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RESUMEN

Los astrocitomas son los tumores de origen glial mas recurrentes en cerebro, estos
se clasifican de acuerdo a su malignidad en astrocitoma pilocitico (AP; grado I);
astrocitoma difuso (AD; grado Il), astrocitoma anaplasico (AA; grado lll) vy
glioblastoma (GBM; grado 1V), decreciendo su prondstico con forme aumenta su
graduacion. Debido a que los tumores con grado | y Il presentan signos clinicos muy
inespecificos, los pacientes generalmente son diagnosticados y tratados en los
grados Il y IV teniendo un prondstico poco favorable. Para mejorar el tratamiento y
la calidad de vida de estos pacientes, ciencias como la protedmica y la metabolomica
estudian biomarcadores que pueden indicar con mayor precision el estado
fisiopatoldégico del individuo, permitiendo establecer un mejor diagnéstico y
prondstico con el objetivo de plantear una terapia mas eficaz. La osteopontina (OPN)
se ha descrito como un biomarcador con potencial prondstico en diferentes tipos de
tumores, sin embargo, en tumores cerebrales particularmente se ha reportado una
estrecha relacion entre la expresion en suero de OPN y el potencial de invasividad
del GBM. Los datos publicados correlacionan a la proteina como un ligando
desencadenante de diferentes procesos celulares como invasividad, metastasis y
proliferacion, todos indispensables para la progresién tumoral y asociados a un mal
pronéstico. Por lo tanto, en este trabajo se evalué a la OPN sérica en pacientes con
graduaciones diferentes de astrocitomas, con la intencion de analizar los limites en
su deteccion dependientes de la biologia del tumor y su correlacion con la clinica,
para asi proponerla como una herramienta de apoyo en el planteamiento terapéutico
de estos pacientes. El hallazgo mas relevante en este trabajo fue la deteccién de
mayor concentracion de OPN sérica en pacientes diagnosticados con astrocitomas
grado IIl con respecto a grado IV, por lo que OPN podria discriminar entre tumores
de menor graduacion con un mayor potencial de proliferacion y progresion celular,
perfilando la OPN como un potente biomarcador prondstico.



1. ANTECEDENTES
1.1 Sistema Nervioso

El Sistema Nervioso (SN) realiza una gran cantidad de procesos complejos de
pensamiento y acciones de control. Cada minuto recibe millones de estimulos que
proceden de diferentes nervios y 6érganos que posteriormente se integraran para
modular las respuestas responsables de controlar las actividades motoras y
sensitivas del organismo, las cuales varian desde la contraccion muscular de tipo
esquelético o liso y la secrecién de sustancias a partir de glandulas exocrinas y
endocrinas hasta la deteccion de aromas, colores y alteraciones en la temperatura
(Gartner y col., 2008).

Anatomicamente el SN se divide en: Sistema Nervioso Periférico (SNP) y Sistema
Nervioso Central (SNC). EI SNP incluye nervios craneales y nervios raquideos
mientras que el SNC comprende encéfalo y médula espinal (Figura 1). Unidos
conforman un sistema de comunicacion integrado por distintos tipos de neuronas y

células gliales altamente especializadas (Kandel y col., 2000).

Sistema Nervioso

—,* Cerebro
Sistema
Nervioso
Central
Espinal
Nervios Sistema
Nervioso

Periférico

Figura 1. Organizacion anatomica del Sistema Nervioso (University of Utah Health
Care, 2013).



Las funciones de las neuronas son recibir y transmitir impulsos a las diferentes areas
del SN a través de prolongaciones especializadas denominadas dendritas; estas
estructuras cuentan con receptores sensibles a dichos impulsos y los propagaran a
través del axon mediante el potencial de membrana que al despolarizarse genera un
potencial de accién y este inducird una respuesta que se transmite a otras neuronas

u organos efectores (Kandel y col., 2000; Guyton y Hall, 2009).

