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ABREVIATURAS

AM: Ameloblastoma.

AMU: Ameloblastoma uniquistico.

BAAF: Biopsia por aspiracion de aguja fina.
CL: Contenido liquido.

ET: Extractos proteicos totales

IF: Inmunofluorescencia.

IHQ: Inmunohistoquimica.

SMC: Secreciones del medio condicionado.
MEC: Matriz extracelular.

OMS: organizacion mundial de la salud.
PBD: Forbol 12, 13 dibutirato (del inglés: phorbol 12, 13 dibutyrate)
QD: Quiste dentigero.

QO’s: Quistes odontogénicos

QQO: Queratoqusite odontogénico.

SBF: Suero bovino fetal.
SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico.

TO’s: Tumores odontogénicos.
TOQ: Tumor odontogénico queratoquistico.

WB: Western blot
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RESUMEN

Los quistes y tumores odontogénicos son lesiones derivadas de remanentes
epiteliales de la odontogénesis, particularmente el quiste dentigero, el queratoquiste
odontogénico y el ameloblastoma uniquistico comparten caracteristicas clinicas y
radiologicas similares, que para su correcto diagndstico es necesario el estudio
histopatologico, actualmente se desconocen los mecanismos moleculares

involucrados en el origen, crecimiento e invasion de estas lesiones.

Las metaloproteinasas son enzimas proteoliticas dependientes de iones divalentes,
que participan en la remodelacion de la matriz extracelular y la membrana basal, sin
embargo, también se ha visto su participacion en procesos fisiopatolégicos,
particularmente, MMP-2 y MMP-9 se han sugerido como biomarcadores tumorales,
por lo que en este trabajo evaluamos la expresion de estas proteasas e
identificamos proteinas secretadas por algunas de estas lesiones, las cuales

podrian estar involucradas en el comportamiento de las mismas.

Mediante ensayos de western blot identificamos a MMP-2 y MMP-9 en las lesiones
antes mencionadas y en foliculo dental, tejido empleado como control sano. En
estos ensayos observamos una expresion similar de MMP-2 en todos los tipos de
tejido, pero una mayor expresion de MMP-9 en todas las lesiones, en comparacion
con el tejido control. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en la
expresion de ambas metaloproteinasas entre las lesiones quisticas y las tumorales.
Mediante ensayos de zimografia confirmamos la actividad de MMP-2 y MMP-9 en
los diferentes tejidos, pero detectamos un menor procesamiento del precursor de
MMP-2 en foliculo dental. Por otra parte, empleando espectrometria masas
identificamos cinco proteinas secretadas por las células DeCy-1, provenientes de
un quiste dentigero, mientras que en el contenido liquido de un queratoquiste
odontogénico identificamos quince proteinas, al analizar todas esas proteinas en el
programa PHANTER se sugiri6 que algunas de ellas podrian participan en el

comportamiento de estas lesiones.
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La presencia de las MMPs, asi como las proteinas identificadas en las secreciones
en los quistes, sugieren que estas juegan un papel importante en su patogénesis y
posiblemente en su evolucion a diferentes tumores odontogénicos. A pesar de que
los resultados obtenidos son prometedores para explicar la biologia de estas

entidades, es indispensable evaluar un mayor nimero de casos.
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ABSTRACT

Odontogenic cysts and tumors are lesions derived from epithelial remnants of
odontogenesis, particularly the dentigerous cyst, odontogenic keratocyst and
unicystic ameloblastoma share similar clinical and radiological characteristics,
whence for their correct diagnosis a histopathological study is necessary, currently
the molecular mechanisms involved in the origin, growth and invasion of these

lesions are unknown.

Metalloproteinases are divalent ion-dependent proteolytic enzymes that participate
in the remodeling of the extracellular matrix and basement membrane; however, they
also participate in pathophysiological processes, particularly MMP-2 and MMP-9
have been suggested as tumor biomarkers; therefore, in this work we evaluated the
expression of these proteases and identified some proteins secreted by these

lesions that could be involved in their behavior.

By western blot assays we identified to MMP-2 and MMP-9 in the aforementioned
lesions and also in the dental follicle, tissue used as health control. In these assays
we observed a similar expression of MMP-2 in all tissues, but a higher expression of
MMP-9 in cysts and tumors than in the control tissues. However, were not detected
significant differences in the expression of both metalloproteinases between cysts
and tumors. By zymography assays we confirmed the activity of MMP-2 and MMP-
9 in all tissues, although we observed a lower processing of the MMP-2 precursor in
dental follicle. On the other hand, using mass spectrometry we identified five proteins
secreted by DeCy-1 cells, which were obtained from a dentigerous cyst, and in the
liquid content of an odontogenic keratocyst we identified fifteen proteins, which
analysis by the PHANTER program, suggested that some of these participate in the

behavior of those lesions.

The presence of MMPs as well as the proteins identified in the secretion of cystic
lesions, suggest that they play an important role in their pathogenesis and possibly

in their evolution to different odontogenic tumors. Although the results obtained are
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promising for explaining the biology of these entities, it is essential to evaluate a

larger number of cases.
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ANTECEDENTES
La odontogénesis

Al proceso de desarrollo de los érganos dentarios se le conoce con el nombre de
odontogénesis. En el ser humano, este proceso ocurre entre la quinta y sexta
semana de gestacion, esta determinada por una serie secuencial de etapas que
tienen como finalidad la formacion de los dientes e implica la morfogénesis,
histogénesis y la diferenciacion celular @. La morfogénesis se refiere al desarrollo y
formacion de los patrones coronarios y radiculares, la histogénesis involucra la
formacion de los tejidos dentarios, esmalte, dentina y pulpa. El epitelio ectodérmico
es responsable de originar el esmalte, mientras que el ectomesénquima formara al

complejo dentino-pulpar, cemento, ligamento periodontal y hueso alveolar.& 2

Para iniciar el proceso de odontogénesis tiene que haber interaccion entre el epitelio
ectodérmico y el ectomesénquima, lo que da lugar a la lamina dental y a partir de
este momento se continuara con las etapas de brote o yema, casquete y campana
(Fig. 1). &2

Los procesos moleculares y celulares que actian sobre el epitelio oral determinaran
el tipo exacto, posicion y orientacion de cada diente en los procesos maxilares en
desarrollo. Alrededor de la sexta semana de vida intrauterina tiene lugar el
engrosamiento epitelial local de la lamina dental, lo que genera varios primordios de

dientes individuales.@ 23

En esta etapa, denominada “brote” (Fig. 1), el epitelio de la lamina dental se
diferenciara hacia el epitelio que dar& origen a cada diente y hacia el epitelio oral
gue no sufrira cambio, esto sucede por los cambios morfolégicos celulares que
suceden en los primordios dentales ? 3. El epitelio de la lamina dental se pliega
hacia el ectomesénquima, las células de la lamina dental adquieren una morfologia
columnar y forman una invaginacion que sera rellenada por células de menor

tamano. Este sera el futuro 6rgano del esmalte. &2

Las células de cada brote seguiran proliferando e interactuando con el
ectomésenquima que se ird condesando debajo de cada uno de los brotes para

formar la papila dental, las células que se encuentran alrededor de la papila dental

16



se agruparan para ir formando el félico dental o saco dental. @ Las células mas
internas de la lamina dental formaran el reticulo estrellado y el epitelio interno del

esmalte.®

A partir de la séptima a novena semanas de vida intrauterina comienza el desarrollo
de la etapa de casquete (Fig. 1), en la cual aumenta la concentracion local de
factores de crecimiento.) Se puede distinguir claramente que el epitelio dental se
ha diferenciado para formar el 6rgano del esmalte, esta estructura es complejay se
pueden reconocer cuatro tipos celulares diferentes: células del epitelio externo,
células del epitelio interno, células del reticulo estrellado y el nudo del esmalte
primario. 2 Este tiene como funcion en esta etapa transmitir informacion
morfogenética para organizar a los tipos celulares que integran al érgano del
esmalte, y mediante factores mitogénicos, se induce la proliferacion celular
adyacente @), Los bordes laterales o asas del casquete se extienden y forman una
cavidad central que encierra a una pequefia porcidbn de ectomésenquima que
delimitar& a la papila dental, la cual dara origen al complejo dentino-pulpar, mientras
que el mesénquima que se condensa alrededor de la papila dental y érgano del
esmalte reciben el nombre de foliculo dental y éste es el responsable de la

formacion de cementoblastos, osteoblastos y fibroblastos. & 2 4

Entre la décima cuarta y décima octava semana de vida intrauterina empieza a
degenerar el nudo del esmalte primario para finalizar con la etapa de casquete y
comenzar con el estadio de campana (Fig. 1); en esta etapa se forma una nueva
estructura que recibe el nombre de estrato intermedio.® El érgano del esmalte
delimita progresivamente la papila dental, comienza la formacién de las cuspides

dentales y el tamafio de la corona aumenta.®d
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Figura 1 Etapas de la odontogénesis. A) Representacion esquematica de las etapas de

odontogénesis; B) Cortes histolégicos de cada etapa.@ 25
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En la odontogénesis participan varias moléculas encargadas de coordinar los
procesos de proliferacion celular, diferenciacion, apoptosis, sintesis de matriz
extracelular y aposicion mineral. Las principales vias de sefalizacion encargadas
de este proceso son: Notch, Proteina Morfogenética de Hueso (BMP), Factor de
Crecimiento de los Fibroblastos (FGF), Sonic Hedgehog (shh) vy
Wingless/Integration 1 (Wnt) (Fig. 2).&) Estan moléculas son importantes, ya que
participan en la regulacion de la odontogénesis y en el desarrollo y progresion de

los tumores odontogénicos® ?

Differentiation

iti i i . - .
Initiation ——— Morphogenesis ———— kfinesalization
placode +  bud —> cap —> early bell —> late bell

J Ll
S et

Msx7;Msx2-/- Msx1-/-
Dix1;002-/- Paxs-/-
Gli2,Ghi3-/- Lefl-/-
L6 Lhx7-/- Adtivin pA-/-
Pitx2-/- Rumx2-/-
Banx1-/-
PIT2* Msxr*
PAXS*
AKINZ*
pin? BMP P BMP Al BMP Pl BMP ameloblasts
P2 m Pexd ‘a 2 m 174 FG
R
e WNT et WNT e WNT na WNT
e MK i MK fr MK tde MK
differentiation
x t t oL
mineralization
Pad, Rent,  BMP BMP
Mal M2 FGF FGF
Oirl, 02 yney —> Puaes, Bovx T, Msx, Msx2, D, Di2, Usef, U, G, G2, Gi, Lef, P2 et i
Lhaes, Lk, ™ WAT dentin
G, G2, a2 MK odontoblasts

Figura 2 Moléculas implicadas en el proceso de odontogénesis. A estas moléculas

también se les ha relacionado con el proceso de desarrollo de quistes y tumores odontogénicos. ©)
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El proceso de odontogénesis que anteriormente describimos no se encuentra
exento de que falle en alguna de sus etapas de sefializacion celular para la correcta
formacion de las piezas dentales, lo cual puede suscitar una serie de eventos
adversos que conlleven a no seguir de manera sistematica la formacion de los
dientes; lo que provoca el desarrollo de varias alteraciones en el proceso de
odontogénesis, que pueden ir desde anormalidades en la formacién de las
estructuras dentales, tanto en morfologia como en nimero, asi como en la génesis

y desarrollo de quistes odontogénicos o tumores odontogénicos.

Quistes de origen odontogénico

Kramer® ha definido a los quistes odontogénicos (QO’s), como cavidades
patologicas que se encuentran ubicadas en la region maxilofacial, estas contienen
en su interior material liquido, semiliquido o gaseoso. Estas cavidades no estan

constituidas por la acumulacion de pus.@ 2

El origen de los QO’s se ha vinculado a los restos epiteliales y celulares que quedan
atrapados en el hueso o en el tejido gingival que recubre a los maxilares, estos
restos son el resultado del complejo desarrollo embrionario de los dientes, asi como

de la formacion y fusion de los maxilares.?2 11

Histol6égicamente, los QO’s se encuentran revestidos en su cara interior por epitelio
escamoso de un espesor uniforme, a menos que estos se encuentre inflamado, el
contenido de las cavidades quisticas puede incluir depdsitos de colesterol; en el
exterior se encuentran revestidos por una capsula de tejido fibroconectivo.® La
lesion quistica que se forma en el tejido 6seo remplaza al hueso circundante de
donde se origind la lesion. Se considera que los quistes de los maxilares son
lesiones no tumorales, y por lo tanto, benignas, aunque en algunos casos estas
lesiones se pueden transformar, dando origen a tumores odontogénicos (TO’s),

como por ejemplo el ameloblastoma (AM).& 12,13
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Clasificacion de los quistes odontogénicos

En el intento por tener un orden de identificacion para cada una de las lesiones
quisticas, la organizacion mundial de la salud (OMS) desde 1971 ha clasificado a
los QO’s; actualmente estas lesiones se clasifican en dos grandes grupos: 1)
quistes del desarrollo y 2) quistes inflamatorios (Tabla 1). Al primer grupo
pertenecen las lesiones quisticas que se desarrollan a partir de restos epiteliales de
la odontogénesis, por lo tanto, no se encuentran asociados a un proceso
inflamatorio y su contenido no es purulento. Aunque la formacion de los quistes del
desarrollo se atribuye a remanentes epiteliales de la etapa embrionaria o de la
odontogénesis, alun no esta clara la causa de su origen y los mecanismos

involucrados en su progresion al desarrollo de una lesién tumoral. 319

Mientras tanto, las lesiones quisticas de origen inflamatorio son nombradas de esta
manera ya que son producto de una infeccibn de origen dental, ya que
histolégicamente se ha podido ver que cursan por un proceso inflamatorio crénico.
Estas lesiones pueden ser provocadas por la caries dental al infectar la camara
pulpar o por algun traumatismo sufrido en boca que involucre la perdida de la
vitalidad pulpar de un diente en cuestién y con base en ello se desencadena el
desarrollo y la progresion de la lesiébn quistica. Los quistes inflamatorios, en

comparacion con los del desarrollo, si pueden tener un contenido purulento.3-16

La clasificacion de los QO’s establecida por la OMS en 1992 también tiene un
apartado para clasificar a los quistes no odontogénicos, pero que se han
desarrollado en la regién del macizo facial; la génesis de estas lesiones no esta
relacionada con algun resto epitelial resultante del proceso de la odontogénesis ni
tampoco se encuentran vinculadas a algun proceso inflamatorio agudo o crénico

que tenga su etiologia en un 6rgano dentario.1%

Aunqgue a través del tiempo, ha existido controversia en la clasificacién de algunas
de las lesiones quisticas y tumorales de origen odontogénico, desde la primera

clasificacion realizada para estas lesiones en 1971, y en las clasificaciones
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subsecuentes de 1992, 2005 y 2017, se ha podido consensar una clasificacion mas

sélida para estas lesiones.

