verificd la correcta obtencidn de proteinas membranales, se procedid
a comparar el patrén electroforético de las proteinas membranales de las muestras
analizadas. Se localizaron 3 bandas las cuales estaban sobre expresadas en el
ameloblastoma con respecto al quiste dentigero, fueron escindidas manualmente,
colocados en 30 ul de agua ultrapura y referidos para su identificacién por
espectrometria de masas a CINVESTAV Irapuato. Eltipo de identificacion utilizado fue
el MSMS ion search y la basa de datos utilizada para la bpusqueda fue IPI_human

V3.87 la cual contiene 91467 secuencias.
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Resultados

Muestras utilizadas en la obtencion de las proteinas totales y membranales.

En el presente estudio se utilizaron biopsias de ameloblastomas y de quistes
dentigeros que fueron obtenidas del Hospital Judarez de México. Todos los tejidos
fueron previamente diagnosticados histolédgicamente por un experto del mismo
Hospital. Para este trabajo se obtuvieron un total de 10 biopsias de pacientes, las

cuales incluyeron dos quistes dentigeros y ocho ameloblastomas (Tabla 4).

Tabla 3. Muestras de ameloblastomas y quistes dentigeros usados en este

estudio

Ameloblastoma uniquistico 3

(AU)

Ameloblastoma Soélido 1

(AMS)

Ameloblastoma (no especificado) 4

AMELO

Quiste dentigero 2

(QD)

TOTAL 10
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Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) en una dimensidén

Con el fin de poder observar diferencias entre los diferentes ameloblastomas vy el
quiste dentigero, se analizaron sus perfiles proteicos. Inicialmente, se analizd la
integridad de las proteinas totales extraidas de cada tejido mediante el corrimiento
electroforético en geles unidimensionales en condiciones desnaturalizantes (PAGE-
SDS). Cabe mencionar que estos ensayos se hicieron por triplicado de cada una de las
lesiones y en todas las réplicas de cada lesion se observé el mismo patrén de bandas
proteicas sin degradacion aparente (datos no mostrados). Todas las lesiones
mostraron bandas desde menos de 14 kDa hasta mayores de 230 kDa (Fig. 11). Una
vez que se determind la integridad de las proteinas totales, se procedio a extraer las
proteinas de membrana como se describié en Materiales y Métodos. Posteriormente,
las proteinas totales, las proteinas citopldsmicas y las proteinas membranales se
analizaron en geles de poliacrlamida-SDS al 10% tefiidos con azul de Comassie. En la
figura 11 se pueden apreciar los patrones proteicos de las tres fracciones de un
ameloblastoma no especificado (panel A), un ameloblastoma uniquistico (panel B),
un quiste dentigero (panel C) y un ameloblastoma sélido (panel D). En todos los geles
se puede observar una buena integridad, sin degradacién aparente, tanto de los
extractos totales (carril 1), como de las proteinas membranales (carril 2) vy del
citoplasma (carril 3). En cada una de las muestras de observé la presencia de bandas
con un rango de <30 a >245 kDa (Fig. 11). Ademads, se puede observar un patrén
totalmente distinto para las diferentes fracciones (Fig. 11), sugiriendo un

fraccionamiento eficiente.
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Figura 11. Analisis del fraccionamiento membranal y citopldasmico en muestras de ameloblastoma y
quiste dentigero. Biopsias de: (A) ameloblastoma no especificado (AMEL), (B) ameloblastoma uniquistico
(AU), quiste dentigero (C) y ameloblastoma sélido (D) se utilizaron para obtener las proteinas
membranales como se describe en Materiales y Métodos. Posteriormente, los extractos totales (ET) y
las fracciones membranales (PM) y citoplasmicas (SN1) de cada tejido se analizaron por SDS-PAGE al
10%. MPM: marcadpores de peso molecular.
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Validacion de la correcta obtencion de las fracciones membranales mediante

Western blot

Para comprobar la correcta separacion de las fracciones en las lesiones analizadas se
realizaron ensayos de Western blot utilizado dos anticuerpos: uno contra E-cadherina,
la cual es una proteina membranal de células epiteliales (Kelly KA et. al. 2008) y otro
contra ODAM, que es una proteina citopldasmica presente en células epiteliales de

tejidos odontogénicos (Moffatt P et. al. 2008).