Las neuronas se clasifican dependiendo de su morfologia, localizacion o funcion.
Morfolégicamente hay tres tipos principales: las bipolares que cuentan con dos
prolongaciones a partir del soma, un axén y una dendrita. Las unipolares que poseen
una sola prolongacion pero ésta se despliega en una rama periférica y otra central.
Y las multipolares que muestran varias dendritas que surgen del soma y un axoén.
También pueden ser catalogadas de acuerdo a su funcion en: aferentes, quienes
reciben impulsos sensoriales en sus terminales dendriticas y los conducen al SNC
para su procesamiento; motoras, que surgen del SNC y conducen sus impulsos a
musculos y glandulas, por ultimo las interneuronas, que funcionan como integradores
al establecer redes nerviosas entre las aferentes, motoras y ellas mismas (Gartner y
col., 2008). Las neuronas en coordinacion con la glia efectian funciones de
interconectividad manteniendo condiciones homeostaticas, otorgando proteccion y
controlando el microambiente celular para su mejor funcionamiento (Guillamén-

Vivancos y col., 2015).
1.2 Glia

El SNC estd conformado por 10 veces mas células gliales que neuronas. Este
conjunto de células aunque forman uniones entre ellas no reaccionan a impulsos
nerviosos ni los propagan. En cambio, sus funciones varian desde proporcionar
estructura al cerebro, producir mielina y tener actividad inmunoldgica hasta participar
en el desarrollo axdnico, la migracion neuronal y la produccion de algunos factores

de crecimiento (Kandel y col., 2000).

En la Figura 2 se presenta la clasificacion de la glia de acuerdo a su tamafio, funcion

y origen. La microglia pertenece al sistema fagocitico mononuclear. Estas células se
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encargan de eliminar las estructuras dafladas del SNC y protegerlo de virus y otros
agentes patdgenos (Gartner y col., 2008). La macroglia se clasifica de acuerdo a su
funcidn en: células ependimarias que producen y secretan liquido cefalorraquideo
(LCR); células de Schwann (SNP) y oligodendrocitos (SNC), encargadas de producir
mielina; y los astrocitos que forman redes de sostén y actian como una barrera

semipermeable entre la neurona y la sangre (Hilton y Shivane, 2015).

Células de
Schwann

Microglia

Células gliales

Macroglia

Figura 2. Clasificacion de células gliales.
1.2.1 Células ependimarias

Sus caracteristicas morfoldgicas y funcionales se relacionan con el transporte de
fluidos. En distintas zonas de los ventriculos del cerebro las células ependimarias se
modifican para formar el plexo coroideo que secreta el LCR. En particular los
tanicitos, un tipo de células ependimarias, envian prolongaciones que tienen la
funcion de transportar y recibir LCR entre las neuronas secretoras y los vasos

sanguineos del hipotalamo (Gartner y col., 2008).
1.2.2. Células de Schwann

Las células de Schwann interactan con los axones de las neuronas en el SNP por
medio de multiples interconexiones funcionales y bioquimicas. Cuando la membrana

de las células de Schwann comienza a envolver el axén, se establece el inicio de la
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produccion de mielina hasta terminar con un recubrimiento de mas de 50 vueltas.
Externamente las células de Schwann se encuentran protegidas por una lamina
basal como se representa en la Figura 3A, esta estimulara la regeneracion de los

nervios periféricos en caso de dafo (Gartner y col., 2008).

A. Célula de Schwann B. Oligodendrocito
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Figura 3. Célula de Schwann (A) y tipos de oligodendrocitos (B) (Modificado:
Kandel y col., 2000).

1.2.3 Oligodendrocitos

En la Figura 3B se representan los dos tipos celulares en que se dividen los
oligodendrocitos de acuerdo a su funcidn, en interfasciculares y satélites. Los
primeros se encargan de la produccién y conservacion de la mielina que se encuentra
alrededor de los axones neuronales del SNC.Y los satélites se asocian fuertemente
a los somas manteniendo un ambiente fisico-quimico controlado (Gartner y col.,
2008).

1.2.4 Astrocitos

Los astrocitos proporcionan apoyo estructural y metabdlico a las neuronas. Actian

como moduladores en la liberacion de iones y neurotransmisores al espacio



extracelular y se dividen en protoplasmicos y fibrosos (Figura 4). Los protoplasmicos
se encuentran en la sustancia gris y los fibrosos en la sustancia blanca (Kandel y
col., 2000).

A. Astrocito

Capilar

Terminal

Terminal
Astrocito

A —

/ J 7 ." “‘ ("\ fibroso
)|

Neurona / A

Figura 4. Morfologia del astrocito fibroso (Modificado: Kandel y col., 2000).