En la Tabla 1 se presenta la clasificacion de los quistes presentes en la region oral
y maxilofacial, tomando como referencia las clasificaciones realizadas por la OMS
en 1992, 2005y 2017. Siendo la de 2017 la mas actualizada y en la cual se clasifican

nuevas entidades y se reclasifican algunas lesiones.14 18-21)

Tabla 1. Clasificacion de quistes odontogenicos OMS

¢ Quiste dentigero

e Queratoquiste odontogénico

e Quiste lateral periodontal

e Quiste gingival

Quistes del desarrollo « Quiste de erupcion

¢ Quiste odontogénico glandular

¢ Quiste odontogénico calcificante
¢ Quiste odontogénico

ortoqueratinizado

e Quiste radicular
Quistes de origen inflamatorio e Quiste residual

¢ Quiste paradental

Quistes no odontogénicos ¢ Quiste nasopalatino

¢ Quiste nasolabial
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Distribucion epidemioldgica de los quistes odontogénicos

Los quistes de la region oral y maxilofacial son las lesiones intradseas que
mayormente son detectadas por los patélogos, ocupan el segundo lugar como
entidades patoldgicas mas frecuentes de afeccion bucal, siendo la caries dental la
lesion con mayor frecuencia en cavidad bucal, a nivel mundial existen pocos
estudios epidemiolégicos que reporten la prevalencia e incidencia de quistes
odontogénicos.2 Sin embargo, algunos paises para poder conocer la prevalencia
de las lesiones quisticas han realizado estudios retrospectivos con el fin de
sustentar epidemiolégicamente cuales son los quistes odontogénicos de mayor
prevalencia. Algunos de estos paises son: Brasil@, Chile, Espaiia@, Francia@,
Italia@®), Iran@D, Kuwait@®, Ucrania@ y México.1% 20 En estos estudios se pueden
encontrar similitudes en el comportamiento de la aparicion de las lesiones, teniendo
el siguiente orden: el quiste radicular (QR) ocupa el primer lugar en todos los
estudios revisados, siendo esta lesion de origen inflamatorio; el quiste dentigero
(QD), una lesién de origen del desarrollo dental, ocupa el segundo lugar en todos
los estudios revisados, mostrando desde 11.4 hasta 33% de las lesiones analizadas
(Fig. 3). En tercer lugar, mayoritariamente se reporta al queratoquiste odontogénico
(QQO) (Fig. 4), siendo esta entidad también una lesion de origen del desarrollo

dental.
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Figura 3. Epidemiologia del quiste dentigero en diferentes paises. Los estudios
realizados coinciden con que la lesién del desarrollo mas frecuente en los huesos maxilares y
mandibulares corresponden al quiste dentigero.(2239
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Figura 4. Epidemiologia del queratoquiste odontogenico en diferentes paises. Los
estudios realizados coinciden con que la tercera lesion del desarrollo méas frecuente en los huesos
maxilares y mandibulares corresponde al QQO.2239
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Debido a que, tanto a nivel mundial como nacional, el QD y el QQO han mostrado
ser las lesiones quisticas de origen odontogénico con mayor incidencia y
prevalencia en la region maxilofacial, son los quistes elegidos para poder desarrollar

el presente proyecto de investigacion.
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TUMORES DE ORIGEN ODONTOGENICO

Los tumores odontogénicos (TO’s) son lesiones derivadas de elementos epiteliales
y / 0 mesenquimatosos involucrados en la formacion de los 6rganos dentarios, por
lo que se desarrollan en los huesos maxilar y mandibular;@® estos tumores
comprenden una gran variedad de lesiones que van desde proliferaciones tisulares
no neopldsicas hasta neoplasias benignas o malignas. Sin embargo, existen
controversias sobre la patogénesis, la categorizacién y las variaciones clinicas e

histoldgicas de estos tumores.GD

Clasificacion de tumores odontogénicos

Los TO’s fueron clasificados por primera vez en 1869 por el patdlogo francés Pierre
Paul Broca, usando el término “odontoma” para nombrar cualquier tumor localizado
alrededor de los tejidos formadores de los érganos dentarios, esta clasificacién se
basaba en la etapa de la formacion de los 6rganos dentarios al momento en que

aparecia el crecimiento tumoral.@b

Sin embargo, no fue hasta el afio de 1958 cuando Pindborg y Clausen hicieron el
primer intento de clasificar a los TO’s, los cuales fueron agrupados en dos grandes
categorias, segun el origen celular del que eran derivadas: 1) epiteliales y 2)

mesodérmicos(@d)

Finalmente, en el afio 1971 fue publicada por la OMS la primera clasificacion de
quistes y tumores odontogénicos;2b a partir de ese afio las clasificacion de quistes
y tumores odontogénicos ha sufrido actualizaciones en los afios de 1992,14
2005,38 y las mas reciente realizada en el afio 201719, de esta manera, la actual
clasificacion de tumores odontogénicos los divide en dos grandes grupos: malignos
y benignos, y a su vez cada uno de estos grupos contempla sus propias

subdivisiones dependiendo de su origen celular (Tabla 2).
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Tabla 2. Clasificacion de tumores odontogenicos OMS (2017)

Tumores benignos

Tumores malignos

oghwNE

~

PwpnPR

Mixtos
1.
2.
3.

Epiteliales

Ameloblastomas
Amaloblatoma uniquistico
Ameloblatoma periférico
Ameloblastoma matastatizante
Tumor odontogénico escamoso
Tumor odontogénico epitelial
calcificante

Tumor odontogénico
adenomatoide

Mesenquimales

Fibroma odontogénico
Mixoma odontogénico
Cementoblastoma

Fibroma cemento osificante

Fibroma ameloblastico

Tumor odontogénico primordial
Odontoma complejo y
compuesto

Tumor dentinogénico de células
fantasma

Carcinomas odontogénicos

1. Carcinoma ameloblastico
2.
3. Carcinoma odontogénico

Carcinoma intradseo primario

esclerosante

Carcinoma odontogénico de
células claras

Carcinoma odontogénico de
células fantasma

Sarcomas odontogénicos

1.
2.

Carcinosarcoma odontogénico
Sarcoma odontogénico
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Distribucion epidemioldgica de los tumores odontogénicos

A nivel mundial, son pocos los reportes epidemiolégicos que existen sobre la
prevalencia e incidencia de los tumores odontogénicos y entre los mismos reportes

existen proporciones muy distintas entre cada lesion tumoral.

Como ya hemos mencionado anteriormente, la clasificacion de quistes y tumores
odontogénicos ha sufrido al menos cuatro actualizaciones; particularmente, en la
clasificacion del afilo 2005 solo se realiz6 la actualizacion de las entidades
tumorales, pero no de las lesiones quisticas, por lo que la clasificacién de quistes
odontogénicos se siguio rigiendo por la clasificacion de 1992, sin embargo, un dato
que llamo la atencién fue la reclasificacion del QQO a tumor odontogénico
queratoquistico (TOQ); sin embargo, para el afio 2017 sale a la luz la nueva
clasificacion de lesiones quisticas y tumorales de origen odontogénico y en esta
ocasion se realiza un actualizacion tanto a entidades quisticas como tumorales, y el
TOQ es nuevamente reclasificado como QQO. Todas esas modificaciones han
generado controversia en la clasificacion epidemiologia de lesiones quisticas y
tumorales de origen odontogénico, por lo que los datos epidemiolégicos de los

estudios realizados muestran controversias entre si.

En México, para conocer la prevalencia y distribucion de las lesiones tumorales de
origen odontogénico solo se han realizado dos estudios que dan luz de su
comportamiento epidemioldgico en el pais. El primero de ellos fue realizado en 1997
por Mosqueda-Taylor y colaboradores,@2 el cual se realiz6 a partir de la observacién
de 349 muestras de tumores odontogénicos provenientes de diferentes centros
especializados que cuentan con servicio de diagnéstico histopatolégico de lesiones
de cavidad bucal. Es importante destacar que las lesiones fueron clasificadas de
acuerdo a los criterios establecidos por la OMS en 1992, y en los resultados

obtenidos, el odontoma fue el tumor de mayor prevalencia (Fig. 5).

El segundo estudio realizado en México se llevé a cabo en el aifio 2010 a cargo de

Gaitan-Cepeda y colaboradores@, en este estudio las entidades tumorales fueron
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clasificadas en dos grupos, tomando en cuenta la clasificaciébn emitida por la OMS
en el aflo 1992 y la nueva clasificacion emitida en 2005; el grupo uno correspondia
a lesiones diagnosticadas entre el afio 1981 a 2004, misma que fueron evaluadas
bajo la clasificacion de 1992; el grupo dos correspondia a lesiones diagnosticadas
entre el afio 2005 a 2008, evaluadas bajo la clasificacion del afio 2005. Con los
resultados obtenidos, se notd una nueva redistribucion de las lesiones tumorales de
origen odontogénico con respecto al estudio realizado por Mosqueda-Taylor y
colaboradores, posicionando al TOQ como el mas prevalente en la poblacion
mexicana® (Fig. 6).
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Figura 5. Prevalencia de tumores odontogénicos en México en al afio 1997. Las
entidades tumorales fueron clasificadas en base a los criterios establecidos por la OMS en 1992,.62
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Figura 6. Prevalencia de tumores odontogénicos en México en al afio 2005. Las
entidades tumorales fueron clasificadas en base a los criterios establecidos por la OMS en 2005.63

Como mencionamos anteriormente, en el afio 2017 fue publicada la nueva
clasificacion de quistes y tumores odontogénicos, en donde nuevamente el TOQ se
reclasifica como QQO y al dia de hoy no hay reportes de la distribucion
epidemioldgica de TO’s en poblacion mexicana, sin embargo, muy probablemente
el comportamiento de las lesiones siga siendo como lo reporté Mosqueda-Taylor y
colaboradores en 1997 y como lo reporté Gaitan-Cepeda y colaboradores en el

grupo clasificado en el periodo comprendido entre 1981 a 2004.

Ante lo mencionado anteriormente, el QD y el QQO son las lesiones quisticas de
mayor prevalencia en nuestro pais, mientras que en los TO’s, el odontoma es el
mas prevalente en nuestro pais, pero este tumor no fue incluido en nuestro estudio
ya que es clasificado como un tumor mixto, es decir esta integrado por un
componente epitelial y mesenquimal, por lo que para nuestro trabajo de
investigacion utilizamos lesiones quisticas y tumorales de estirpe epitelial. Asi, el
AM ocupa el segundo lugar en ocurrencia y que ademas se sugiere que al menos
la variante uniquistica (AMU) puede provenir de quistes odontogénicos.@® Por lo
tanto, estas lesiones quisticas (QD y QQO) y tumorales (AMU) fueron las que se

analizaron en este trabajo.
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FOLICULO DENTAL

Clinicamente, el Foliculo Dental (FD), se asocia a 6rganos dentarios que aun no
han finalizado su proceso de erupcion, radiograficamente son radiollcidos,
semicirculares y tiene un espesor menor a tres milimetros, histolégicamente
muestran tejido conectivo fibroso con restos del epitelio reducido del esmalte, dicho
epitelio se vuelve mas grueso si en la zona existe un proceso inflamatorio,© el FD
es una estructura de gran importancia, ya que, como se menciond anteriormente,
de este se deriva el desarrollo de cada uno de los dientes. El FD es el responsable
de formar a los gérmenes dentales y desencadenar las vias de sefializacion para la
formacion y erupcion dental. Asi mismo, el FD es el responsable de la formacion de
las estructuras de soporte de los dientes en el periodonto, que son: cemento,
ligamento periodontal y el hueso alveolar. Los remanentes del FD son los
responsables de dar origen a quistes y tumores de origen odontogénico, cuando el
FD puede permanecer adherido a la corona de un diente retenido o impactado por
mucho tiempo se desencadena la formacion de un QD.A% 3549) Por |o tanto, en este

estudio se utilizé el FD como tejido control del desarrollo dental.
Surgimiento de Tumores odontogénicos a partir de quistes odontogénicos

Los TO’s son lesiones de estirpe epitelial, mesenquimal o mixtas, que, de la misma
manera que los quistes odontogénicos, derivan de la formacion de los dientes; no
obstante, la etiologia y patogénesis de los TO's hasta el dia de hoy también sigue
siendo desconocida. Sin embargo, algunos estudios han identificado en ciertos TO’s
alteraciones moleculares en oncogenes, genes supresores de tumores, factores de
crecimiento, proteinas involucradas en la regulacién del desarrollo de los dientes,
asi como moléculas asociadas con la progresion de tumores.? 14 19
Interesantemente, existe en la literatura reportes en los que los QO’s pueden dar
origen a patologias tumorales;@ el QD y QQO pueden comportarse de manera muy
agresiva simulando el comportamiento de un tumor e inclusive existen reportes en
los que se demuestra que pueden dar origen al ameloblastoma uniquistico (AMU),
un tumor benigno de origen epitelial.12 4% 42) Sin embargo, hasta el dia de hoy no se

conocen aun los mecanismos moleculares involucrados en dicha progresion.
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ANTECEDENTES PARTICULARES

Quiste dentigero

El QD es la lesion quistica odontogénica del desarrollo que se diagnostica mas
frecuentemente, representa una prevalencia que oscila entre el 11.4 al 33% (Fig. 3)
y a pesar de su alta prevalencia, aun se desconoce el mecanismo real de su
desarrollo, no obstante, es conocido que el foliculo dental (FD) juega un papel

importante en la formacién del mismo. &% 25 38-40)

El 65% de los QD se presentan mayormente en el cuerpo de la mandibula, en la
zona de los molares, teniendo mayor predilecciéon por los terceros molares que aun
no han erupcionado. En el maxilar, el QD tiene mayor prevalencia de aparicion en
los caninos retenidos, seguido por los premolares. Los reportes demuestran que el
QD se presenta con mayor predileccion en hombres que en mujeres, y pueden

aparecer entre la segunda y cuarta década de la vida.“9

Actualmente se han descrito dos formas en las que el FD puede participar en la
formacién del QD. La primera de ellas nos dice que el QD se desarrolla por acumulo
de liquido entre el epitelio reducido del érgano del esmalte y la corona dental. La
segunda propuesta nos dice que el QD también se puede originar por acumulo de
liquido entre las células que forman cada una de las capas del epitelio reducido del
6rgano del esmalte.@% 35 A pesar de conocer estos dos procesos de formacién del
QD, aun no se tiene de manera definida los mecanismos moleculares y vias de

sefalizacion involucradas en el desarrollo, crecimiento y progresion de esta lesion.