En el ensayo de western blot contra E-cadherina realizado en extractos totales (ET),
fracciones membranales (PM) y fracciones citoplasmicas (SN1) de un ameloblastoma
no especificado (AMEL), un ameloblastoma uniquistico (AU) y un quiste dentigero
(QD) pudimos observar que el anticuerpo reconocié en los extractos totales y en la
fracciones membranales de todas las muestras una banda de 120 kDa.
Adicionalmente en todas las fracciones membranales y en los extractos totales de
AMEL se observd el reconocimiento de una banda de =80 kDa. La banda de mayor
peso molecular corresponde a la forma madura de la proteina, mientras que la banda
de menor tamafio puede corresponder al fragmento llamado ectodominio (ver
Discusion) (Fig. 12). Ninguna de estas bandas se observé en las fracciones
citoplasmicas (Fig. 12). Por otra parte, el ensayo de Western blot para detectar a la
proteina ODAM en las diferentes fracciones de una muestra de AMEL y de un QD,
mostré el reconocimiento de dos bandas de 72 y 37 kDa en los extractos totales de
las muestras analizadas y en la fraccion citopldsmica de QD, mientras que en la
fraccion citoplasmica de AMEL solo se detectd la banda de 72 kDa (Fig. 13). De
cualquier manera, no hubo reconocimiento de ninguna banda en los extractos
membranales de las dos muestras (Fig. 13). Asi, los dos ensayos de Western blot
anteriores muestran una correcta separacion de las fracciones membranales de las

muestras analizadas.
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Fig. 12 Western blot conta E- cadherina. Los extractos totales (ET) y las fracciones
membranales (PM) y citoplasmicas (SN1) de muestras de ameloblastoma no
especificado (AMEL), de quiste dentigero (QD) y de ameloblastoma uniquistico
(AU) se sometieron a ensayos de western blot utilizando un anticuerpo contra la
proteina membranal E-cadherina
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Fig. 13 Western blot contra ODAM. Los extractos totales (ET) y las fracciones
membranales (PM) y citopldsmicas (SN1) de muestras de ameloblastoma no
especificado (AMEL) y de quiste dentigero (QD) se sometieron a ensayos de

western blot utilizando un anticuerpo contra la proteina citopldsmica ODAM
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Identificacion de proteinas con expresidn diferencial entre ameloblastoma y quiste

dentigero

Una vez que se verificd la correcta obtencidn de proteinas membranales, se procedid
a comparar el patrén electroforético de las proteinas membranales de las muestras
analizadas. Importantemente, se obtuvo un patrén practicamente idéntico entre las
diferentes muestras de QD, asi como un patréon muy similar entre las diferentes
muestras de AU (Fig. 14). Por otra parte, el patrén de los ameloblastomas no
especificados (AMEL1, AMEL2, AMEL3 y AMEL4) son casi idénticos al del
ameloblastoma sélido (ASM) (Fig. 14), sugiriendo que posiblemente AMEL1,2,3y 4
sean del tipo AMS. De cualquier manera, es interesante observar un patrén similar,
con pocas diferencias, entre todos los ameloblastomas, no importando su tipo
histolégico (Fig.14). Por otra parte, desde estos ensayos podemos observar algunas
proteinas que estdn siendo expresadas de manera diferencial entre QD vy

ameloblastomas (Fig.14).