Los astrocitos protoplasmicos tienen muchas prolongaciones y ramificaciones cortas,
las cuales terminan como pedicelos, también conocidos como pies vasculares los
cuales tienen contacto con los vasos sanguineos. Otros tienen contactos con la

piamadre y forman la membrana piamadre-glial (Gartner y col., 2008).

Los astrocitos fibrosos tienen prolongaciones largas sin ramificaciones y estan en
estrecho contacto con la piamadre y los vasos sanguineos, sin embargo se
encuentran separados de estas estructuras por su lamina basal (Kandel y col., 2000).
Particularmente los que se encuentran en la periferia del SNC forman una capa
continua sobre los vasos sanguineos y nutren la barrera hematoencefalica, ademas
de reunir el tejido cicatrizal celular a las areas dafiadas del SNC (Gartner y col.,
2008).

Tomando en cuenta la gran importancia de las células gliales en procesos fisioldgicos
de mielinizacion, soporte estructural y metabdlico, cuando alguna de ellas sufre

acumulacion de modificaciones genéticas, se transforma, comenzando a proliferar
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sin restriccibn dando paso a un proceso microevolutivo tumoral provocando la
pérdida de las funciones basales de la célula glial (Alberts y col., 2010). Los tumores
segun su capacidad metastasica pueden ser benignos o malignos. Los tumores
benignos se caracterizan por encontrarse delimitados por una capsula fibrosa, su
crecimiento es lento y no son invasivos. En cambio, los tumores malignos raramente
se encuentran encapsulados, presentan un crecimiento rapido y las células sufren
importantes modificaciones morfoldgicas vy fisiologicas que le permiten invadir otros
tejidos (Talmadge y Fidler, 2010).

1.3 Gliomas

Los tumores cerebrales de origen glial son conocidos como gliomas, estos se
caracterizan por un incremento en su actividad mitética que promueve la progresion
tumoral induciendo vascularizacion. Son considerados tumores malignos debido a su
gran capacidad de invasion a otras areas del cerebro y crecimiento rapido (Kros y
col., 2015).

Entre los diferentes gliomas que se han descrito se encuentran el ependimoma,
meduloblastoma, meningioma, oligodendroglioma y astrocitoma, este ultimo, es el
tumor cerebral mas frecuente y representa mas de la mitad de todos los tumores
cerebrales primarios. Su incidencia anual se estima en 1 de cada 12 500 pacientes
con casos de glioma maligno a nivel mundial. El sello distintivo de los astrocitomas,
es la capacidad de invadir difusamente el tejido cerebral y no poseer un borde
definido por lo que la extirpacion quirdrgica es complicada (Somasundaram y col.,
2009; Holdhoff y col., 2013). La invasién local incrementa y representa uno de los
factores determinantes mas importantes del prondstico poco favorable asociado a
tumores de alto grado. (Talmadge y Fidler, 2010).

El criterio de clasificacion de los astrocitomas definido por la OMS se basa en su
origen celular, agresividad, malignidad y morfologia. De acuerdo a la OMS el sistema
de clasificacion comprende del Grado | al IV, integrado de la siguiente forma:
astrocitoma pilocitico (AP; grado 1); astrocitoma difuso (AD; grado lIl), astrocitoma
anaplasico (AA; grado Ill) y glioblastoma (GBM; grado 1V) (Sreekanthreddy y col.,
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2010; Jhanwar-Uniyal y col., 2015). En el Cuadro 1 se presenta la edad promedio en
la que se presentan con mayor frecuencia los tipos de astrocitomas y la expectativa
de vida (WHO, 2014).

Cuadro 1. Datos estadisticos de la edad y supervivencia de los pacientes con
astrocitomas (Modificado: WHO, 2014).

SUPERVIVENCIA
TUMOR EDAD (ANOS)
5 ANOS

ASTROCITOMA PILOCITICO (GRADO I) <20

> 85%

ASTROCITOMA DIFUSO (GRADO II) 20-45 > 60%

ASTROCITOMA ANAPLASICO (GRADO IlI) ~45 > 30%

GLIOBLASTOMA (GRADO IV) ~60 < 3%

El AP muestra crecimiento lento, muy rara vez progresa a tumor maligno y tiene una
esperanza de vida mayor a 5 afios. Son comunes en nifios y adultos jovenes. Se
localiza preferentemente en el nervio 6ptico, quiasma éptico, hipotadlamo y cerebelo.
Histolégicamente se caracterizan por tener células bipolares que forman areas
microquisticas, fibras de Rosenthal (acumulaciones de material hialino) y

proliferacion vascular (Hilton y Shivane, 2015).