Manifestaciones clinicas

Las lesiones quisticas de los maxilares tienen una sintomatologia clinica en coman.
Suelen descubrirse hasta que afectan a los 6rganos vecinos. En el 95% de los
casos, el sintoma principal es la tumefaccion facial o palatina, seguida por
desplazamientos y dolores dentales. En caso de ser palpables, suelen presentar
una capsula depresible, cuando afectan al seno maxilar, pueden manifestarse por

dolores infraorbitarios, sinusitis maxilar unilateral crénica u obstruccién nasal
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unilateral 2. Todas estas lesiones se pueden complicar cuando se extienden fuera
del seno maxilar y afectan al seno etmoidal, la base del craneo, la fosa
pterigopalatina y/o la fosa infratemporal. Los QD se caracterizan por el
agrandamiento maxilar y una imagen quistica con el diente no erupcionado y el
desplazamiento de los dientes vecinos. Pueden alcanzar grandes dimensiones y

destruir las raices de los dientes adyacentes.“3 44)

Caracteristicamente, un QD siempre se encontrard asociado a la corona de un
diente no erupcionado (Fig. 7). Esta patologia es de crecimiento lento y
generalmente no ocasiona dolor a medida que la lesion va creciendo. Debido al
aumento del tamafio, se puede originar expansion de las corticales 6seas, aunque
en muy pocas ocasiones este pueda generar una fractura patoldgica. Si las
dimensiones del QD son grandes, este puede llegar a provocar asimetria facial en
los pacientes. Con el paso del tiempo se puede generar necrosis de tejidos
adyacentes, desplazamiento de los dientes vecinos y reabsorcion radicular,

ocasionalmente se puede presentar mas de un QD en un mismo paciente@Z 44-47)
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Figura 7. Apariencia clinica de un QD. Se puede observar que el QD se encuentra
englobando la corona de un canino@®
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Caracteristicas radiogréficas

Debido a su crecimiento lento y asintomatico, en la mayoria de las ocasiones, el QD
es detectado al realizar la toma de una radiografia para realizar un procedimiento
odontoldgico que se encuentra ajeno a la busqueda e identificacion de alguna lesion
quistica. Radiogréficamente, el QD se observa como una lesién radiolGcida
unilocular o multilocular bien circunscrita y asociada a la corona de un diente no

erupcionado.?2 17)

El QD se pueden clasificar en tres tipos de patrones radiograficos: central, lateral y
circunferencial®? (Fig. 8). El patrén central es el tipo mas comun y representa la
forma tipica de un QD, el cual se encuentra rodeando solo la corona del diente
involucrado (Fig. 8A), en ocasiones el QD pude ser de dimensiones pequeias (3
mm) y puede llegar a ser confundido con un FD sano.@? El patrén lateral se
encuentra asociado a un tercer molar mandibular en posicibn mesio-angular que
envuelve la corona del diente involucrado el QD, radiograficamente se vera con
mayor expansion hacia alguna cara del diente (Fig. 8B). En el patrén circunferencial,
el QD se encontrara rodeando la corona y se extendera hacia lo largo de la raiz del
diente involucrado (Fig. 8C), lo que provocara resorcion de su raiz y de los dientes
vecinos; este patron se puede extender hacia el angulo y rama mandibular, por lo
que puede ser confundido con un AM, un QQO o con un tumor ondontogénico

adenomatoide. @7 40, 48-50)

En la mayoria de los casos, la raiz del diente a la que se encuentra asociado el QD
no se encuentra dentro de la cavidad quistica, este parametro nos puede ayudar a
orientar un mejor diagnostico presuntivo. Sin embargo, a pesar de contar con los
diferentes tipos de radiografias de uso odontolégico, asi como de diversas técnicas
de imagenologia especializadas, como la tomografia axial computarizada o la
resonancia magnética, éstas siguen siendo insuficientes para poder orientar un
diagnéstico definitivo encaminado a un QD. El estudio histopatologico sera el medio

por el cual tendremos un diagndstico en concreto.&?
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Figura 8. Patrones radiologicos y esquematicos del QD. Se muestra cada uno de los
patrones que puede presentar un QD. “9
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Caracteristicas histolégicas

Histologicamente, el QD presenta una luz que se encuentra rodeada por una capa
de tejido epitelial escamoso no queratinizado que contiene de 2 a 4 hileras de
células que se encuentran apoyadas sobre una capsula de tejido fibro-conectivo
gue puede o no presentar infiltrado inflamatorio (Fig. 9). El epitelio del QD puede
presentar cambios metaplasicos a células cuboidales o cilindricas.42 En el
revestimiento de células epiteliales se pueden observar células caliciformes o
queratinocitos que han sufrido un cambio llamado prosoplasia,&) que son
productoras de moco que se vertera al contenido del QD, en la luz de la lesion
también se pueden observar depdsitos de colesterol.d2 13. 15, 17)
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Figura 9. Corte histologico de un QD. Se muestra las caracteristicas tipicas de la lesion. La
luz del quiste se encuentra rodeada por una capa de tejido epitelial escamoso no queratinizado que
contiene de 2 a 4 hileras de células @3
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Tratamiento clinico

Actualmente, el tratamiento de eleccién para remover un QD es el abordaje
quirargico, el cual esta determinado por las dimensiones que pueda alcanzar la
lesion. @4 Generalmente, el tratamiento de eleccién es la enucleacion del quiste, sin
embargo, se han reportado casos clinicos donde se han observado QD mudltiples o
QD mayores a 5 cm de didmetro.48 En estos Ultimos tipos de lesiones se realizan
procedimientos quirdrgicos muy agresivos, que pueden incluir la reseccion

mandibular o maxilar.“4. 46. 52, 53)

A pesar de conocer ampliamente las caracteristicas clinicas e histolégicas que
puede presentar un QD y el manejo que este debe de llevar, en ocasiones el
comportamiento de esta lesion varia de lo normal y se ve favorecida la evolucién a

distintitas patologias tumorales.
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Queratoquiste odontogénico

Como se ha mencionado anteriormente, esta lesion ha causado gran controversia
al ser una entidad que ha sufrido modificaciones en su clasificacion@®, sin embargo,
sus caracteristicas clinicas, radiograficas e histologicas no se han visto afectadas

ante estas reclasificaciones.

El QQO (Fig. 10), actualmente se encuentra clasificado como un quiste del
desarrollo,22 que se origina a partir de restos de la lamina dental, y puede
presentarse entre la primera y novena décadas de la vida, tenido mayor predileccion
por la tercera década, %9 esta lesién también ha sido asociada con el sindrome
de carcinoma nevoide basocelular (sindrome de Gorlin-Goltz);&

Manifestaciones clinicas

Clinicamente, un QQO se puede presentar en cualquier parte de la mandibula, pero
tiene mayor predileccién por la zona del cuerpo y ramas de la mandibula (75%),&2
se ha reportado, que los pacientes que desarrollan esta lesion no necesariamente
tienen una molestia, especialmente cuando los QQO son pequefios, sin embargo,
pueden presentar varios sintomas y signos clinicos como hinchazén, dolor, exudado

purulento y llegar desarrollar una parestesia®®.

Los pacientes que desarrollan multiples QQO, generalmente presentan el sindrome
de Gorlin-Goltz, el cual es un raro trastorno autosémico dominante descrito por
primera vez en 1894 por Jarish y White, pero mejor definido por Gorlin y Goltz en
1960. Es un trastorno poco frecuente, que es debido a una mutaciéon en el gen
supresor tumoral PTCH, ubicado en el cromosoma 9922.3g31, que funciona como
un componente de la via de sefializacion Hedgehog.&? Clinicamente, este sindrome
se caracteriza por presentar afecciones multisistémicas; las caracteristicas
particulares de este sindrome incluyen la presencia de multiples QQO, carcinoma
de células basales, costillas bifidas, pits plantares y palmares, calcificacion de la
hoz del cerebro, macrocefalia, labio leporino, paladar hendido, caracteristicas
faciales, como protuberancia frontal e hipertelorismo, anomalias esqueléticas y

tumores, incluidos el fiboroma ovarico y el meduloblastoma®®
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Para poder determinar que la presencia de QQO esta asociado al sindrome de

Gorlin Goltz se han establecido criterios mayores y menores (Tabla 3) para un mejor

diagnostico y se confirma por la presencia de dos criterios mayores o uno mayor

asociado con dos criterios menores.®?)

Tabla 3. Criterios para el diagnéstico del sindrome Gorlin-Goltz

Criterios mayores

Criterios menores

Mas de dos carcinomas basocelulares,
0 uno antes de los 20 afos.

Macrocefalia.

Presencia de QQO.

malformaciones congénitas

(labio leporino o paladar hendido,
protuberancia frontal, facies gruesa,
hipertelorismo).

Uno o mas pits palmo plantares.

alteraciones esqueléticas

(deformidad de  Sprengel, torax
deformado, hemivértebras, fusion o
alargamiento de cuerpos vertebrales,
anomalias en manos y pies, sindactilia,
quistes 6seos de mano con forma de
llama de vela).

Calcificacion bilaminar de la hoz
cerebral.

fibroma ovarico.

Costillas bifidas fusionadas o
aplastadas.

meduloblastoma.

Parentesco de primer grado con un
familiar que tenga el sindrome de
Gorlin goltz.
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Figura 10. Caracteristicas clinicas de un QQO. Se muestra un QQO en la parte posterior
de la mandibula @2
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Caracteristicas radiogréficas

Como mencionamos anteriormente, un QQO puede tener un tamafo pequefo, de
ser asi, éste no causara dolor o algun tipo de molestia, por lo que el hallazgo de
estas lesiones se puede hacer mediante radiografias de rutina al estar realizando
otro tratamiento clinico.%® Los QQO se aprecian en imagenes uni o multiloculares,
presentando un patron de crecimiento anteroposterior, con bordes escleroticos
uniformes, puede estar o no asociado a un diente no erupcionado (generalmente un
tercer molar impactado), no presenta mucha expansion 6seay generalmente no hay

reabsorcion de dientes vecinos (Fig. 11).43 59

Figura 11. Imagenes radiograficas caracteristicas de un QQO. A) muestra una zona
radiolucida bien circunscrita asociada con dos cientes impactados; B) muestra una imagen
multilocular en donde se aprecian zonas radiolucidas y radioopacas@®
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Caracteristicas histoldgicas

A pesar de todas las caracteristicas clinicas y radiograficas que hemos descrito
anteriormente, el diagndstico certero del QQO se da por el analisis de las
caracteristicas propias de la histopatologia de la lesidon, entre las que se destaca
que el QQO presenta un epitelio de 5 a 8 capas de células, dénde las capas mas
superficiales muestran un patrén corrugado y hay produccion de paraqueratina (Fig.
12), asi como la presencia de quistes satélites, que también presentan las
caracteristicas antes mencionadas, pero se encuentran de manera aislada. Esta
lesion pude o no presentar infiltrado leucocitario; 2 59 sin embargo, las células que
constituyen el epitelio de estas lesiones pueden presentar cambios morfolégicos,
convirtiendo al queratinocito en una célula mucosecretora mediante un proceso

llamado prosoplacia,® de la misma forma que el QD.

Es importante destacar que se ha reportado que la histopatologia del QQO en
ocasiones puede presentar rasgos caracteristicos de la histopatologia del AM, por

lo que se ha sugerido que pueda haber una transformacion de un QQO a un AM.
(12, 54)

Figura 12. Histopatologia del QQO. Se muestra las caracteristicas histopatolégicas propias
de la lesion: un epitelio de 5 a 8 capas donde las capas celulares mas superficiales muestran un
patrén corrugado y producciéon de paraqueratina @3
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Tratamiento clinico

El tratamiento clinico del QQO siempre serd quirdrgico, como hemos revisado
anteriormente el QQO puede comportarse de diferentes maneras, por lo que la
conducta quirdrgica a seguir dependera del tamafio de la lesion y la zona en la que

se encuentre el o los QQO a retirar.

Actualmente, el tratamiento puede ser conservador o radicalmente agresivo; para la
conducta conservadora se ha optado por la marsupializacién, descompresion y
enucleacion, mientras que para los tratamientos agresivos se realizan en
ostectomias, reseccion en bloque y el uso de terapias complementarias empleando
solucion de Carnoy y nitrégeno liquido.®® Una de las complicaciones mas comunes
es la alta tasa de recurrencia del QQO una vez que se ha realizado la intervencién

quirtrgica.®®
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Ameloblastoma

Dentro de la clasificacion de tumores odontogénicos, el AM es la segunda lesion
con mayor prevalencia en la cavidad bucal y la de mayor relevancia clinica, ya que
muestra un comportamiento agresivo de invasion.? La OMS en 2017 lo clasificé
dentro del grupo de tumores benignos derivados de epitelio; se describen tres
variantes clinicas y al menos seis patrones histolégicos (Tabla 4). 12 4159 De cada
una de las presentaciones clinicas que puede tener el ameloblastoma,
aproximadamente el 92% corresponde a la variante clinica multiquistica, el 6%

corresponde a la variante clinica uniquistica y el 2% a la presentacion periférica.®L
59)

A pesar de que el AM, con cada una de sus variantes, se encuentra clasificado como
un tumor benigno, cabe mencionar que de 2 a 4.5% de los AM, en sus diferentes

variantes, tiene un potencial de malignizacion y de metastasis a pulmon.©?

Tabla 4 variantes clinicas e histopatoldgicas del AM

Variantes clinicas del AM Patrones histolégicos del AM
1. Sdlido/multiquistico 1. Folicular
2. Extradseo/periférico Plexiforme
3. Uniquistico Acantomatoso

Desmopléasico

Células granulares

o 00k wD

Células basales
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Manifestaciones clinicas

El ameloblastoma se diagnostica mayoritariamente en la tercera década de la vida,
se presenta con la misma frecuencia en hombre que mujeres, mayoritariamente
surgen en la zona de molares y en la rama ascendente de la mandibula (AM
sélido/multiquistico y AM uniquistico), aunque puede afectar cualquier zona de los
huesos maxilares (AM periférico), generalmente se nota un aumento de volumen en
la zona afectada, a la palpacion es de consistencia dura y hay ausencia de dolor.
Alguna de las explicaciones que se han dado para explicar el surgimiento de un
ameloblastoma uniquistico (AMU), es la asociacion de la lesion a un diente no
erupcionado, especialmente terceros molares (Fig. 13). Por la expansion 6sea que
esas lesiones pueden generar y su crecimiento agresivo, hay una gran destruccién

de tejido 6seo y resorcion radicular de dientes vecinos.?2 15

A :‘cfz. \"m::l
h"\lt‘\\
1\&\ ‘\

ey -
(¥ '.\

I (.a- ,-L .
ol B L 'w(—"

Figura 13. Caracteristica clinica tipica de un AMU.@® Se muestra una similitud a la de un
QO.
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Caracteristicas radiogréficas

El AM generalmente es detectado por hallazgos radiograficos y se observan
radiolucencias uniloculares o multiloculares (Fig. 14).42 Radiograficamente, en el
AM solido/multiquistico podemos observar zonas radiolucidas y radioopacas con
margennes poco definidos (Fig. 14A); el AMU radiograficamente se observa como
una zona radiollcida bien circunscrita, generalmente asociada a la corona de un
diente impactado (Fig. 14B), finalmente el AM periférico puede mostrar destruccion

Osea de las corticales, se debe tener especial cuidado con esa variante, ya que

puede ser facilmente confundido con otra patologia.®®

Figura 14. . Imagenes radiograficas caracteristicas de AM. A) muestra una radiografia de
un AM solido/multiquistico, se observan zonas radiolucidas y radioopacas poco definidas y el
caracteristico aspecto de pompas de jabdn, se aprecia un gran crecimiento de la lesién y resorcion
de raices de dientes vecinos. B) muestra la radiografia de un AMU, se aprecia una imgen unilocular
en donde se aprecia una zona radiolicida bien circunscrita asociada a un segundo molar no
erupcionado.®
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Caracteristicas histolégicas

El AM es una entidad patolégica que tiene un comportamiento histopatolégico
complejo debido a las tantas variaciones que presenta, sin embargo, el AM tiende
a ser un tumor infiltrativo, histopatologicamente presenta una tendencia a la
formacién de quistes, cuya cantidad es variable. Los patrones de crecimiento mas
comunes son folicular y plexiforme (Fig. 15), los patrones histopatol6gicos menos
comunes son el acantomatoso, el de células granulares y desmoplasico, cada uno
de los patrones histoldégicos mencionados anteriormente, se pueden presentar en

forma Unica o mixta en cada una de las variantes clinicas de los AM.(12 41, 59)

Es importante mencionar que un QD puede sufrir una diferenciacion que dé paso a
un AM, sobre todo en su variante clinica uniquistica (AMU) @D, lo que daria paso a
qgue el QD de ser una lesion mas conservadora se convierta en una lesion agresiva
y de mayor invasion. La variante uniquistica del AM imita al QD en sus
caracteristicas clinicas, radiolégicas e incluso histopatolégicas @24, Aunque se han
buscado marcadores biologicos para determinar la relacién de la progresioén del QD

a AMU, no se ha podido establecer aun una via concreta ¢
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Figura 15. Patrones histologicos mas comunes para el diagndéstico del AM. A) Patrén
histopatolégico folicular del AM, en donde se aprecia la formacion de islas epiteliales, las células
muestran una polarizacién inversa de sus nucleos. B) Patron histopatolégico plexiforme, en donde
se distinguen largos cordones de epitelio que se anastomosan entre si, células epiteliales
columnares, con hipercromatismo nuclear y despolarizacién de los nicleos.@®
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Tratamiento clinico

El tratamiento estandar para el AM hoy en dia es la reseccién radical con margenes
de seguridad de 1 cm. Esta alternativa terapéutica se ha considerado la de eleccién
por alta tasa de recurrencia que presentan estas lesiones (aproximadamente el
15%) 69, Otros dos grandes problemas que estan asociados con ameloblastoma
recurrente son: el desarrollo de metéastasis, dando lugar a un ameloblastoma con
comportamiento maligno y la posible transformacion en un carcinoma

ameloblastico.©D
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Metaloproteinasas de matriz (MMP’s)

Las metaloproteinasas de matriz (MMP’s) son enzimas proteoliticas dependientes
de zinc y calcio, que degradan macromoléculas de la matriz extracelular (MEC),

como colageno, gelatina, fibronectina, tenascina y laminina, a pH fisioldgico.®?