Con el propédsito de observar mejor las diferencias entre los diferentes patrones
membranales, éstos se analizaron por separado, es decir se compard QD con AU y
QD con AMEL (Fig. 15). En la comparacién de AUy QD se observaron cinco bandas en
QD que no se detectaron en AU (Fig. 15B, flechas verdes). Ademads, en éstas
comparaciones se pueden apreciar algunas bandas que se encuentran expresadas en
ambas lesiones pero que tienen una mayor intensidad en el ameloblastoma, ya sea
no especificado o uniquistico con relacién al quiste dentigero (Fig. 15, flechas
amarillas). También hay tres bandas con pesos moleculares aproximados de 93, 55y
32 kDa que se encuentran expresadas en AMEL, pero que no se observan en QD (Fig.
15A, flechas rojas). Interesantemente, al hacer la comparacién entre AU y QD bandas
con el mismo peso molecular también se encuentran en AU pero no en QD (Fig. 15B,
flechas rojas). Debido a la presencia de estas bandas exclusivamente en los
ameloblastomas, éstas fueron seleccionadas para realizar su identificacion mediante
espectrometria de masas.
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Figura 14 Proteinas membranales de todas las muestras analizadas. Los
patrones de proteinas membranales de las diferentes lesiones se analizaron
mediante SDS_PAGE al 10% tefiidos con azul de Coomassie.
Ameloblastomas no especificados (AMEL) ameloblastomas uniquisticos (AU),
Ameloblastomas soélidos (AMS) y qusites dentigeros (QD)
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Figura 15. Comparacion de los extractos membranales de ameloblastoma
y quiste dentigero. Los patrones de proteinas membranales (PM) de
ameloblastomas y de quiste dentigero se compararon mediante
SDS PAGE al 10% tefiidos con azul de Coomassie. (A) Comparacion de
ameloblastoma no especificado (AMEL) y quiste dentigero (QD) (B).
Comparacion de ameloblastoma uniquistico (AU) y quiste dentigero (QD).
En Flechas amarillas se muestran las bandas que tienen mayor expresién
en los ameloblastmas con relacion al quiste dentigero, las flechas rojas
muestran las proteinas que se observan en ameloblastomas y no asi en
el QD y las flechas verdes indican las bandas que se ven en QD pero no
en los ameloblastomas.
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Identificacion de proteinas mediante espectrometria de masas.

Como se menciond anteriormente, en los geles de SDS- PAGE se pueden observar tres
bandas que se ven expresadas tanto en el ameloblastoma no especificado como en el
ameloblastoma uniquistico, pero no asi en el quiste dentigero (Fig. 15), por lo que
éstas fueron seleccionadas y escindidas manualmente y colocadas en 50 ul de agua

Mili Q y referidos para su identificacion por espectrometria de masas.

De acuerdo a los resultados de espectrometria de masas, se logré la identificacién de

las proteinas HSP60, vinculina, plectina y la integrina a6 (Tabla 5).
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Tabla 4. Proteinas identificadas por espectrometria de masas.

SCORE/COBERTURA/
PROTEINA ID PROTEINA PESO MOLECULAR/PI PEPTIDOS MEMBRAN  FUNCION
A

HSP60 IPI00784154.1 19.90/9.95/61/5.87 GVMLAVDAVIAELKK Golgi Plegamiento de
proteinas

Plectina IPI00398776.3 32.93/2.28/512/5.77

Vinculina IP100291175.7 64.68/14.92/116.6/6.09 AIPDLTAPVAAVQAAVSNLVR Plasmatica Adhesién célula-

isoforma 1 célulay célula MEC
(regula expresion
dekE -cadherina)

Integrina a6 IP100921080.1 21.10/6.81/106.5 /7.66 NSYPDVAVGSLSDSVTIFR Plasmatica Estructura de

isoforma 7 hemidesmosomas y

amelogénesis
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Discusion

Los tumores odontogénicos (TO’s) son lesiones que derivan de los tejidos productores
de dientes o de sus remanentes, los cuales quedan dentro de los tejidos mandibulares
o dentro de los tejidos blandos (Mosqueda-Taylor 1994). Estas neoplasias pueden ser
benignas o malignas con variacién en su agresividad y su potencial para desarrollar
metastasis (Mosqueda-Taylor 1994). Son poco frecuentes, pero pueden plantear un
reto diagndstico y terapéutico significativo (WHO, 2005). Debido a la falta de
marcadores especificos para este tipo de lesiones el diagndstico se basa en
consideraciones histoldgicas y anatémicas, su tratamiento es quirurgico, con un alto

impacto fisico y mental para el paciente (WHO 2005).