Los AD pueden ocurrir en cualquier parte del SNC, la mayoria son de crecimiento
lento. El promedio de supervivencia es de alrededor de 4 afios y en aproximadamente
la mitad de los casos, estos tumores se transforman a tumores de alto grado (Il y
IV), histologicamente muestran ausencia de mitosis. Los AD (II) y AA (lll) son
conocidos por su difusién ya que estos tumores tienden a infiltrarse, por lo que no
puede ser completamente extirpado quirdrgicamente. Los AA muestran aumento en
la proliferacion y anaplasia e histologicamente a diferencia de los AD presentan una
mayor actividad mitética, su supervivencia media es aproximadamente de 3 a 2 afios
(Hilton y Shivane, 2015).



Los GBM se caracterizan por una desmesurada capacidad infiltrante y resistencia a
quimioterapia (Ramirez y col., 2013). Histol6gicamente son células astrociticas con
grandes ndcleos irregulares, areas de necrosis Yy proliferacion vascular
(Sreekanthreddy y col., 2011). Los GBM se presentan de novo, mas comunmente en
pacientes mayores de 60 afios. Sin embargo, hay casos donde los GBM se derivan
de AD y AA, estos son prevalentes en pacientes entre los 15-40 afios. En este caso
presentan bajos grados de necrosis (Hashemi y col., 2014; Gallego, 2015). El GBM
tiene la peor expectativa de vida, donde la mayoria de los pacientes mueren en
menos de 12 meses (WHO, 2007), aun realizando extirpacion quirdrgica o
implementando radioterapia y quimioterapia (Screekanthreddy y col., 2010).

Algunos criterios que ayudan a diagnosticar los gliomas son la edad del paciente, el
estado funcional neurolégico, localizacién del tumor e imagenologia por resonancia
magneética nuclear (IRM) (Omuro y DeAngelis, 2013). Sin embargo, otra opcion es
usar herramientas moleculares que nos permitan identificar alteraciones en la
proliferacion, migracién e invasion celular, a través de biomarcadores con el
propdsito de conocer el tipo de alteracion molecular que le ha dado origen al fenotipo
tumoral que presenta el paciente y en este sentido establecer con mayor precision
su prondstico para que el médico le pueda proponer un tratamiento mas eficaz
(Hayes y col., 2015).

1.4 Biomarcadores

Los biomarcadores son indicadores de alteraciones fisiologicas, celulares, sub-
celulares y moleculares en el desarrollo de enfermedades (Wang y col., 2001). Son
de gran valor en el diagnéstico y pronéstico de multiples patologias, ademas de ser
una herramienta util en el seguimiento al tratamiento de los pacientes con cancer
(Jung y col., 2007; Hashemi y col., 2014).

Durante las ultimas décadas se han realizado estudios para identificar biomarcadores
gue apoyen en el prondstico de gliomas evaluando la malignidad y capacidad de
progresion del tumor; estos podrian medirse en las diferentes biopsias, soélidas 0

liquidas (suero, plasma o LCR). Algunos ejemplos de estos biomarcadores son: las
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glicoproteinas presentes en las células endoteliales A2B5 y el receptor CD133 que
han demostrado estar relacionadas a la progresion de GBM (Ramirez y col., 2013),
el receptor CD44 implicado en la adhesidon a las células endoteliales a la matriz
extracelular en los astrocitomas (Abbas y col., 2012). También la molécula de
adhesion, LLCAM que es necesaria para el crecimiento y supervivencia del GBM
(Jhanwar-Uniyal y col., 2015).

Otros biomarcadores directamente relacionados con el desarrollo de gliomas son: los
exosomas (microvesiculas o vesiculas extracelulares) presentes en LCR, espacio
extracelular y sangre, cuyo contenido molecular incluye proteinas, acidos nucleicos,
lipidos, metabolitos y otras moléculas las cuales pueden evidenciar anomalias
funcionales. Algunos exosomas presentes en fluidos cerebrales contienen moléculas
relacionadas con patrones de expresion alterados que promueven la formacién de
gliomas como son el EGFR, podoplanina (PDPN) y 12 miR-21. Por lo que, podria
aportar informacion sobre la presencia de antigenos tumorales. Del mismo modo, se
esta planeado la utilizacién de exosomas como inmunoterapia sin embargo debido a
gue es una rama de investigacion reciente aun no es segura su aplicacion (Kros y
col, 2015).