Las MMP’s se clasifican de acuerdo a su sustrato de activacion especifico;
particularmente, las MMP-2 y MMP-9 pertenecen a la familia de las gelatinasas 6
colagenasas tipo IV, que en condiciones fisiologicas desempefian un papel
fundamental en regulacion de la MEC durante el desarrollo embrionario y en la
remodelacién de los tejidos.62 89 Sin embargo, cuando existe sobreexpresion de
MMP-2, asi como de MMP-9, se favorece la invasién tumoral e incrementa el riesgo
de metastasis, mediante el mecanismo de degradacion de la MEC.®2 &) |ncluso,
varios estudios han sugerido la participacion de la MMP-2 y MMP-9 en varios tipos
de cancer, como son el de cancer de mama, el cancer de pancreas y el carcinoma

hepatocelular, entre otros.64 (€9

En los tumores odontogénicos se ha reportado que MMP-2 y MMP-9 juegan un
papel crucial en la invasién del ameloblastoma, teniendo como mecanismo de
accion la destruccion de la MEC y de la E-cadherina, proteina fundamental para
mantener la integridad de las uniones celulares en los epitelios, o que sugiere un

comportamiento agresivo para dicha lesion. €% §7)
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ANTECEDENTES DIRECTOS

Cultivos celulares como modelos de estudio in vitro

En el afio de 1952 se report6 la primera linea celular inmortalizada proveniente de
un carcinoma epitelial de cérvix, nombrada HelLa, desde entonces se ha utilizado
para su estudio como modelo celular. La técnica de cultivos celulares se ha
empleado en una gran mayoria de laboratorios del mundo para el estudio de
diversas patologias.©& 89 A pesar de los inconvenientes que pueden tener los

cultivos celulares, actualmente siguen siendo una herramienta Util en investigacion.

Por la dificultad que muestra el poder comprender la biologia de los QO’s y TO’s,
algunos grupos de trabajo han optado por estudiar estas lesiones de manera

aislada, empleando cultivos celulares, es decir, en modelos in vitro.

Establecimiento de una linea celular de QD (DeCy- 1)

En el aflo 2016 nuestro grupo de trabajo reporto el establecimiento y caracterizaciéon
de la primera linea celular derivada de un quiste dentigero, la cual por sus siglas en
inglés (Dentigerous Cyst) se nombré DeCy-1.79 A partir de este modelo celular se
han podido ir comprendiendo algunos posibles mecanismos de patogenicidad de

esta lesion.

El cultivo primario se obtuvo a partir de un QD presente en un tercer molar no
erupcionado (Fig. 16A), el cual fue removido quirargicamente de un paciente
masculino de 44 afios de edad. La lesién mostré las caracteristicas histoldgicas de
un QD (Fig. 16B) y las células de la superficie epitelial se sembraron en medio
DMEM/F12 suplementado con suero fetal bovino al 10%. (Fig.16C). Mediante
microscopia Optica, se observd que la morfologia de las células DeCy-1 es muy
similar a la de los fibroblastos, sin embargo, mediante ensayos de
inmunofluorescencia (IF) y de Western blot (WB), utilizando anticuerpos contra
marcadores epiteliales o mesenquimales se confirmd que estas células eran de

estirpe epitelial.
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Figura 16 Establecimiento del cultivo celular DeCy-1. (A) Ortopantomografia, en la que se
observa un tercer molar inferior impactado y alrededor de este, una zona radioltcida. (B) Corte
histoldgico de la lesion tefiido con hematoxilina y eosina, el cual tiene las caracteristicas tipicas de
un QD. (C) Células obtenidas del QD (DeCy-1), mostrando la morfologia tipica un fibroblasto.®
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Ensayos de microscopia electrénica de las células DeCy-1

Mediante ensayos de microscopia electronica de transmisién se observé que las
células DeCy-1 tenian las caracteristicas tipicas de las células eucariotas, teniendo
un nucleo oval concéntrico con su nucléolo, asi como un moderado numero de
mitocondrias, aparato de Golgi y lisosomas, ademas que se observé la presencia
de desmosomas entre célula y célula (Fig. 17 A, B, C), lo que aporta una evidencia
mas de que esta poblacion celular es de estirpe epitelial. Un hallazgo relevante que
llamo la atencion del analisis estructural fue la presencia de numerosas vesiculas
que se encontraban cerca o fusionadas a la membrana plasmatica, sugiriendo que
posiblemente estas vesiculas secretan su contenido al medio extracelular
(Fig.17D).19

Figura 17. Microscopia electronica de transmision de las células DeCy-1. (A) Se
muestra el ndcleo y nucléolo de las células. (B) Se aprecia un niumero variado de mitocondrias. (C)
Se muestra a los desmosomas de las uniones celulares. (D) Se muestra la presencia de vesiculas
en proceso de fusién o division, que se sugiere que vierten su contenido al medio extracelular.9
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Evaluacion de las secreciones de las células DeCy-1

Para evaluar la posible secrecién de las células DeCy-1, primero se realizaron
ensayos de viabilidad en ausencia de suero (medio condicionado) y se determiné
una viabilidad del 91.36% a las 48 h en estas condiciones. (Figura 18 A).79 Por ello,
se decidio analizar a las proteinas secretadas por las células DeCy-1 después de
48 h de incubacion en el medio condicionado, las cuales se analizaron mediante
SDS-PAGE vy tincion con azul de Coomassie G 250 para analizar la integridad de
proteinas. Para descartar que las bandas proteicas obtenidas eran producto de una
lisis celular se realiz6 un WB contra tubulina, proteina de localizacion citoplasmética,
mismo que fue negativo en las secreciones del medio condicionado, pero positivo
en los extractos totales de las células DeCy-1. (Fig. 18 B), lo que sugeria que las
proteinas observadas eran en realidad productos de secrecion?, Para poder tener
una mejor visualizacion de las proteinas secretadas por las células DeCy-1, en
nuestro trabajo de maestria ™ se decidi6 analizar nuevamente las secreciones
mediante SDS-PAGE, pero en esta ocasion los geles fueron tefiidos con nitrato de
plata, de esta manera, se pudieron detectar un aproximado de 11 bandas proteicas

con pesos moleculares de 25 a >250 kDa (Fig. 18 C).
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Figura 18. Proteinas de secrecion de las células DeCyl. (A) Viabilidad de las células a
diferentes tiempos de incubacion en medio libre de suero por ensayos de MTS. (B) Ensayo de WB
de extractos totales (ET) y del medio libre de suero después de 48 h de incubacion (medio
condicionado (MC)) utilizando un anticuerpo contra tubulina.”® (C) Tincion con nitrato de plata de
los ET y secreciones. Las proteinas secretadas al medio condicionado se precipitaron con etanol,
TCA o con una mezcla de ambos y se analizaron por SDS-PAGE tefiido con nitrato de plata.
*Secreciones proteicas de las células DeCy-1 precipitadas con TCA/acetona (relacion 1:8;
**Secreciones precipitadas solo con TCA (relacion 1:3); secreciones precipitadas solo con
acetona (relacion 1:3), **** secreciones sin precipitar. MPM: marcadores de peso molecular. ET:
extractos totales de las células DeCy-1. ("1

55



Las células DeCy-1 secretan MMP-2

Teniendo como antecedente que el QD es una lesion que en su progresion provoca
destruccion 6sea? 2.1 se sugirié que en las secreciones de DeCy-1 pudieran estar
presentes proteasas que favorecieran este proceso.

Para probar esta hipotesis, de las secreciones obtenidas del medio condicionado se
analiz6 la actividad proteolitica empleando geles de poliacrilamida-SDS co-
polimertizados con gelatina o caseina, los cuales fueron activados para evidenciar
la presencia de proteinas con actividad proteolitica dependiente de grupos tiol
(cisteina proteinasas) o de metales (metaloproteinasas). Estos ensayos dieron
resultados negativos para cisteina proteinasas y para metaloproteinasas que
degradan caseina (metaloproteinasas 1, 7, 12 y 13), pero se observé una banda de
degradacion proteolitica de aproximadamente 62 kDa en geles co-polimerizados
con gelatina y activados para metaloproteinasas ¢ (Fig. 19 A). Cuando se realiz6
este Ultimo ensayo, pero en presencia de EDTA, un quelante de iones divalentes, la
banda proteolitica de 63 kDa no estuvo presente (Fig. 19B), confirmando que la
actividad proteolitica era debida a una metaloproteinasa. Por el peso molecular y la
degradacion de gelatina dependiente de iones metdlicos se sugirio la presencia y

actividad de la metaloproteinasa de matriz 2 (MMP-2).(9

Con los resultados antes mencionados, se decidio realizar los ensayos de WB
utilizando anticuerpos contra MMP-2 para confirmar que esta enzima es la
responsable de la actividad detectada en la zimografia. En estos ensayos, el
anticuerpo identificd en los extractos proteicos totales, asi como en las secreciones
de DeCy-1, dos bandas con pesos moleculares de 72 y 63 kDa, (Fig. 19C) que
corresponden a la pro-enzima y a la enzima madura de la MMP-2,
respectivamente,® apoyando la sugerencia de la participacion de esta
metaloproteinasa en la progresion del QD a una lesion de un tamafio

considerablemente grande, si este no es diagnosticado en una etapa temprana.
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Figura 19 Deteccion de MMP-2 en las secreciones de DeCyl. (A, B) Zimograma de las
secreciones de las células DeCy-1. (A) Zimograma en gel co-polimerizado con gelatina al activar
metaloproteinasas (B) Igual que en A, pero en presencia del quelante EDTA (C) WB utilizando
anticuerpos anti-MMP 2.9 MW, marcadores de peso molecular. ET, extractos totales. SMC,
secreciones de medio condicionado.

La deteccion de la MMP-2 en las secreciones de las células DeCy-1, podria explicar
el comportamiento osteolitico, expansivo y agresivo que caracteriza al QD, y
posiblemente esta metaloproteinasa se encuentre favoreciendo los cambios de una
lesion quistica a una tumoral. Sin embargo, es necesario realizar un analisis
comparativo de la secrecion de MMP-2 y MMP-9 entre QD, QQO y AMU para
determinar una posible correlacion entre la agresividad de estas lesiones y la
secrecion de MMP-2 y MMP-9.
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JUSTIFICACION

MMP-2 y MMP-9 estan involucradas tanto en procesos fisiolégicos como
patolégicos. Debido a que al menos MMP-2 se encontré en las secreciones de las
células DeCy-1, es importante evaluar y comparar los niveles de expresion de estas
proteasas en tejido y contenido liquido de quistes y tumores ontogénicos, ya que
estos son responsables de provocar una gran destruccion 6sea en los maxilares.
Asi mismo, es importante conocer otras proteinas presentes en el contenido liquido
de estas lesiones, ya que nos podrian explicar los mecanismos involucrados en el

desarrollo de estas entidades patoldgicas.

HIPOTESIS

Los quistes y tumores odontogénicos secretan MMP-2, MMP-9 y otras proteinas
que podrian estar favoreciendo el crecimiento de estas lesiones y su

comportamiento agresivo.

OBJETIVO GENERAL

Analizar la presencia de MMP-2, MMP-9 y otras proteinas que pudieran participar
en la patogénesis de quiste dentigero, queratoquiste odontogénico y ameloblastoma

uniquistico.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Analizar la expresioén y actividad proteolitica de MMP-2 y MMP-9 en
biopsias de quiste dentigero, queratoquiste odontogénico y ameloblastoma

uniquistico.

2. Evaluar la presencia de MMP-2 y MMP-9 en el contenido liquido de al

menos una de las lesiones.

3. ldentificar otras proteinas en el contenido liquido de las lesiones.
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MATERIAL Y METODOS
Tipo de estudio

Estudio experimental, descriptivo y longitudinal.

Ubicacién temporo-espacial

Este proyecto de investigacion se realizd en el departamento de Infectomica y
Patogénesis Molecular del CINVESTAV-IPN, en colaboracion con el departamento
de Cirugia Maxilofacial del Hospital Juarez de Meéxico y el Hospital de
Especialidades «Dr. Bernardo Sepulveda Gutiérrez» del Centro Médico Nacional
Siglo XXI, ubicados en la Ciudad de México, en el periodo comprendido entre el mes

de agosto del afio 2017 al mes de julio del afio 2021.

Consideraciones éticas

De acuerdo al articulo 17 de la ley general de salud en materia de investigacion,
este estudio es considerado sin riesgo, ya que no se realiz6 ningun tipo de
procedimiento que intervenga en el diagnéstico, tratamiento o rehabilitacion del

paciente.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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METODOLOGIA

Obtencion de muestras

Los tejidos fueron proporcionados por el servicio de cirugia Maxilofacial del Hospital
Juarez de México y por el Hospital de Especialidades «Dr. Bernardo Sepulveda
Gutiérrez» del Centro Médico Nacional Siglo XXI. Una vez removidas
quirargicamente las lesiones, éstas se dividieron en tres fragmentos, el primero de
ellos fue colocado en formol al 10% para realizar su analisis histopatologico y los
otros dos fragmentos fueron colocados en nitrégeno liquido para posteriores

ensayos biogquimicos.

Como tejido control se utilizd FD, el cual nos sirvi6 como referente para hacer la
comparacion entre las lesiones estudiadas (QD, QQO y AMU). Para algunas
lesiones, previo a la extraccion quirdrgica, se obtuvo el contenido liquido (CL) de las

cavidades quisticas mediante biopsia por aspiracion de aguja fina (BAAF).

El presente estudio siguié la declaracién de Helsinki para el protocolo y ética médica
y fue aprobado por la Comisién de Etica en Investigacion y Bioseguridad del Hospital
Juarez de México, bajo el niumero de registro HIM1996/11.03.08 (Anexo 1).