Dentro de los TO’s se encuentra el ameloblastoma, el cual es una neoplasia benigna,
intradsea, polimodrfica, localmente invasiva derivada de epitelio odontogénico y que
exhibe un comportamiento clinico agresivo con alta tendencia a ser recurrente
(Kramer IRH et. al. 1992). Interesantemente, se ha sugerido que el ameloblastoma
puede originarse de las paredes de un quiste dentigero. Por esta razdn, en el presente
trabajo se realizdé una comparacién entre las proteinas membranales del
ameloblastoma con respecto a las del quiste dentigero. Es importante sefialar que lo
ideal seria comparar los patrones proteicos del ameloblastoma con los de un tejido
normal. Sin embargo, debido a que el ameloblastoma se origina de los remanentes
del tejido embrionario que da lugar a la formacién de los érganos dentarios, es
practicamente imposible, principalmente por cuestiones éticas, contar con el tejido
embrionario normal. Es por esa razén que en este trabajo se decidi6 comparar dos
lesiones con comportamiento diferente en cuanto a su agresividad, tomando al quiste

dentigero, una lesiéon no tumoral, como “control” del ameloblastoma (tejido tumoral).

Por otra parte, las proteinas de membrana se han relacionado con la transformacién

tumoral en cierto tipo de canceres (Leth-Larsen R et. al. 2010), por lo que actualmente
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2/3 de las drogas estan dirigidas a estos blancos terapéuticos (Hopkins AL et. al. 2002;

Hopkins AL et. al. 2003;Rabilloud T 2003).

Por ejemplo, en cdncer de mama, la sobre expresion del receptor HER-2, puede
contribuir al crecimiento celular tumoral activado por ligandos circulantes o
producidos por las mimas células, o bien pueden ser una falta o disminucion en la
expresion de algunas moléculas de adhesién que permiten a las células tumorales
separarse del tumor primario y esparcirse (Leth-Larsen R et. al. 2010). Otros ejemplos
de proteinas asociadas a membrana que forman la base de un nimero de nuevas
terapias contra el cancer son Gleevec Gleevec (abl quinasa) (FDA 2001), Herceptina
(Her2neu) (Hatakeyama S et. Al. 2011), Panorex (Ep-CAM) (Brenner, 1999), e IRESSA
(receptor de EGF1) (Abicht, A., and Lochmuller, H. 2000) .También se ha encontrado
que proteinas de membrana como pequefas GTPasas, cinasas y cateninas estan
implicadas en la carcinogénesis (Adam PJ et. al. 2003). Por esa razoén, en este trabajos
se decidi®é comparar solamente las proteinas membranales de ameloblastoma vy
quiste dentigero, con el fin de poder identificar algin blanco potencial para el

tratamiento de la lesion tumoral.

En la identificacién de proteinas que se expresan diferencialmente en tejidos, es de
gran importancia el material de estudio disponible y el nimero de réplicas utilizadas
para definir un proteoma. En este estudio logramos analizar 10 lesiones diferentes,
dos de ellas eran quistes dentigeros y 8 eran ameloblastomas de al menos dos
diferentes tipos (AMS y AU) ademas de contar con muestras de ameloblastomas no
especificados, de los cuales obtuvimos tanto sus extractos protéicos totales, como sus
fracciones solubles (citoplasmicas) e insolubles (membranales). Debido a lo
mencionado previamente, las proteinas de membrana fueron las de mas importancia

para nosotros, por lo que éste estudio se centré en ellas.

Debido a que se obtuvo poca cantidad de las proteinas membranales (informacién no
mostrada), sélo fue posible determinar el patrén de proteinas por SDS-PAGE y no por