Existen varios biomarcadores asociados a diferentes procesos celulares que
promueven el cancer, sin embargo, pocos han sido asociados tan estrechamente
como las integrinas. Estas glicoproteinas participan en la union de las células con la
matriz extracelular. Son heterodimeros a-f que se unen de forma no covalente a la
secuencia Arg-Gly-Asp (RGD) presente en muchas proteinas de la matriz
extracelular como fibronectina, laminina, colageno y la osteopontina (OPN)
(Matusan-llijas y col., 2008; Zhao y col., 2015). Las integrinas activan las rutas
metabdlicas de la quinasa de adhesion focal (FAK), fosfoinositol 3-quinasa (PI3K),
proteina quinasa B (Akt), quinasa reguladora extracelular (ERK) y la del factor
nuclear kappa B (NF-kB) (Fok y col., 2013).

Aungue se ha avanzado en el conocimiento de las cascadas de sefalizacion que se

activan por biomarcadores y los procesos celulares que esta transducciéon de sefial



altera, la complejidad de las mismas y la variabilidad asociada al tiempo y estabilidad
del estimulo o a la propia concentracion del ligando, hace que un solo biomarcador
sea insuficiente y poco especifico como herramienta diagnéstica o pronostica en los
gliomas. Por lo tanto, la tendencia actual es la interpretacién conjunta sobre la
expresion diferencial de estas moléculas en los tejidos diana con el objetivo de
visualizar de una forma mas amplia el desarrollo de las patologias (Somasundaram
y col., 2009; Erpolat y col., 2013).

1.4.1 Osteopontina

Algunas proteinas presentes en determinados fluidos como el suero, sirven como
biomarcadores cancerigenos debido a que el aumento de su concentracion se ha
relacionado a la progresion y metéstasis tumoral. Tal es el caso de la osteopontina
(OPN) la cual se ha asociado con la progresion de tumores clasificados como alto
grado (Weber y col., 2010; Kros y col., 2015). La OPN es una glicofosfoproteina
presente en la matriz extracelular, con un peso molecular de 41 a 75 kDa, también
es conocida como fosfoproteina secretada 1 (Spp1l), 2ar, uropontina y como early T-
lymphocyte activation (Eta-1) (Wai y Kuo, 2004; Gimba y Tilli, 2013).

Pertenece a la familia de las SIBLING (small integrin-binding ligand N-linked
glycoprotein) que se caracterizan por contar con una secuencia RGD (Figura 5) la
cual es reconocida por las integrinas permitiendo la activacion de diferentes procesos
gue influyen en la adhesién entre células a la matriz extracelular (Screekanthreddy y
col., 2010; Lamour y col., 2015).

Sitio de anclaje
de Trombina

Dominio de Dominio de unién
unién del Ca de la Heparina

Dominio Secuencia Secuencia
Aspartato RGD SVVYGLR

Figura 5. Estructura de OPN. Indicando dominios estructurales (Modificado: Wai y
Kuo, 2008).
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La OPN esta formada por 7 exones y cuenta con tres isoformas, la OPNtvl, OPNtv2
y la OPNtv3 como se muestra en la Figura 6, los cuales presentan algunas
variaciones estructurales. Por ejemplo, la OPN tv1 es la isoforma completa, la OPN
tv2 carece del exdn 5y en la OPN tv3 se escindi6 el exdn 4. Se ha demostrado que
la actividad OPN tv1 o tv3 como ligando induce la invasion celular mediada por la via
NF-kB / PISK / Akt, a través de la interaccion ligando-receptor con la integrina av33
(Gimba y Tilli, 2013).

SVWYGLR

Anclajede  Anclajea Anclaje a
Aspartato RGD Trombina ~ Calcio Heparina

Figura 6. Isoformas de OPN (tv1, tv2 y tv3). Especificando los diferentes dominios

estructurales de cada una de ellas (Modificado: Cao y col., 2012).