Extraccion de proteinas

Para obtener las proteinas de los CL, éstos se centrifugaron a 2450 x g durante 10
min a 4°C para separar restos celulares y recolectar las proteinas presentes en el
sobrenadante, las cuales fueron divididas en dos partes, a una de ellas, la cual se
utilizé para la identificacion de proteinas por espectrometria de masas, se le
adiciond un coctel de inhibidores de proteasas, mientras que la otra parte se uso
directamente para los ensayos de actividad proteolitica. Para el caso de los tejidos,
los especimenes obtenidos se lavaron con PBS a pH de 7.4 para tener tejidos libres
de sangre, posteriormente, fueron cortados en pequefos fragmentos y pulverizados

en mortero con pistilo. Una vez pulverizados los tejidos, éstos fueron divididos para
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realizar ensayos de inmunodeteccion y de actividad proteolitica, por lo tanto, fueron

tratados con diferentes amortiguadores, segun el ensayo a realizar.

Las proteinas empleadas para los ensayos de Western blot fueron obtenidas
empleando amortiguador RIPA (20 mM Tris -HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 1% NP -40, 1% Triton X -100, 1% Desoxicolato de Sodio), en presencia de
un coctel de inhibidores de proteasas (Complete Mini, Roche, Mannheim, Germany).
Posteriormente, las muestras se incubaron toda la noche a -20 °C y entonces, las
muestras tuvieron tres periodos de sonicacion al 80% durante 15 segundos, con
intervalos de reposo de 2 min en hielo entre cada ciclo de sonicacion. Al terminar
este proceso, las muestras se incubaron durante una hora a 4 °C para su posterior

centrifugacion a 14000 x g durante 15 min a 4 °C.

Los ET empleados para los ensayos de actividad enzimatica fueron procesados de
manera similar al procedimiento antes descrito, a diferencia de que fueron obtenidos
en un amortiguador de homogenizacion (Tris 50 mM, Triton x-100 al 0.5% a pH de

7.4) y no se emplearon inhibidores de proteasas.

Precipitacion de proteinas
Las proteinas de los ET y CL se precipitaran con una solucion de &cido tricloro-

acético/acetona (TCA/acetona), previamente enfriada a -20°C, en una proporcién
1:8 (muestra:TCA/acetona), durante 12 h a -20°C. Posteriormente, las muestras se
centrifugaron a 30,000 x g durante 15 min a 4°C; el sobrenadante se elimind y se
lavé con un mililitro de acetona a -20°C. Después de esto, se realizé una segunda
centrifugacion a 30,000 x g durante 14 min a 4°C, se retir6 nuevamente el
sobrenadante y la pastilla obtenida se sec6 a temperatura ambiente para eliminar la
acetona. Finalmente, el boton obtenido se resuspendiéo en 300 pl de PBS en
ausencia (para ensayos de zimografia) o en presencia de un coctel de inhibidores
de proteasas (Complete Roche) (para ensayos de Western blot). Finalmente, las

muestras se almacenaron a -70°C, hasta su uso.
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Cuantificacion de proteinas

Una vez obtenidos los ET de los tejidos y el CL, la concentracion de proteinas se
cuantifico mediante el kit “DC protein assay” (BIO RAD/ tipo lowry); para lo cual,
primero se construyé una curva estandar con albumina sérica bovina (BSA) con
concentraciones que oscilaron en un rango de 0 a 10 pg/pl. Para ello, en placas de
96 pozos (Falcon®) se colocaron en cada pozo cantidades de 0, 2, 4, 6, 8 y 10 pl
de BSA a una concentracion de 2 pg/ul, asi como la cantidad suficiente de agua
para aforar a un volumen final de 5 pl. Posteriormente, se agregaron 25 pl de
solucién A (solucion alcalina de tartrato de cobre alcalino) mas 0.5 pl de reactivo S
y 200 ul de reactivo B (reactivo de Folin). Las muestras se incubaron durante 15 min
a temperatura ambiente y terminado el tiempo de incubacion se midi6 la
absorbancia a 750 nm en un lector de ELISA (Beckman). Para determinar la
concentracion de proteinas en los ET y el CL se realizara el mismo procedimiento
utilizando 5 pl de cada muestra. Finalmente, la absorbancia obtenida de las

muestras problema se interpolaron en la curva estandar.
SDS-PAGE

Mediante SDS-PAGE al 10% se separaron los ET de los tejidos y proteinas del CL.
Los carriles fueron cargados con 30 pg de proteinas para cada caso, las muestras
en un inicio fueron corridas a 60 volts durante 20 min y posteriormente a 100 volts,
durante 3 horas aproximadamente. Una vez finalizada la electroforesis, los geles
fueron tefiidos toda la noche con azul de Coomassie G-250 0.25% (en una solucion
de etanol al 5% y &cido acético al 7%) en agitacion. Los geles fueron destefiidos
con una solucion de etanol al 5% y acido acético al 7%, hasta que solo las bandas
proteicas eran evidenciadas en una tonalidad azul sobre un fondo transparente.
Finalmente, los geles se colocaron en un contenedor con agua destilada y se realiz6

la fotodocumentacion.
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Ensayo de WB

Las proteinas obtenidas (30 pg) se separaron mediante SDS-PAGE al 10%. Al
terminar la electroforesis, los geles se equilibraron durante 10 min en 20 ml de
amortiguador de transferencia (Tris 25 mM, glicina 190 mM y metanol al 20 %), para
transferir las proteinas a membranas de nitrocelulosa, utilizando una camara
hameda y una corriente de 129 mA durante 2 h. Al terminar este proceso, para
verificar la transferencia de proteinas, las membranas se tifieron con rojo de
Ponceau al 1% en acido acético, enseguida las membranas se destifieron al ser

incubadas en una solucién de PBS durante 10 min.

Posteriormente, los sitios inespecificos de las membranas se bloquearon con leche
al 5% en PBS durante toda la noche a 4 °C. Entonces, las membranas se lavaron
tres veces durante 10 min con PBS-Tween-20® al 0.05%, seguido de dos lavados
de 10 min cada uno solo con PBS, para después ser incubadas los con anticuerpos
primarios a-MMP-2 o a-MMP-9 (Santa Cruz Bitotechnology), a una dilucién de
1:500, durante toda la noche a 4 °C. Al terminar la incubacién con los anticuerpos,
se realizaron cinco lavados como anteriormente describimos y entonces se
agregaron los anticuerpos secundarios anti-lgG de ratén (abcam) en una dilucién
1:5000 en TBS durante 2 h a temperatura ambiente. Al finalizar este tiempo, se
realizaron nuevamente cinco lavados como anteriormente describimos. La
inmunodeteccion fue visualizada por quimioluminiscencia empleando el kit “ECL”
(Amersham, GE Healthcare BioScience, Corporate Piscataway, NJ, USA),
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Finalmente, las membranas fueron
fotodocumentadas. Como control interno de carga, las mismas membranas se
incubaron con un anticuerpo contra tubulina (Abcam) a una dilucion de 1:10 000.
Para determinar la expresion relativa de las MMP’s, las bandas reconocidas por los
anticuerpos fueron analizadas por densitometria y los valores obtenidos se
normalizaron con aquellos observados para el control interno de carga. La expresion
relativa en el tejido control (FD) se tomé arbitrariamente como la unidad. Los
resultados se representaron como el promedio de las muestras para cada tipo de

tejido + el error estandar.
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Ensayos de actividad proteolitica

Los ET (30 ug) fueron reconstituidos en amortiguador de carga para muestras no
desnaturalizadas (62.5 M Tris, 25% glicerol, 4% SDS, y 0.01% de azul de
bromofenol, pH 6.8) y separados en geles de poliacrilamida al 8% co-polimerizados
con gelatina al 1% (Sigma -Aldrich, St. Louis, MO, USA). Como controles positivos
para las MMP-2 y MMP-9 se emplearon secreciones de células MFC-7 tratadas con
forbol 12, 13 dibutirato (PDB, por sus siglas en inglés) y etanol, respectivamente.
Dichas secreciones fueron amablemente proporcionadas por el Dr. Eduardo Pérez
Salazar del departamento de Biologia celular del CINVESTAV. Posteriormente, los
geles se incubaron en amortiguador de activacion para metaloproteinasas (50 mM
Tris -HCI, pH 7.4, CaCl2 5mM y ZnCl2 1uM) durante 48 h. Los geles se tifieron con
azul de Coomassie G-250 y se destifieron con una solucién de etanol al 5% y &cido
acético al 7%. La actividad proteolitica se visualizé como bandas claras sobre un
fondo azul. Los geles se colocaron en un contenedor con agua destilada y se realizo

la fotodocumentacion.

La cuantificacién de la actividad se determiné al analizar por densitometria las
bandas de actividad y los resultados se mostraron como el promedio de las

muestras para cada tipo de tejido * el error estandar.
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Espectrometria de masas LC-MS/MS

La espectrometria de masas, es una técnica empleada para poder identificar
proteinas en muestras complejas, la cual permite la deteccion precisa del peso
molecular y la determinacién de las secuencias de aminodcidos de los péptidos
generados después de la digestion enzimatica de muestras complejas. Empleamos
esta metodologia para la identificacion de proteinas presentes en las secreciones
de las células DeCy-1 y en el CL obtenido mediante BAAF de un QQO. Para las
secreciones de las células DeCy-1 se colocaron 100 ug de la muestra liofilizada en
tubos Eppendorf, mientras que para el CL del QQO, las proteinas fueron separadas
mediante SDS-PAGE y posteriormente el carril se dividié en tres porciones, las
cuales se sometieron a digestion de las proteinas in situ. El analisis de
espectrometria de masas fue realizado por el Instituto de Biotecnologia de la UNAM
(IBT). Paraello, las muestras fueron previamente reducidas con ditiothreitol (Sigma-
Aldrich; St Louis, MO, USA), alquilada con iodoacetamida (Sigma-Aldrich) y digerida
“in gel” con Tripsina (Promega Sequencing Grade Modified Trypsin; Madison, WI,
USA). En el procesamiento de la muestra con tripsina se utiliz6 una solucion de
bicarbonato de amonio 50 mM (pH 8.2) y la incubacién fue de 18 h a temperatura
de 37°C.

Los péptidos producidos por corte enzimatico fueron desalados con Zip Tip C18
(Millipore; Billerica, MA, USA) y aplicados en un sistema LC-MS (Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry) compuesto de una bomba de nanoflujo
EASY-nLC Il (Thermo-Fisher Co.; San Jose, CA, USA) acoplado a un espectrémetro
de masas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo-Fisher Co., San Jose, CA, USA) con fuente
de ionizacidn tipo nano-electrospray (ESI). En la cromatografia de liquidos de nano
flujo en linea se utilizd un sistema gradiente de 10-80% de solvente B
(agua/acetonitrilo con 0.1% de acido formico) y solvente A (agua con 0.1 % de acido
férmico) en 120 min utilizando una columna capilar hecha en casa (ID 0.75 pm y

10cm largo RP-C18). El flujo del sistema LC fue de 300 nanolitros/minuto.
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El escaneo total de iones (Full Scan) fue realizado en el analizador Orbitrap con un
poder de resolucion de masas (Resolution Power; RP=m/FWHM) de 60,000. La
fragmentacion de los péptidos se realiz6 aplicando los métodos de CID (Collision-
Induced Dissociation) en la trampa de iones. Todos los espectros fueron adquiridos
en modo de deteccidbn positivo. La ejecucion y captura de los datos de
fragmentacién fueron realizados de forma dependiente del escaneo total de iones
segun las cargas predeterminadas (solamente se fragmento iones con carga z 2+,
z 3+ y z 4+) con un ancho de aislamiento de 2.0 (m/z), energia de colision
normalizada de 35 unidades arbitrarias, activacion Q de 0.250, tiempo de activacion
de 10 milisegundos y tiempo maximo de inyeccion de 10 milisegundos por
microescaneo. Durante la captura automatica de los datos fue utilizado la exclusion
dindmica de iones: (i) lista de exclusién de 200 iones, (ii) tiempo de pre-exclusion
de 30 segundos Y (iii) tiempo de exclusién de 70 segundos.

Busqueda e identificacidén de proteinas

La identificacion de proteinas se realiz6 con los datos espectrométricos en formato.
raw en el programa Proteome Discoverer 1.4. (Thermo-Fisher Co., San Jose, CA,
USA) a través del motor de busqueda Sequest HT. Para la busqueda de identidad
se utilizé la base de datos de proteinas Homo sapiens (UniProt). Se utilizé6 un FDR-
False Discovery Rate (Minimo) de 0.01 y FDR 0.05 (Maximo) ademas de la base de
datos invertida (Decoy database) como herramienta del programa de validacion
“Percolator”. La tolerancia maxima de diferencia de masas moleculares del ion
precursor cuando comparados los valores tedricos contra experimentales (precursor
mass tolerance) fue de 20 ppm y la tolerancia para los fragmentos obtenidos por
disociacion del ion precursor (fragment mass tolerance) fue de 0.6 Da. Para la
busqueda automatica fueron establecidas modificaciones constantes (carbamido-
metilacion de cisteinas) y variables como oxidacibn de metioninas (M) y
desaminacion de asparagina (N) y glutamina (Q). Posterior a la busqueda
automatica se realiz0 la secuenciacion manual de los espectros MS/MS; las

secuencias obtenidas se reportan en la tabla con su ion m/z, z+ (carga), masa
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molecular (MW) y la busqueda de identidad de secuencia utilizando como
herramienta BLASTp.
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RESULTADOS

Recoleccion de muestras.

Para realizar este estudio colectamos un total de 31 muestras. En la Tabla 5 se
muestra la distribucion de las lesiones obtenidas. También se obtuvieron dos CL de
QQO mediante BAAF.