electroforesis bidimensional como se habia planteado originalmente. Es importante
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aclarar que la extraccidn de proteinas se realizé en tres ocasiones independientes y
que se obtuvieron patrones de bandas practicamente idénticos en los triplicados, lo
que descartd que las diferencias encontradas puedan deberse a variaciones en la
extraccion de proteinas. Ademds, de manera interesante los patrones de lesiones del
mismo tipo, provenientes de diferentes pacientes, también presentaron patrones
muy similares, lo que nos puede indicar la reproducibilidad de los procedimientos
experimentales implementados. Debido al patron altamente similar entre los
ameloblastomas no especificados y el ameloblastoma solido podemos deducir que
éstos con los que no se contaba un diagndstico histolégico certero previo son del tipo
sélido. Sin embargo, cabe mencionar que en la literatura no hay registro del patrén
proteico de proteinas membranales de tumores odontogénicos. Interesantemente,
los perfiles proteicos de todos los ameloblastomas también mostraron ser similares,
independientemente del tipo clinico de ameloblastoma, sugiriendo que el desarrollo
de este tipo de tumores tiene un mecanismo comun que nos puede facilitar la
identificacion de posibles blancos terapéuticos. Ademas, el no encontrar demasiadas
diferencias entre los patrones proteicos de quiste dentigero y de ameloblastoma,
soporta la hipétesis de que el quiste dentigero puede ser origen del ameloblastoma,
y que por lo tanto nuestra premisa de comparar estas dos lesiones puede ser eficiente

para detectar proteinas involucradas en el desarrollo de la lesién tumoral. .

El método elegido para la obtencién y purificacidon de proteinas membranales fue el
kit “ReadyPrep protein extraction (membrane 1)’ (BioRad) el cual ofrece una
preparacion de fracciones celulares altamente enriquecidas en membranay proteinas
hidrofdbicas y se basa en la separacion de proteinas de membrana mediante la
separacion de fases dependiente de temperaturas utilizando el detergente Tritén X-
114, el cual tiene un bajo punto de enturbamiento. Por lo que obtuvimos dos
fracciones, la soluble en medio hidrofilico, llamada en este trabajo SN1, y que
contenia a la fraccion citoplasmica, y la fraccion soluble en detergente, que contenia

a las proteinas transmembranales.
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Para corroborar la correcta separacion de las fracciones celulares se realizaron
ensayos de Western blot contra una proteina especifica para membrana de células
epiteliales (E-cadherina) y para una proteina citopldsmica de epitelio dental (ODAM).
E- cadherina sélo se expresd en los extractos totales y membranales de todas las
muestras analizadas, pero en ninguno de sus fracciones citoplasmicas Las cadherinas
son una familia de glicoproteinas transmembranales o membranales que median la
adhesién celular dependiente de calcio (Garcia-Mufioz et. al. 2012; Gumbiner BM
2005; Halbleib JM, Nelson WJ 2006). Consisten en al menos cinco super familias,
dentro de las tipo 1 o clasicas se incluye a E-cadherina (Lien W et. al. 2006), la cual se
encuentra en tejidos epiteliales y ha sido identificada tanto en tejido normal como en
condiciones patoldgicas. En 1980 Francois Jacob describié una glicoproteina de 84 kDa
ala que llamé gp84 en la membrana de células embrionarias de carcinoma de raton,
la cual es considerada como el ectodominio de E-cadherina (Hulpiau P, van Roy F
2009), posteriormente concluyeron que gp84 es sintetizada como varios precursores
de vida corta que son procesados a una forma estable de 120 kDa, la cual puede ser
llamada ovomorulina (Hyafil F et. al. 1980). Por lo anterior en membranas celulares
epiteliales, se puede encontrar a E-cadherina en sus pesos de 120 y 80 kDa, como fue

el caso en algunas delas lesiones analizadas en este trabajo.

Por su parte, ODAM es una proteina que proviene de un gen implicado en la
formacién de dientes y hueso, asi como en la mineralizacién (Kawasaki K et. al. 2003).
Esta proteina es altamente expresada en ameloblastos maduros (Park JC et. al. 2007)
y presente en el esmalte de los 6rganos dentales y en las células epiteliales (Moffatt
P et. al. 2008). Se ha demostrado su sobre expresidn en canceres epiteliales como el
cervical (Rosty C et. al. 2005), gastrico (Aung PP et. al. 2006 ) y de mama, donde se ha
postulado como un biomarcador favorable para su prondstico (Kestler DP et. al.
2011), ya que se ha demostrado una correlacién entre su expresién nuclear y un
mejoramiento de 5 afios en la sobrevivencia del paciente (Siddiqui et. al. 2009). En
nuestro estudio ODAM se vio expresada solamente en los extractos totales y

citoplasmicos. Este resultado, junto con la deteccion de E-cadherina solamente en
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extractos tortales y en las fracciones membranales nos puede indicar un correcto

fraccionamiento celular con el método elegido..