Se ha reportado una gran cantidad de sitios de fosforilacion en las distintas isoformas
de la OPN (Gimba vy Tilli, 2013), estas modificaciones postraduccionales provocan
una regulacion funcional diferente entre ellas, causada por la quinasa efectora, de tal
manera que las interacciones de OPN con receptores como la integrina av3 y el
CD44 pueden modular distintas cascadas de sefializacion que promueven procesos
como la proliferacion, inhibicion de apoptosis, supervivencia, crecimiento tumoral,

evasion del sistema inmune, angiogénesis y motilidad (Figura 7).
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Figura 7. Diferentes procesos del cancer en los que influye la OPN.

La expresion in vivo e in vitro por células de estirpe de astrocitoma maligno de av33
y av35 se ha reportado y también el reconocimiento de las integrinas av1, avp3,
avpB5, ao4B1, a5p1, a8B1 y a9B1 participando la OPN como ligando y siendo
dependiente al tipo celular glial. Por otro lado, se report6é la interaccion de las
integrinas a diferentes dominios estructurales de la OPN, entre ellas las a431 y a9p1
a la secuencia SVVYGLR y la integrina avp3 a la secuencia RGD (Ding y col., 2002).
Al igual el receptor transmembranal CD44, glicoproteina implicada en las
interacciones célula-célula, la adhesion celular a la matriz y la migracion, ha
demostrado la asociacion ligando-receptor de OPN con CD44, la cual tiene un efecto
sobre la proliferacion celular, evasion de la apoptosis y progresion tumoral por la via
PI3K / Akt (Qiu y col., 2014).
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EGFR
Membrana -~

plasmética /

Supervivencia y
motilidad celular

Motilidad celular, crecimiento
tumoral y metéstasis

Figura 8. Mecanismo molecular de la OPN en el crecimiento tumoral y metastasis a
partir de la sefalizacion mediada por integrina avB3 y CD44 (Modificado:

Rangaswami y col., 2006).

En la Figura 8 se observa como contribuye la unién av33-OPN en la actividad de las
metaloproteasas (MMP) a través de la transactivacion del receptor del factor de
crecimiento epidermal (EGFR) activado por c-Src o0 a partir de la quinasa de induccion
nuclear (NIK), induciendo la transduccion de sefales de las proteinas quinasas
activadas por mitdégenos (MAPK), la cual promueve la proliferacion, division y

diferenciacion celular (Wai y Kuo, 2008).

A su vez NIK y c-Src promueven la activacion del factor NF-kB el cual controla la
transcripcion de genes como lo son los miembros de la familia Rel (c-Rel y IkB), la
produccion de citoquinas y la supervivencia celular (Figura 8) (Rangaswami y col.,
2006).
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Por otro lado, la union OPN-CD44 activa Akt por medio de la fosfolipasa C-y (PLC-y)
lo que promueve la progresion, migracion celular, el crecimiento tumoral y la evasién

de apoptosis (Figura 8) (Rangaswami y col., 2006; Qiu, y col., 2014).

Por lo tanto, las interacciones de OPN con sus diferentes receptores desencadenan
procesos celulares asociados a progresion tumoral convirtiendo a la OPN en un
excelente candidato como biomarcador pronostico proporcionando una herramienta
gue apoye a los diversos criterios que otorgan un diagndstico con el objetivo de

mejorar planteamiento terapéutico (Rangaswami y col., 2006).
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2. HIPOTESIS

La correlacion entre los niveles séricos de OPN y los datos clinicos de pacientes con
tumores gliales son un indicador pronéstico de aumento en la capacidad invasiva del

tumor.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo General

Correlacionar los niveles séricos de OPN con el diagnédstico y prondstico clinico de
pacientes con distintos grados de gliomas.

3.2 Objetivos Especificos

e Obtener biopsias liquidas y soélidas de pacientes diagnosticados con distintos

tipos de gliomas.

e Evaluar niveles séricos de OPN en pacientes diagnosticados con diferentes

tumores a través de ELISA.
e Analizar el patrén de expresion proteico de biopsias sélidas de gliomas.

e Analizar la relacién entre los niveles séricos con el diagnéstico y prondstico

establecidos clinicamente.

16



4. METODOLOGIA
4.1 Disefio experimental

Las muestras utilizadas en este proyecto fueron donadas por participantes que
cumplieron los siguientes criterios generales de inclusion: sexo indistinto, tener la

mayoria de edad (18 afios) y haber firmado el consentimiento informado.