Tabla 5. Tejidos analizados

Femenino Masculino Mandibula Maxila
Foliculo dental 3 4 3 4
(n=7)
Quiste 3 5 6 2
dentigero
(n=18)
Queratoquiste 4 4 5 3
(n=18)
Amoloblastoma 3 5 5 3
uniquistico
(n=8)
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Integridad de las proteinas

Una vez obtenidos los extractos proteicos de las muestras a estudiar, éstas se
separaron en geles de poliacrilamida de una dimension y posteriormente se tifieron
con azul de Coomassie. En estos ensayos se observaron perfiles de corrimiento con
pocas bandas, presentando pesos moleculares desde mas de 250 kDa hasta
aproximadamente 22 kDa, pero sin degradacion aparente. En la figura 20 se
muestra un perfil proteico representativo de cada tipo de tejido empleado en este
estudio. La presencia de pocas bandas en los perfiles probablemente se debe a la
gran cantidad de una proteina de aproximadamente 63 kDa presente en todas las
muestras (Fig. 20).
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Figura 20. Perfiles proteicos de FD, QD, QQO. Las proteinas obtenidas de los tejidos se

separaron por 10% PAGE-SDS y se tifieron con azul de Coomassie. Se muestran los perfiles
proteicos representativos de cada una de las lesiones estudiadas.
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Expresiéon de MMP-2 y MMP-9

Una vez que comprobamos mediante SDS-PAGE la integridad de las proteinas en
cada uno de los tejidos procesados, realizamos la inmunodeteccion mediante
Western blot de MMP-2, MMP-9 y tubulina, esta ultima proteina fue utilizada como
control interno de carga. En estos ensayos se obtuvo el reconocimiento de las
bandas con los tamafios esperados para cada proteina en todas las muestras. En
la figura 21 Ay C se muestran los resultados representativos de MMP-2 (Fig. 21A)
y MMP-9 (Fig. 21B) para cada tipo de tejido.
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Figura 21. Expresion de MMP-2 y MMP-9 en FD, QD, QQO y AMU. (A, C) Western
blot. Los ET de los diferentes tejidos se separaron por PAGE-SDS vy la expresion de MMP-2 (A) y
MMP-9 (C) se determind por Western blot. Como control interno de carga se realizé la
inmunodeteccién de tubulina. (B, D) Expresion relativa. Las bandas de MMP-2 y MMP-9 se
analizaron por densitometria y se normalizaron con los valores obtenidos para tubulina. La expresién
relativa del tejido control (FD) se tomd arbitrariamente como la unidad. Los datos representan el
promedio de todas las muestras para cada tipo de tejido + el error estandar. *p>0.05
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Con el fin de realizar una comparacion en la expresion de las MMP’s en cada tipo
de lesion, se analiz6 por densitometria las bandas reconocidas por los anticuerpos
contra las MMP’s y los datos se normalizaron respecto a la cantidad de tubulina
para cada muestra. Con los datos obtenidos se observd que no hay diferencias
significativas en la expresion relativa de MMP-2 entre el control (FD) y las lesiones
quisticas o tumorales (Fig. 21B). En el caso de la MMP-9, si se detectd una mayor
expresion relativa en las lesiones quisticas y tumorales con respecto al tejido
control, pero no se encontraron diferencias significativas entre las lesiones quisticas
y el AMU (Fig. 21 D).
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Actividad proteolitica de MMP-2 y MMP-9

La actividad proteolitica de MMP-2 y MMP-9 de los extractos proteicos obtenidos en
cada una de las lesiones se evalu6 mediante zimografia. En estos ensayos se
incluyeron como controles las secreciones de células MFC-7 incubadas en
presencia de etanol (para MMP-2) o de PDB (para MMP9). Los resultados
representativos para cada tipo de lesion se muestran en la Fig. 22, donde se
observan bandas de degradacion de la gelatina en los pesos moleculares
correspondientes a la pro-enzima y enzima madura de MMP-2 (72 y 63 kDa,
respectivamente) y a MMP-9 (92 kDa). Ademas, las bandas de 63 y 92 kDa
presentan la misma migracion que los controles obtenidos de las secreciones de las
células MFC-7 (Fig. 22), indicando que esas bandas de degradacion en los ET de
los tejidos efectivamente corresponden a MMP-2 y MMP-9. Interesantemente, la
banda de degradacion 63 kDa se observé muy débil en las muestras de FD (Fig.
22), sugiriendo que en este tejido el procesamiento de pro-enzima a enzima madura
de MMP-2 estd mas regulado que en los tejidos quisticos y tumorales.
Posteriormente, para comparar la actividad proteolitica de MMP-2 y MMP-9 en cada
tipo de lesion, las bandas de 63 y 92 kDa de cada una de las muestras se evaluaron
mediante densitometria. y se obtuvieron los promedios de cada tejido. Los datos
derivados de la actividad de MMP-9 confirmaron la mayor presencia de esta enzima
en las muestras de QD, QQO y AMU que en el tejido control (Fig. 23 A), mientras
gue, aunque encontramos una cantidad similar de MMP-2 total en todos los tejidos
(Fig. 21 A, B), el procesamiento hacia la forma madura en FD es significativamente
menor (Fig. 23 B).
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Figura 22. Zimograma de la actividad catalitica de MMP-2 y MMP-9 en FD, QD,
QQO y AMU. Los ET de los diferentes tejidos se separaron por electroforesis empleando geles de
poliacrilamida co-polimerizados con gelatina, en donde se detectaron bandas de degradacion
correspondientes a la actividad catalitica de MMP-9 (92 kDa), el zimdégeno de MMP-2 (72kDa) y para
la MMP-2 madura (63kDa). Los carriles MCF-7/PDB y MFC-7 EtOH corresponden a las secreciones
de las células de céancer de mama MCF-7 estimuladas con forbol 12, 13 dibutirato y etanol,
respectivamente.
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Figura 23. Analisis densitométrico de la actividad catalitica de MMP-2 y MMP-9. Las
areas de degradacién de MMP-2 (63 kDa) y MMP-9 (92 kDa) se analizaron por densitometria, y los
resultados obtenidos se normalizaron con respecto los datos del foliculo dental (FD). La expresion
relativa del tejido control se tomd arbitrariamente como la unidad. Los datos representan el promedio
de todas las muestras para cada tipo de tejido + el error estandar. *p>0.05
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El contenido del QQO muestra actividad catalitica de MMP-2 y MMP-9.

Debido a que la naturaleza de las lesiones estudiadas tiene un comportamiento de
crecimiento agresivo y expansivo, se decidio evaluar la presencia de MMP-2 y MMP-
9 en el contenido liquido presente en las lesiones estudiadas. Para ello, previo al
acto quirurgico, mediante biopsia por aspiracion de aguja fina (BAAF) se obtuvo el
contenido liquido (CL) de algunas lesiones. Sin embargo, solo logramos colectar el
CL de dos QQO y para uno de ellos se evalud la actividad catalitica de MMP-2 y
MMP-9, tanto en ET del tejido, como en el CL. La zimografia confirmé la presencia
de bandas de degradacion de 92y 72 kDa en los ET del tejido, asi como la presencia
de estas mismas en el CL (Fig. 24), evidenciando que las metaloproteinasas de
estudio se secretan a la luz de la lesion y, por lo tanto, sugiriendo que pueden tener

un papel importante en el desarrollo y crecimiento del QQO.
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10 ugi 5ug 2.5 ug MW 2.5 ug 5 g 10 ug

MMP-9
92 kDa

«— MMP-2
72kDa

Tejido Secrecién controles

Figura 24. Zimograma del CL del QQO. Las proteinas obtenidas del CL de un QQO, asi
como los ET de la misma lesidn, se separaron por electroforesis en geles co-polimerizados con
gelatina, donde se evidencia la actividad catalitica para MMP-2 y MMP-9 tanto en el CL (secreciones)
como en el tejido del QQO. Los carriles MCF-7/PDB y MFC-7 EtOH corresponden a las secreciones
de las células de cancer de mama MCF-7 estimuladas con PBD y etanol, respectivamente
(controles).
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Identificacidén de proteinas secretadas por las células Decy-1y las presentes
en el CL del QQO.

Ademas de la posible participacion de MMP-2 y MMP-9 en el desarrollo y
crecimiento de las lesiones quisticas y tumorales, debe de haber otras proteinas
que también estan involucradas en este proceso y que posiblemente también se
secreten. Teniendo como antecedente que las células DeCy-1 secretan su
contenido vesicular al medio extracelular, se sugirié la hipotesis de que estas
secreciones, ademas de MMP-2, podrian contener proteinas que pueden estar
involucradas en la génesis y crecimiento del QD. Por lo tanto, se realiz6 la
recoleccion del medio condicionado de las células DeCy-1 y las proteinas
contenidas en él se procesaron mediante espectrometria de masas para conocer la
identidad de algunas de ellas. Mediante esta estrategia logramos la identificacion
de cinco proteinas secretadas (Tabla 5) de las aproximadamente 11 que pudimos
apreciar por SDS-PAGE (Fig. 18).

Tabla 6. Identificacion de proteinas de las celulas DeCy-1 mediante espectrometria
de masas

Numero de Proteina Cobertura Funcién
acceso
AOAO87WWT3 Albumina 45.1 3.79% Transporte
B4DMX4 Alfa-fetoproteina 50.7 3.55% Transporte/ marcador oncofetal
H6VRFS8 Keratina tipo 1 66 1.86% Estructura / queratinizacion
P13645 Keratina tipo 10 58.8 13.87% Estructura / gueratinizacion
LOR5F6 Proteina alterntiva TNS4 6.0 25.45% No determinada
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Por otra parte, se realizo la recoleccion del CL, mediante BAAF, previo el acto
quirargico de dos QQO y uno de ellos se empled para la identificacion de proteinas
presentes en el CL. La tincion con azul de Coomassie del SDS-PAGE conteniendo
el CL del QQO reveld la presencia de al menos 6 bandas con pesos moleculares
entre 245y 11 kDa, con una mayor abundancia de tres bandas con pesos entre 63
y 75 kDa (Fig.25). Posteriormente, el carril que contenia las proteinas del CL se
cortd en tres secciones para su analisis mediante espectrometria de masas, en
donde se identificaron 15 proteinas (Tabla 7). Dichas proteinas fueron clasificadas
con en el programa PANTHER y se agruparon en cuatro categorias: clase de
proteina, proceso bioldgico, funcion molecular y componente celular (Fig. 26). De
esas categorias destacamos principalmente a las que corresponden a clase de
proteina y funcion molecular, debido a la relevancia biol6gica que tienen en esta
lesion.

MW QQO CL

245
180
135
100

75

63

48

Figura 25. PAGE-SDS del CL de un QQO. Las proteinas del CL de un QQO se analizaron
por SDS-PAGE vy tincion con azul de Coomassie para su posterior analisis mediante espectrometria
de masas.
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Tabla 7. Identificacion de proteinas del CL del QQO mediante espectrometria de
masas

# Numero Proteina kDa Cobertura Funcion
de
acceso
1 | 075643 | Ribonucleoproteina 245 2.1% Splicing
nuclear pequena U5
2 | QINVES5 | Ubiquitina carboxilo- 140 1.4% Peptidasa
terminal hidrolasa
3 | P02768 Albumina 69 44% Transporte
4 | P04264 Citoqueratina 1 66 18% Estructura
5 | P35908 Citoqueratina 2 65 13% Estructura
6 | P35527 Citoqueratina 9 62 14% Estructura
7 | P48668 Citoqueratina 6 60 6.2% Estructura
8 | P13645 Citoqueratina 10 59 17% Estructura
9 | PO1009 Alfa 1 antitripsina 47 13% Inhibidor de serina
proteasas
10 | C8C504 | Beta-globina 16 50% Transporte
11 | P69905 Subunidad alfa de 15 49% Transporte
hemoglobina
12 | P04908 Histona H2A 14 37% Componente del
nucleosoma
13 | PO6702 Proteina S100-A9 13 38% Reguladora en
procesos inflamatorios
e inmunes
14 | P0O5109 Proteina S100-A8 11 47% Reguladora en
procesos inflamatorios
e inmunes
15 | Q4TZM4 | Cadena beta de la 11 58% Transporte
hemoglobina
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A) Clase de proteina

| Proteinas de union a calcio
| Reguladores de cromatina

Enzimas modificadoras de proteinas
[ ] Proteina de actividad moduladora
[ Proteinas de andamio

Proteinas de trasporte

C) Funcion molecular

W Unidn

m Actividad Catalitica

m Reguladores de funcién Molecular
Actividad de trasporte

B) Proceso bioldgico

I Regulacién bioldgica
B Proceso celular

B Localizacién

B Locomocion

M Proceso metabdlico

Proceso de organismo multicelular

D) Componente celular

Entidad anatdmica celular
M Intracelular
m Complejo que contiene proteinas

Figura 26. Clasificacion de proteinas del CL mediante el programa PANTHER. Las
proteinas identificadas en el CL del QQO fueron clasificadas en cuatro categorias utilizando el
programa PANTHER A) clase de proteina, B) proceso bioldgico, C) funciébn molecular y D)

componente celular.
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Dentro de la categoria de clase de proteina (Fig. 27), destacamos principalmente
tres subclases, proteinas de unién a calcio, enzimas modificadoras de proteinas y
proteinas de con actividad moduladora. En la subclasificacion correspondiente a
proteinas de unidn a calcio se destaca la presencia de las proteinas S100 A-8 y
S100 A-9, ambas proteinas cobran relevancia, ya que se han sido sugeridas como
biomarcadores en procesos inflamatorios y neoplasicos.(”2 73 Por otra parte, dentro
de la subclasificacion correspondiente a enzimas modificadoras de proteinas, nos
encontramos con la Ubiquitina carboxilo-terminal hidrolasa, que es una enzima que
se ha sugerido participa en la progresion tumoral®™ y finalmente, dentro de las
proteinas con actividad moduladora encontramos a la alfa 1 antitripsina, que
participa como un inhibidor de serina proteasas.

Clase de proteina

Pr 0
S100A-8 infla:\::tsorsios
5100 A-9 ..
neoplasicos
|nh|b|dorde - Alfa 1 antitripsina
serin proteasas
Ubiquitina
carboxil-terminal [ ] Proteinas de union a calcio
hidrolasa B Reguladores de cromatina
- Enzimas modificadoras de proteinas
Progresion [ Proteina de actividad moduladora
tumoral

[ Proteinas de andamio

Proteinas de trasporte

Figura 27. Clasificacion de las proteinas en el CL del QQO por clase de proteina.
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En la categoria correspondiente a funcién molecular, destacamos la clasificacion de

proteinas con actividad catalitica, en donde encontramos cuatro subclasificaciones,

nos concentramos principalmente en la subclasificacion correspondiente a actividad

catalitica que actuan sobre el ARN, en donde encontramos a la ribonucleoproteina

nuclear pequefia U5 (RNPNP U5) (Fig. 28), ésta al ser una proteina nuclear cobra

relevancia porque se ha reportado que favorece la actividad catalitica de MMP-9(5),

Funcién molecular

’_, Incremento de la actividad proteolitica

MMP-9

T

RNPNP U5

m Unidn
Actividad Catalitica

m Reguladores de funcién Molecular
Actividad de trasporte

Actividad catalitica que actuan sobre el ARN
W Actividad catalitica actuando sobre proteinas
Actividad de Hidrolasa
| Actividad de oxidoreductasa

Figura 28. Clasificacion de las proteinas en el CL del QQO por funcién molecular.
En la subclasificacién correspondiente a actividad catalitica, dentro de las que actian sobre el ARN

encontramos a la RNPNP U5.
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Interactoma de las proteinas identificadas en el CL del QQO

Para predecir una interaccion de las proteinas identificadas en el CL del QQO, se
realizé un analisis mediante el programa STRING, en donde podemos observar que
proteinas que participan en invasion (MMP-2 y MMP-9), inhibicion de proteasas
(serpina 1) y respuesta inmune (S100 A-8 y S100 A-9) tienen una interaccion muy
cercana, por otra parte, observamos un segundo grupo de proteinas que participan
en la estructura celular (citoqueratinas 1, 2, 6, 9 y 10) que tienen una relacion muy

estrecha entre si (Fig. 29).