Al hacer una comparacion entre las bandas obtenidas en los extractos membranales
de los ameloblastomas con el quiste dentigero se encontraron tres bandas de
expresion diferencial, donde se expresaron en todos los tipos de ameloblastomas,
pero no en el quiste, por lo que estas bandas fueron las seleccionadas para ser

analizadas por espectrometria de masas.

En la banda de un peso aproximado de 100 kDa a HSP60, proteina mitocondrial que
en algunos tumores se transloca a citoplasma, membrana plasmatica e incluso es
secretada (Hynes RO 2002). En la banda de aproximadamente 55 kDa se encontré

vinculina, plectinay la integrina a6.

El microambiente tumoral es muy importante para la progresién del céancer, el cual
estd constituido por células epiteliales y estromales. El fenotipo tumoral esta
determinado por las interacciones entre las células cancerosas y éste microambiente
(Ishiba T et. al. 2014). En los ultimos afios se ha demostrado que las chaperonas
pueden ser factores patogénicos en condiciones a las que se les ha nombrado
chaperonopatias (Katada K 2012), entre estas patologias se encuentran varios tipos
de cancer donde las chaperonas actuan en favor de las células tumorales mejorando
su sobrevivencia y crecimiento mediante mecanismos como pueden ser la inhibicidn
de la apotdsis y la respuesta antitumoral o promoviendo la angiogénesis (Danen EH
et. al. 1993; Walsh N et. al. 2009). HSP60 fue encontrada en la banda 1, de
aproximadamente 100 kDa; recordemos que el método de extraccién de proteinas
utilizado en éste trabajo obtiene y concentra proteinas totales, esto es, proteinas

insolubles que se encuentren en cualquier tipo de membrana de la célula.

En eucariontes, la proteina HSP60 es considerada tipicamente como una chaperona
mitocondrial, pero en ultimas fechas se ha encontrado en el citoplasma, la superficie
celular, en el espacio extracelular y en la sangre periférica donde tiene funciones

nuevas las cuales se han relacionado con la carcinogénesis, especificamente en la
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sobrevivencia y proliferacion de células tumorales (Ishiba T et. al. 2014).Aunque
también se puede encontrar expresada en células normales (Soltys BJ et. al. 1997), la
sobre expresion de HSP60 en la superficie de células tumorales (Pisselli P et. al. 2000;
Feng H et. al. 2002; Shin BK 2003) ha sido considerado como una seial de alerta para
el sistema inmune, lo que lleva a la activacidon y maduracion de células dendriticas y
la generacién de la respuesta antitumoral de células T (Feng H et. al. 2002; Shin BK
2003; Osterloh A et. al. 2004). Interesantemente, la HSP60 se ha encontrado asociada
a la integrina a-3B-1, la cual estd implicada en la adhesion de células metastdsicas de
cancer de mama a nddulos linfaticos y osteoblastos, cuya asociacién fue inhibida
mediante una droga que se une a HSP60, la mizoribina (Barazi HO et. al. 2002). HSP60
también estd involucrada en la metdstasis del carcinoma pancreatico (S. Hehlgans et.
al. 2007) y la presencia en la superficie celular de células de tumores orales determina

la lisis celular por linfocitos T gamma delta (Laad AD et. al. 1999).

Las células tumorales pueden secretar HSP60 via exosomas, ésta chaperona se
encuentra en la membrana de los exosomas, lo que puede estar indicando que HSP60
funciona como un ligado para receptores de superficie de células que sean blanco
para éste tipo de exosomas, por ejemplo las células del sistema inmune (Campanella
C et. al. 2012). Los niveles elevados de ésta proteina en células tumorales se ha
relacionado a: (I) la habilidad de sobrevivir a estimulos apoptéticos; (IlI) pérdida de
senescencia replicativa; (Ill) proliferacidon fuera de control; y (IV) transformacion
neopldsica (Capello F, Zummo G 2005; Capello F, Zummo G 2006; Di Felice V et. al.
2005). Por lo anterior, las HSP membranales han sido consideradas como blancos para
anticuerpos especificos para la terapia de inmunidad antitumoral (Capello F, Zummo
G 2005). Por lo tanto, de confirmarse la sobre expresion de HSP60 en el
ameloblastoma, esta proteina podria ser considerado como un biomarcador y/o

como un posible blanco terapéutico de esta lesion.