S100A9

MMP2

USP40

(2

HIST1H2AE

O

SNRNP200

Figura 29. Interactoma de las proteinas del CL de QQO. Las posibles interacciones entre
las proteinas identificadas en el CL del QQO se predijeron mediante STRING. Se observa una
estrecha relacién entre las proteinas que estan involucradas en procesos de invasién, respuesta
inmune e inhibicién de proteasas, asi como en las proteinas de estructura celular.
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Proteinas en comun

Una vez identificadas las proteinas del CL del QQO vy las proteinas secretadas por
las células DeCy-1, realizamos un diagrama de Venn, con ayuda del programa
intearactiVenn, en donde observamos que ambas lesiones comparten tres proteinas
entre si: citoqueratina 1, citoqueratina 10 y albumina (Fig. 30). Es importante
recordar que las citoqueratinas 1 y 10 son marcadores de queratinizacion, estos
podriamos encontrarlos normalmente en el QQO por la naturaleza propia de la
lesion, sin embargo, al encontrarlas en las secreciones de las células DeCy-1, se
podria sugerir un posible rol en el desarrollo de esta lesion. Por otra parte, se ha
visto que el incremento de albumina en lesiones quisticas favorece al desarrollo de

estas lesiones(®),

DeCy-1 QA0 CL
(5) (19)

Proteinas

Citoqueratina 1
Citoqueratina 10

Albumina

Figura 30. Diagrama de Venn de proteinas del CL del QQO y secretadas por las

células DeCy-1. De las proteinas identificadas en ambas entidades, podemos observar que tres
de ellas se comparten en ambas lesiones (parte inferior).
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DISCUSION

ElI QD, QQO y AMU, son entidades patoldgicas de origen odontogénico que, a pesar
de ser asintomaticas durante mucho tiempo, debido a su crecimiento lento, pueden
llegar a ser muy agresivas. Actualmente se desconocen los mecanismos
moleculares que se encuentran involucrados en la génesis y desarrollo de estas
lesiones;12 34 aunque se ha sugerido que la alteraciéon de genes supresores de
tumores, la expresion aberrante de proteinas del ciclo celular, la desregulacion de
MMPs y/o de los inhibidores tisulares de las metaloproteinasas (TIMPs por sus
siglas en inglés), entre otros eventos, podrian ayudar a explicar el comportamiento
de estas lesiones.® En particular, se ha demostrado que las MMPs juegan un papel
importante en el crecimiento y desarrollo de diversas lesiones quisticas y tumorales,
atribuyéndoles cualidades para el desarrollo de microambientes moleculares que
favorecen la invasion tumoral y metéstasis, por su capacidad de degradar los

componentes de la MEC y la membrana basal.(®

Son varios los estudios y las maneras en que se ha intentado explicar el papel de
las MMPs en las lesiones quisticas y tumorales de origen odontogénico. €7 70. 76, 78-
81) para ello, se han utilizado desde modelos in vitro o animales modelo, hasta el
uso del propio tejido o CL. Sin embargo, el papel de las MMPs en estas lesiones ha
sido controversial, ya que los resultados obtenidos por diversos investigadores han
sido poco concordantes, esto debido a varios factores, como el empleo de lesiones
de diferentes origenes o estirpes, asi como a las diferentes técnicas utilizadas. €2
Estos detalles pueden propiciar un sesgo en los datos al tratar de evaluar el
comportamiento de las lesiones entre si. Por ejemplo, Teronen y colaboradores@?,
analizaron la expresion de MMP-2 y MMP-9 en ET y en CL de quistes odontogénicos
de diferente origen: del desarrollo y de origen inflamatorio. En ese trabajo, mediante
zimogramas, se identificaron ambas MMPs en ET de QD, QQO y quiste radicular
(QR), donde parece haber una mayor expresion de MMP-9 que de MMP-2 en todas
las lesiones estudiadas y sin aparentes diferencias en la expresion de cada MMP
entre las diversas lesiones quisticas, pero no se realizaron analisis estadisticos

comparativos. Sin embargo, en los CL de QD, QQO y QR se observaron bandas de
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degradacién para MMP-9, pero no para MMP-2@2, Por otra parte, estos autores
utilizaron como tejido control, entre otros, el foliculo dental, en donde solo se detectd

la expresion de MMP-2.€2)

En otro estudio, Kuzniarz y colaboradores® analizaron la actividad catalitica del
contenido liquido de tres lesiones quisticas: QD, QR y quiste de retencion mucosa
(QRM), encontrando que MMP-9 mostré mayor actividad en el CL del QR en
comparaciéon con el QRM. Sin embargo, a diferencia del estudio anterior, en las
capsulas de ninguno de los QD se logré6 demostrar la presencia de MMP-9.

Adicionalmente, en ese trabajo no se utilizé un tejido control como comparativo. €3

Asimismo, en estudios acerca del papel de las MMPs, donde si se comparan
lesiones de origen del desarrollo, los resultados también son contradictorios. En
algunos de esos estudios, mediante zimogramafia solo se logré identificar a MMP-
9 en el CL de QQO, QD y AM, mostrando aparentemente una mayor area de
degradacion para el CL del QQO y QD, en comparacion con el AM; sin embargo, no
se realizaron andlisis estadisticos para confirmar una diferencia significativa entre
las diversas lesiones. 2 89, A| realizar ensayos de WB para MMP-9, se logré
detectar a esta proteasa solamente en el CL del QQO y QD, pero no en el CL de
AM.@2 84 Sin embargo, en otro trabajo se detecté mediante inmunohistoquimica y
western blot la expresién en ameloblastomas de MMP-1, MMP-2 y MMP-9 en y al
analizar la actividad catalitica se encontr6 una mayor zona de degradacion para
MMP-9 que para las otras metaloproteasas, pero no se comparo la expresion y

actividad en otras lesiones de origen en el desarrollo odontogénico.®

En el presente trabajo de investigacion nos enfocamos en evaluar la presencia y
actividad de MMP-2 y MMP-9, empleando tumores y quistes de estirpe epitelial de
origen del desarrollo odontogénico, ademas de que la eleccion de las lesiones de
estudio (QD, QQO y AMU) también se debid a la relacién que hay entre ellas en
cuanto comportamiento clinico, evolucion y posible transformacion de una lesion
quistica a una tumoral. En nuestro estudio logramos evidenciar la expresion y
actividad proteolitica de ambas MMPs en todos los tejidos analizados, incluyendo el
FD. A diferencia de Kuzniarz y colaboradores (/?, nosotros si detectamos expresion
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de MMP-9 en FD, aunque nuestros resultados de western blot y zimografia indican
una mayor expresion de esta metaloproteinasa en las lesiones quisticas y
tumorales, pero sin diferencia significativa entre los diferentes tipos de lesion. Con
respecto a MMP-2, los ensayos de western blot indican una expresion similar entre
el tejido control y las lesiones. Sin embargo, al analizar las muestras por zimografia,
observamos que en FD se presentd una actividad muy disminuida de la enzima
madura de MMP-2, pero muy evidente en la banda correspondiente a la pro-enzima,
indicando que la activacion de la enzima madura esta restringida en el tejido control.
Estos resultados sugieren una mayor actividad de MMP-2 en quistes y tumores que
en el tejido control, la cual puede deberse a una regulacién negativa de los eventos
que llevan a la activacion de esta MMP, por ejemplo, en la funcién de las inhibidores
tisulates de proteasas (TIM’s), aunque esta hipotesis debe ser probada
experimentalmente. De cualquier manera, no se encontré diferencia en la actividad
de la enzima madura de MMP-2 entre las lesiones de estudio. Por lo tanto, nuestros
resultados soportan la hipétesis de la participacion de MMP-2 y MMP-9 en el
comportamiento biolégico en las lesiones quisticas y tumorales de origen
odontogénico, pero que la expresion de estas enzimas no puede ser utilizada para

diferenciarlas.

Por otra parte, en nuestra investigacién observamos la actividad proteolitica de
MMP-9y, a diferencia de otros estudios, - 78 también de MMP-2 en el CL del QQO,
sugiriendo que estas enzimas son secretadas y muy probablemente efectlan su
actividad de lisis a nivel extracelular, permitiendo el desarrollo del QQO.
Interesantemente, observamos un area de mayor degradacién para MMP-9, tanto
en el CL del QQO, como en los ET de todas las lesiones, esta zona degradacion,
podria deberse a una mayor activacion de MMP-9, debido a que se ha sugerido que
esta enzima tiene un mayor efecto proteolitico al interaccionar con acidos

nucleicos.(©d

Por otra parte, el analisis protedmico ha sido una herramienta innovadora para el
estudio del cancer, ya que ha permitido identificar nuevas proteinas involucradas en

el entorno biolégico, en el cual se desarrollan estas patologias. Por ejemplo, Fulzele
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y colaboradores,® mediante espectrometria de masas analizé el perfil de
queratinas presentes en el cancer del complejo gingivo — bucal y en tejido de
mucosa sana. sus resultados mostraron que las queratinas 4, 13, 14, 16 y 17 estan
desreguladas en las lesiones cancerigenas y, por lo tanto, se propuso que pueden
ser potenciales biomarcadores en este tipo de patologias. Estos resultados son
importantes, ya que con la proteGmica tenemos la posibilidad de ir determinados
biomarcadores independientes para cada lesion, lo que permitiria realizar

tratamientos especificos en este tipo de lesiones.

Hasta el momento se cuenta con pocos estudios proteémicos que identifiquen
proteinas que pudieran participar en el origen y desarrollo de lesiones quisticas y
tumorales de estirpe odontogénico, un ejemplo de ellos es el trabajo publicado por
Ivanisevic y colaboradores,®) donde empleando espectrometria de masas en QQO
reportaron a la proteina asociada al Interactor de dorsalizacion de axina (AIDA)

como un posible biomarcador diferencial en la progresion de dicha lesion.

Teniendo en cuenta que la espectrometria de masas es una herramienta que puede
ayudarnos a conocer a las proteinas secretadas por los quistes y tumores
odontogénicos, decidimos emplear esta técnica para analizar las proteinas
contenidas en el medio condicionado de las células DeCy-1, y el CL de un QQO, el

cual obtuvimos mediante BAAF, previo a realizar el acto quirdrgico.

Como se menciono anteriormente, las células DeCy-1 tienen una notable actividad
secretoria.”9 Asi, las secreciones recolectadas del medio condicionado de DeCy-1
se analizaron mediante espectrometria de masas, logrando conocer la identidad de
cinco proteinas presentes en dichas secreciones. Por otra parte, en el CL del QQO

se identificaron quince proteinas.

Mediante un analisis en la plataforma STRING buscamos los procesos biolégicos
de los cuales participan las proteinas identificadas. En el caso de las SMC de las
células DeCy-1 tenemos proteinas de: transporte y estructura. De manera particular,

para la proteina alternativa TNS4 no se reporta una funcion determinada; sin
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embargo, la literatura menciona que las proteinas alternativas pueden ser

prometedores biomarcadores en distintas patologias.©®

Dentro de las proteinas que se comparten entre ambas entidades analizadas
encontramos principalmente a la albumina, pero también tenemos a las
subunidades de la hemoglobina, cuyas principales funciones son regular el
transporte de diversos compuestos a través del torrente sanguineo, asi como
favorecer la disponibilidad de numerosos compuestos quimicos y moléculas
presentes en el sistema cardiovascular. Ademas, son de las proteinas mas
abundantes en el plasma sanguineo y ayudan a mantener la presién osmotica.®? |
Por lo tanto, estas proteinas pudieran ser importantes en las lesiones de estudio
para el transporte de diversos nutrientes y/o para mantener la presion osmoética,

eventos necesarios para el sustento y crecimiento de las células epiteliales.

Otro tipo de proteinas que comparten las SMC de las células DeCy-1 y el CL del
QQO son las que tienen funcion estructural, entre ellas encontramos a las
citoqueratinas (CKs) 1y 10; ademas en el CL del QQO también identificamos a las
citoqueratinas 2, 9 y 6. Llamo nuestra atencién detectar a CK-1 y CK-10 en las SMC
de las células DeCy-1, ya que el QD es una lesibn que no queratiniza.
Interesantemente, en la division de estudios de posgrado e investigacion de la
facultad de odontologia de la UNAM se ha visto que CK-10 esta presente en células
epiteliales de QD y AM que estan sufriendo un cambio metaplasico (comunicacién
personal), lo que nos sugiere que las citoqueratinas podrian estar implicadas en el
comportamiento biolégico de dichas lesiones, por lo que resultaria importante
analizar su funcién en QD, QQO y AMU.

Las CKs son proteinas de los filamentos intermedios presentes en las células
epiteliales. Estas proteinas se clasifican en dos grandes grupos: acidas y basicas,
y cada uno de ellos contiene diferentes subtipos de CKs. Los tejidos epiteliales de
diferentes organos expresan diferentes subtipos de CKs que regulan, entre otras
funciones, el trafico celular, la motilidad de intrinseca de los organelos, la
sefalizacion intracelular, la respuesta inmune, la supervivencia celular, la

proliferacion celular la apoptosis, la respuesta al estrés y la estabilidad de la
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estructura celular, favoreciendo la integridad de las uniones intercelulares; ademas
se ha visto que también participan la transformacién maligna, por lo que se ha
propuesto que pueden ser usadas como marcadores moleculares para ciertas

enfermedades.®@?

En cuanto a las proteinas de respuesta inmune reportadas en el CL del QQO,
encontramos a S100-A8 y S100-A9, las cuales pertenecen a una familia de 25
proteinas homologas de bajo peso molecular que son expresadas por células de la
linea mieloide, pero también pueden ser expresadas por células endoteliales,
epiteliales y queratinocitos® . La expresion de estas proteinas puede ser inducia
por LPS, TNF, IL1, IL-1, IL-10 o IL-22.@3 9D En condiciones fisiol6gicas unen el
calcio intracelular, permitiendo que actle como segundo mensajero, en los
neutrofilos activan a la enzima NADPH oxidasa para la formacion de trampas
extracelulares de neutréfilos (NETS, por su siglas en inglés) y participan el transporte
del acido araquidonico, desempefiando un papel importante en la reorganizacién
del citoesqueleto.®® En condiciones patoldgicas, S100-A8 y S100-A9 son
secretadas al medio extracelular y funcionan como patrones moleculares asociados
a dafio (DAMP, por su siglas en inglés), promoviendo un efecto proinflamatorio.@®
Ambas proteinas se han encontrado incrementadas en procesos inflamatorios,
como la artritis reumatoide, la enfermedad inflamatoria intestinal, fibrosis quistica,
lupus eritematoso. @ También se reconocen como importantes biomarcadores en
el desarrollo de tumores y metastasis.2 90 Es importante tener estos elementos
presentes, ya que al ser detectadas en el contenido de una lesion que tiene un
comportamiento agresivo,®® podrian ayudar a entender el comportamiento de esta

lesion.

En el presente estudio también se identificé a la alfa 1 antitripsina en el CL del QQO.
Esta proteina acta como un inhibidor de serina proteasas,® y aunque por
espectrometria de masas no se detectd a este tipo de proteinasas, ni su actividad
en los ensayos de zimografia, es posible que también participen en la degradacién

de la MEC en las lesiones odontogénicas de estudio. Asi, podriamos pensar que la
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alfa 1 antitripsina esta siendo secretada en el QQO para limitar el dafio provocado

en esta patologia.

En el CL del QQO también se identificaron proteinas que normalmente estan
presentes en el nucleo celular, una de ellas, la histona H2A, que tiene la funcién de
participar en la compactacion del material genético, mientras que la
ribonucleoproteina pequefia U5 participa en el splicing. Interesantemente, de esta
tltima se ha reportado que cuando MMP-9 se une a este tipo de proteinas
nucleares, se ve favorecida su actividad catalitica,®® lo que podria explicar porque
las bandas de degradacion de MMP-9 en los zimogramas son mayores que las de
MMP-2.

Es necesario mencionar que a pesar de emplear la espectrometria de masas para
la identificacion de proteinas en el SMC de células DeCy-1y en el CL del QQO, en
ninguno de los casos logramos detectar a las MMPs de nuestro interés, esto puede
ser debido a la escasa cantidad de estas proteinasas que se requiere para detectar
su actividad proteolitica o bien a su pérdida durante el procesamiento de las

muestras.

En resumen, nuestros resultados sugieren que MMP-2 y MMP-9 tienen un
comportamiento mas activo en QD, QQO y AMU, en comparacion con el tejido
control (FD). Dichas MMPs podrian estar favoreciendo el comportamiento agresivo
de estas lesiones, por ejemplo, en la degradacion de proteinas de las uniones
intercelulares, lo que permitiria iniciar el proceso de invasion. Sin embargo, no se
encontré una diferencia estadisticamente significativa en la expresion de estas
enzimas entre los quistes y tumores odontogénicos analizados, por lo que no

podrian ser considerados como biomarcadores de un tipo especifico de lesion.