Las integrinas son heterodimeros trnasmembranales de tipo | compuestas de dos
subunidades, la a y la B. El heterodimeto confiere un ligando especifico para un
sustrato especifico de la matriz extracelular (van der Filer A, Sonnenberg A 2001).
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Actualmente se conocen 18 subunidades a y 8 B lo que da origen a 24 receptores
diferentes con especificidad distinta para proteinas extracelulares (R.O. Hynes 2002;
K.R. Legat, R Fassler 2009). La funcion de las integrinas en parte es dictada por
cambios en la conformacién del receptor que resulta en la alteracién de la afinidad al
ligando y la sefalizacién (Ginsberg MH 2005; Hynes RO 2002). Se sabe que reclutando
moléculas de sefializacion y adaptadoras a las colas citoplasmicas de las subunidades
B, las integrinas contribuyen a la regulacién de la sobrevivencia, proliferacion,
adhesion y motilidad celular, asi como su resistencia a terapias anti cancer (Ginsberg
MH 2005; Hynes RO 2002; F.G. Giancotti 1999; A. Vehlow, N. Cordes 2013; Y. Onodera
et. al. 2013; N. Kannan et. al. 2014). En cambio, poco se conoce de las subunidades a
en estos procesos,aungue se ha visto que la inhibicién de la unién de la integrina a5p1
con la fibronectina con un anticuerpo especifico para la a5 otorgé radiosensibilidad a

las células de cancer de mama (J.M. Nam et. al. 2010).

La integrina a6 es el receptor para laminina, se sobre expresa en la superficie de
células tumorales y estd relacionada con mal prondstico, disminucién en la
sobrevivencia y metdstasis (Hangan D et. al. 1997; Friedrichs K et. al. 1995; Tagliabue
E et. al. 1998). Existen hipdtesis que sugieren que ésta integrina juega un papel
importante en el fenotipo agresivo e invasivo del cancer de pancreas (Walsh N et. al.
2009). En el cdncer de prostata se ha demostrado la persistente expresién de las
integrinas a6B1 y a3B1. Asi mismo, se ha reportado la expresion de la integrina a6p,
la cual se une a la urocinasa (uPA) (Ports MO et. al. 2009), un factor pro-metastasico.
La unién de uPA a la integrina a6 aumenta la migracién celular in vitro y ha sido
propuesto como mecanismo de la liberacidén de células tumorales de la adhesion a
laminina (Ports MO et. al. 2009). En el mismo estudio vieron que la inhibicion de la
funcién de la integrina a6 en células tumorales, ya sea mediante el uso de un
anticuerpo o bien por la mutacién en ésta integrina, retarda la aparicidon de metastasis
a hueso, ya que la integrina a6 es utilizada por las células troncales hematopoyéticas
para llegar al hueso (Ports MO et. al. 2009), lo que soporta la hipotesis que la escisién

de la integrina a6 permite la extravasacion de las células tumorales de la circulacion
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(Ports MO et. al. 2009). En otro estudio sobre cancer de prdstata, al inhibir a la
integrina a6 con un mMiRNA se logré reducir la invasion celular al bloquear la

extravasacién de células troncales de cancer de préstata (Zoni E et. al. 2015).

Por otra parte, las integrinas a2, 3, 5 y 6 se encuentran sobre expresadas en el
carcinoma escamoso de cabeza y cuello (Steglich A et. al. 2015). Esos estudios acerca
de la participacion de la integrina a6 en el desarrollo de diferentes tipos de cancer
parecen apoyar la idea de que la probable expresién diferencial de esta integrina en
ameloblastoma pudiera tener un papel funcional en el desarrollo de esta neoplasia,
aungue se requiere de un andlisis de la expresién de esta integrina en un mayor
numero de ameloblastomas para comprobar estd hipotesis. Ademds, si se
comprobara la sobre expresion de esta proteina en estas lesiones, se requeriran otros
estudios, incluyendo la inhibicidn de su expresion, para poder determinar el papel

donde participa esta proteina en el desarrollo del ameloblastoma.

Por otra parte, la vinculina es una proteina de unién a actina que se localiza en la parte
citoplasmica de las uniones de la integrina a la matriz extracelular (adhesiones
focales) y las adhesiones celulares mediadas por caherina (Ziegler WH et. al. 2006). Es
parte de la formacion de la adhesion (Humphries JD et. al. 2007), proliferacién celular
(Subauste MC et. al. 2004), y la regulacién del citoesqueleto de actina (Wen KK et. al.
2009; Carisey A et. al. 2013). La pérdida de su expresidon se ha relacionado con el
desarrollo de diversos tipos de cdnceres (Li T et. al. 2014), como lo son el carcinoma
escamoso (Kawahara E et. al. 1999) y el cancer de mama (Lifschitz-Mercer B et. al.
1997); también sus bajos niveles pueden predecir mal prondstico de sobrevivencia en
cancer de células escamosas (Kawahara E et. al. 1999). Concordantemente, la
sobreexpresidn de vinculina produce disminucion de la migracién celular (Coll JL et.
al. 1995). En nuestro caso se detectd una posible sobre expresién de vinculina en el
ameloblastoma, por lo que su papel en el desarrollo de esta neoplasia debe

corroborarse y en su caso estudiar su papel.
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Por ultimo, plectina es miembro de la familia de las plaquinas, las cuales estan
involucradas en la organizacidon del citoesqueleto conectando a los filamentos
intermedios con otras proteinas del citoesqueleto y anclandolas a la membrana
plasmatica (Jefferson JJ et. al. 2004; Sonnenberg A, Liem RK 2007). Plectina es una
proteina dimérica que sirve de unién del citoesqueleto a la membrana plasmatica
para sus tres mayores componentes: los microfilamentos de actina, los microtubulos
y los filamentos intermedios (Jefferson JJ et. al. 2004; Okumura M 1999). También
juega un papel importante en el mantenimiento de la integridad tisular (Fuchs P et.
al. 1999). Ademas puede mediar la conexién de los microfilamentos de actina con los
hemidesmosomas por sus diversos sitios de unién (Sonnenberg A, Liem RK 2007). En
el carcinoma escamoso de cabeza y cuello se ha visto que el rango de sobre vivencia
de los pacientes que tienen altos niveles de plectina era significativamente menor
comparada con los pacientes que tenian bajos niveles de E-cadherina (Katada K et. al.
2012). En éste estudio se sugiere que, plectina promueve la migracién e invasion de
las células de carcinoma escamoso de cabeza y cuello mediante la activacion de la
cinasa Erk %, por lo que plectina puede tener potencial para ser usado como
biomarcador de pronédstico (Katada K et. al. 2012). En el adenocarcinoma ductal
pancreatico, plectina también ha sido sugerido como biomarcador (Kelly KA et. al.
2008). Por lo tanto, la sobre expresiéon de plectina en el ameloblastoma también

pudiera participar en su comportamiento biolégico.

Conclusiones

En este estudio se logré obtener proteinas de membrana de ameloblastoma y de
quiste dentigero y se encontrd la sobre expresién de las proteinas HSP60, vinvulina,
plectina e integrina a6 en el ameloblastoma. Estas proteinas pudieran tener un papel
importante en el desarrollo de una lesién no tumoral a la lesion tumoral y por lo tanto,

podrian ser consideradas como biomarcadores y/o blancos terapéuticos.
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Perspectivas

e Comprobar que las proteinas identificadas se encuentren sobre expresadas en
los ameloblastomas analizados con relacién al quiste dentigero.

e Comprobar que las proteinas identificadas se encuentren en membrana de
ameloblastomas.

e Analizar un mayor nimero de muestras
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