Ademas, identificamos otras proteinas secretadas por las células DeCy-1, derivadas
de un QD, y por un QQO, las cuales podrian también participar en el desarrollo de
esas lesiones, pero se requieren mas estudios para seguir profundizando en el
conocimiento del papel de esas proteinas en el origen y desarrollo de este tipo de

lesiones de origen odontogénico.
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CONCLUSIONES

Para este trabajo podemos concluir lo siguiente:

1.

QD, O0Q y AMU expresan MMP-9 en mayor cantidad que el tejido control.
Sin embargo, no existen diferencias significativas de su expresion entre las
lesiones estudiadas.

En el FD se detect6 una expresion disminuida de la enzima madura de
MMP-2 en comparacién con QD, QQO y AMU, sugiriendo que en las
lesiones existe una desregulacién para su activacion.

El contenido liquido de QQO contiene MMP-2 y MMP-9, las cuales podrian
participar en la expansion de la lesion mediante la degradacién de la MEC.

Mediante espectrometria de masas se detectaron 15 proteinas mas en el
contenido del QQO y 5 proteinas en las secreciones de las células DeCy-1.

En el contenido liquido del QQO y la secrecién de las células DeCy-1,
destaca la presencia de proteinas relacionadas con procesos inflamatorios
y de progresiéon tumoral.

PERSPECTIVAS

1.

2.

4.

Analizar la presencia y actividad de MMP-2 y MMP-9 en un mayor nimero
de muestras.

Analizar el contenido de mas lesiones odontogénicas para identificar otras
proteinas involucradas en la patogénesis de las mismas.

Evaluar la expresion y/o secrecion de CK-1y CK 10 en quistes y tumores
odontogénicos.

Analizar la expresion de algunas proteinas de las uniones intercelulares en
los epitelios de quiste dentigero, queratoquiste odontogénico y
ameloblastoma uniquistico.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: Matrix metallop (MMPs) are involved in r¢ deling the extracellular matrix, but also participate in the

Dentigerous cyst
Odontogenic keratocyst
Unicystic ameloblastoma
Metalloproteinases

development of physiopathologic processes. As they are overexpressed in different types of epithelial cancers, it
has been suggested that their level expression could explain the different biological behavior between odonto-
genic cysts and tumors. Here, we compared the expression level and proteolytic activities of MMP-2 and MMP-9
in dental follicles, dentigerous cysts, odontogenic keratocysts and unicystic ameloblastomas. We found similar
expression of MMP-2 in all tissues, but a higher activity in cystic and tumor lesions than follicles. On the other
hand, MMP-9 expression and activity was greater in cysts and ameloblastoma than in follicles. However, no
differences were found in expression or activity of both MMPs between cystic and tumor injuries, suggesting that
they could participate in the growth of these lesions, but they cannot define their different biological behavior.

1. Introduction

The odontogenic cysts and tumors are lesions of the jaws and gingiva
originated from odontogenic epithelium.' Dentigerous cyst (DC) is the
developmental cystic lesion most frequent, odontogenic keratocyst
(OKC) is also a developmental cyst characterized by an aggressive
behavior and high recurrence, and unicystic ameloblastoma (UA) is a
benign odontogenic tumor of epithelial lineage. These lesions have
similar clinical and radiographic findings, but different histologic fea-
tures; OKC epithelium shows basal palisading and a thin refractive
parakeratinized lining layer, whereas DC and UA are nonkeratinized,
but the peripheral basaloid cells of UA showed a palisading arrangement
with reverse nuclear polarity. Interestingly, it has been suggested that
UA could be originated from the epithelium transformation of odonto-
genic cysts.”

Matrix metalloproteinases (MMPs) are Zn*'- or Ca?' -dependent
proteolytic enzymes involved in remodeling the extracellular matrix
(ECM) and basal membrane (BM); however, they also participate in the
development of physiopathologic processes.” Specifically, MMP-2 and

MMP-9, which main substrate is collagen type IV, are overexpressed in
different types of epithelial cancers, consequently they have been sug-
gested as possible tumor biomarkers.” MMPs degrade ECM and BM
components adjacent to the lesion and cleavage the proteins of the
intercellular junctions, leading to the local neoplastic growth and to the
epithelial-mesenchymal transition, allowing metastasis.

Immunohistochemistry (IHC) assays in OKC and ameloblastoma
showed a discontinuous thin staining of collagen IV in the basement
membrane of epithelium, suggesting that MMPs may play an important
role in their aggressiveness.” In addition, by gel zymography we
demonstrated that a cellular culture from a DC actively secreted
MMP-2,° proposing that it could also has an important role in the
development of this injury. Indeed, several studies have been performed,
mainly by IHC, to analyze the expression level of MMPs in cysts and
ameloblastoma.”” "7 Moreover, it has been proposed that the level
expression of MMPs could explain the different behavior between
odontogenic cysts and tumors, but results are contradictories.

In this work, we compared the expression level of MMP-2 and MMP-9
in DC, OKC and UA by Western blot; in addition, we analyzed their
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proteolytic activity by gel zymography.
2. Methods

2.1. Samples

This study included 24 tissue samples from patients diagnosed with
DC (n = 8), OKC (n = 8) and UA (n = 8); as a healthy samples we
analyzed DF (n = 7) (Table 1). Specimens were provided by the
Department of Maxillofacial Surgery of the Hospital Juarez de Mexico
(Mexico City, Mexico). The morphological aspects were analyzed in
sectioned samples stained with hematoxylin/eosin and examined under
an optical microscope (80i Eclipse, Nikon). All samples were reviewed
by two qualified oral and maxillofacial pathologists and catalogued
according to the World Health Organization Histological Classification
of Tumors criteria.'*

Tissues were rinsed with 0.9% NaCl (Baxter) and then, one small
fragment was placed in 10% formaldehyde for its histopathological
analysis, whereas the other portion was frozen in liquid nitrogen for
protein extraction and subsequent analysis by Western blot (WB) and gel
zymography.

This study followed the Declaration of Helsinki for the medical
protocol and ethics and was approved by the Commission of Research
Ethics and Biosafety of the Hospital Juarez de Mexico, under the regis-
tration number HIM1996,11.03.08.

2.2. Protein extraction

Proteins were obtained as described,'® in the absence (for gel
zymography) or in the presence (for WB) of a proteases-inhibitors
cocktail (Roche complete, Sigma Aldrich). For WB, proteins were
precipitated with TCA-acetone and suspended in rehydration solution
(7 M urea, 2 M thiourea, 2% CHAPS, 0.5% IPG buffer and 0.1% bro-
mophenol blue) supplemented with 2 mM DTT. For gel zymography,
proteins were suspended in homogenization buffer (50 mM Tris-HCl,
0.5%Triton X-100, pH 7.4). Protein concentration was determined by
2D Quant Kit (Amersham, GE Healthcare).

2.3. Western blot

Proteins were submitted to 10% SDS-PAGE, transferred to nitrocel-
lulose membranes (Amersham, GE Healthcare), and blocked with 5%
fat-free milk for 1 h at room temperature. Then, membranes were
incubated overnight at 4 °C with mouse antibodies against MMP-2 or
MMP-9 (Santa Cruz Biotechnology; dilution 1:500) and subsequently 2 h
at 37 °C with anti-mouse IgGs conjugated to HRP (GeneTex) (1:5000).
Immunodetection was performed by chemiluminescence (ECL, Amer-
sham, GE Healthcare). As an internal control of loading, membranes
were exposed to an anti-tubulin antibody (1:20,000). For semi-
quantitative comparisons, bands recognized by the antibodies were
analyzed by scanning densitometry and data of MMP-2 and MMP-9 were
normalized to the tubulin content. The relative expression of the met-
alloproteinases in DF was arbitrary taken as 1.

2.4. Gel zymography

Proteins (30 pg) were mixed with Laemmli buffer 2X without 2-

Table 1
Tissues analyzed in this study.
Female Male Mandible Maxilla
Dental follicle (n = 7) 3 4 3 4
Dentigerous cyst (n = 8) 3 5 6 2
Odontogenic keratocyst (n = 8) 4 4 5 3
Unicyst amoloblastoma (n = 8) 3 5 5 3
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mercaptoethanol (vol:vol) and separated by 8% SDS-PAGE co-poly-
merized with 1% gelatin (Sigma-Aldrich). Then, gels were incubated in
activation buffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 5 mM CaCl,, 1 pM ZnCl,)
during 48 h at 37 °C, stained with Coomassie blue and destained with
30% ethanol and 10% acetic acid. Proteolytic activity was detected as
clear bands in a blue background. As controls we added the secretions of
MCF-7 cells treated with ethanol (for MMP-2) or with phorbol-12,13-
dibutyrate (PDB, for MMP-9). For quantitative analysis, bands with
proteolytic activity were evaluated by densitometry.

3. Results
3.1. Expression of MMP-2 and MMP-9

By WB, the antibody against MMP-2 recognized a doublet of 72 and
63 kDa, the expected molecular weights for the pro-enzyme and mature
enzyme, respectively, whereas the antibody against tubulin, used as an
internal control of loading, showed the recognition of a single 50-kDa
band (Fig. 1A). The average data of the densitometry for each tissue
type, normalized regard to the tubulin content, showed that there are
not significant differences in the MMP-2 expression among them
(Fig. 1B).

The antibody against MMP-9 detected the predicted 92-kDa band,
but recognition in DF was weaker than in cysts and tumor samples
(Fig. 1C). Densitometric analysis, normalized respect to the tubulin
content, showed that DC, OKC and UA expressed almost twice this
metalloproteinase with respect to DF (Fig. 1D). However there were not
significant differences in MMP-9 expression between the cystic and
tumor lesions (Fig. 1D).

3.2. MMP-2 and MMP-9 proteolytic activity

The proteolytic activity of MMPs was analyzed by gel zymography.
All tissues exhibited three main bands of 92, 72 and 63 kDa with pro-
teinase activity; however, the activity of the 63-kDa band in DF was very
low (Fig. 2A). The 72- and 63-kDa bands correspond to the pro-enzyme
and mature MMP-2, respectively; in fact, the 63-kDa band co-migrated
with the degradation band displayed by the secretions of MFC-7 cells
incubated with ethanol (Fig. 2). Similarly, the band of 92 kDa co-
migrated with that of MCF-7 secretions stimulated with PDB, indi-
cating that it corresponds to MMP-9 (Fig. 2). Interestingly, we observed
a major proteolytic degradation in cystic and tumor samples than in DF
(Fig. 2A). Densitometry analysis of the degradation bands confirmed the
higher activity of MMP-2 (Fig. 2B), pro-MMP-2 (Fig. 2C) and MMP-9
(Fig. 2D) in DC, OKC and UA than in DF. Nevertheless, no significant
differences were found between cystic and tumor tissues. Thus, our re-
sults support the idea that MMP-2 and MMP-9 participate in the devel-
opment of DC, OKC and UA.

4. Discussion

The clinical and radiologic features of UA are similar to those of
odontogenic cysts; in fact, based on these characteristics UAs can be
misdiagnosed as odontogenic cysts.'®'” Moreover, it has been suggested
that 15 %-50% of this benign tumor develops from walls of odontogenic
cysts.'™'? Therefore, a comparative molecular analysis between cystic
and tumor injuries could be useful for identifying potential biomarkers
and therapeutic targets.

So far, the molecular mechanisms involved in the development of
odontogenic cysts and tumors are poor known, but it has been suggested
that due to the capacity of MMPs to degrade ECM and BM they may play
an important role assisting the growth of these lesions. In fact, the MMP-
2 inhibition by RNA interference in primary cultures of ameloblastoma
cells cause the suppression of their local invasiveness.”” In addition,
there are several studies showing that MMP-2 and MMP-9 are expressed
in odontogenic cysts and ameloblastoma.”” '° Even, it has been
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Relative expression U

Fig. 1. Level expression of MMP-2 and
MMP-9. Total extracts of DF, DC, OKC and
UA were submitted to Western blot assays.
(A) Assay using antibodies against MMP-2.
(B) Assays using antibodies against MMP-9.
As an intemal control of loading, same
membranes were probed against an anti-
tubulin antibody. (C, D) Bands recognized
by the antibodies were analyzed by densi-
tometry and data of MMPs were normalized
according to the tubulin content. (C) Rela-
tive expression of MMP-2. (D) Relative
expression of MMP-9. Data are expressed as
the average for each tissue type. Bars indi-
cate the standard error. For comparisons, the
relative expression in DF was arbitrary taken
as 1.

MMP-9

m’oMMPQ
MP-2

DF DC OKC UA
** P<0.005
MMP-9

Fig. 2. Proteolytic activity of MMP-2 and MMP-9. (A) Total extracts of DF, DC, OKC and UA were submitted to gel zymography. (B-D) Degradation bands of 63-, 72-
and 92-kDa, corresponding to MMP-2 (B), pro-MMP-2 (C) and MMP-9 (D) were analyzed by densitometry. Data are expressed as the average for each tissue type. Bars

indicate the standard error. For comparisons, the record for DF was arbitrary taken as 1.
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suggested that the expression level of metalloproteinases is an important
element to establish differences between the biological behavior of
odontogenic cysts and tumors, although results about this topic are
contradictories; some studies found higher IHC staining of MMP-2 and
MMP-9 in ameloblastoma than in cystic lesions.'*'! It was also reported
a higher mRNA expression of MMP-9, but not of MMP-2, in amelo-
blastoma compared with healthy gingiva.'” In contrast, other study
described a higher metalloproteinases activity in OKC than in
ameloblastoma.'”

WB assays, despite that cannot detect the exact location of a target
protein within a tissue sample, are more quantitative and more sensitive
than IHC. In addition, the WB signal is proportional to the protein
amount present in the sample, as well as the stripping and re-probing of
membranes”’ provides an efficient method for determining the relative
expression of the target protein using a housekeeping protein as an in-
ternal control of loading. However, both IHC and WB do not establish
whether MMPs are latent or active. The proteolytic activities of MMP-2
and MMP-9 have been evaluated by gel zimography in odontogenic cysts
of developmental and inflammatory origin® or in ameloblastoma.””
However, comparisons among developmental cysts and UA on MMPs
expression by WB and of their activities have not been evaluated until
now.

Here, we analyzed the level expression and proteolytic activities of
MMP-2 and MMP-9 in DF, DC, OKT and UA. Our results of WB showed a
similar expression of MMP-2 in all tissues, but a two-fold increase in its
activity in cystic and tumor samples compared with DF, suggesting that
in DC, OKT and UA there are changes in the molecular mechanisms
involved in the MMP-2 activity, for instance, there could be a decrease of
the expression of tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs), such as
occurs in the pathophysiology and progression of several diseases.”* In
this regard, it was reported that the overexpression of TIMP-2 inhibited
the ameloblastoma growth in a mouse xenograft model.”® On the other
hand, we found a higher expression and activity of MMP-9 in DC, OKC
and UA than in DF, suggesting that in this case its greater proteolytic
activity may be due to its higher expression. However, no differences
were detected in the expression level and enzymatic activity of MMP-2
or MMP-9 between cysts and UA.

In conclusion, we observed that proteolytic activities of MMP-2 and
MMP-9 are increased in DC, OKC and UA in comparison with DF, but not
differences were detected among cystic and tumor tissues. Although this
study was conducted on a small sample size, results suggest that MMP-2
and MMP-9 could play a role in the growth of those lesions, but more
studies with a larger sample size should be conducted to confirm our
findings. In addition, our data suggested that these metalloproteinases
cannot be considered as biomarkers of UA, because their expression and
activities do not discriminate between cystic and tumor injuries.
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