Las muestras fueron clasificadas en tres grupos de acuerdo a las siguientes
caracteristicas: grupo de individuos con ausencia de patologia tumoral o control,
grupo de pacientes diagnosticados con tumores no gliales u Oncolégico y por altimo
el grupo de pacientes diagnosticados con tumores gliales o Neuro-oncoldgico. El
namero de participantes se delimitd por aquellos usuarios que aceptaron participar
en el protocolo, con caracteristicas del grupo neuro-oncologico, usuarios del Depto.
de Neuro-oncologia, ajustando el numero de pacientes de los grupos control y
oncoldgico, seleccionados entre octubre 2015 - abril 2016. Los participantes del
grupo oncoldgico y neuro-oncologico son usuarios de los Depto. de Neuro-oncologia
y Oncologia del Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga” (HGM) y los
pacientes del grupo control fueron voluntarios en la Unidad de Andlisis Clinicos de la
Facultad de Medicina de la Universidad Autbnoma de Querétaro. Fue motivo de
exclusién no cumplir con cualquiera de los criterios antes mencionados. En el Cuadro
2 se presenta la base de datos realizada con la informacién de cada grupo,

incluyendo el codigo asignado, diagndstico y tipo de biopsia obtenida.

La toma de muestra se realizé en las instituciones correspondientes a cada
participante, por personal capacitado, quienes previamente les informaron el objetivo
del proyecto y discutieron el consentimiento informado. Los pacientes que decidieron

participar firmaron el documento de consentimiento informado.

El protocolo y consentimiento informado fueron evaluados por el Comité de Bioética
y de Investigacion del Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga” y por el
Comité de Bioética de la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de

Querétaro. El consentimiento informado se elabor6 de acuerdo a las
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recomendaciones de la Declaracion de Helsinki y las Pautas Eticas Internacionales
para la Investigacion Biomédica en Seres Humanos de la CIOMS (Texto en Anexos)

Cuadro 2. Datos generales de las muestras. Numero de paciente, codigo, grupo,

diagndstico y tipo de biopsia obtenida.

142 Control APT Suero
143 Control APT Suero
144 Control APT Suero
145 Control APT Suero
146 Control APT Suero
“ ONC1 Oncolégico Cancer cérvico Uterino Suero
ONC2 Oncolégico Mieloma Suero
“ ONC3 Oncolégico Tumor mixto pulmonar Suero
“ ONC4 Oncoldgico Cancer gastrico Suero
ONCS5 Oncolégico Sarcoma Suero
NC1  Neuro- oncolégico Astrocitoma maligno Suero
NC2  Neuro- oncoldgico Glioblastoma Suero
NC3  Neuro- oncoldgico Astrocitoma pilocitico Suero
NC4  Neuro- oncoldgico Shwanoma Suero
NC5 Neuro- oncolégico  Astrocitoma de alto grado Suero/Biopsia
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4.2 Obtencion de biopsias liquidas y sélidas

Los sueros fueron obtenidos a partir de sangre completa. El paciente se presentd en
ayuno de 8 horas antes de la recoleccion de la muestra. Se extrajeron 5 mL de sangre
periférica por medio de puncién venosa. Se separ6 el suero del paquete celular
sanguineo, después de la formacién del coagulo, centrifugando a 3500 rpm por 5
minutos. Se recolecto el suero, posteriormente alicuoté y almacend la muestra sérica
a-70°C.
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En caso del tejido tumoral, Gnicamente a participantes que se someterian a una
extirpacion quirurgica como parte de su tratamiento, se les solicito la donacion de
una tercera parte de la biopsia extraida para la realizacion de este estudio. La

muestra obtenida fue almacenada a -70°C para su posterior procesamiento.

4.3 Extraccion de proteinas

Una vez obtenido el tumor solido, se peso y se le agrego el amortiguador Tris-HCI
50mM, pH 9.0-9.5 con 1.2X de inhibidores de proteasas (Sigma-Aldrich cat.
11836153001) a una proporcion de 5 mL por cada gramo de muestra para
posteriormente ser homogeneizado en hielo por 2 horas en agitacién constante con
vortex. Enseguida se centrifugé a 10,000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Finalmente

el sobrenadante fue recolectado, alicuotado y almacenado a -70°C.
4.4 Cuantificacién de proteinas a través del método Bradford

La cuantificacion de la concentracion de proteinas totales se realizé utilizando el
método Bradford. Se preparé una curva estandar de 4 diluciones en un rango de
concentraciones de 0 a 1.4 mg/mL utilizando como proteina estandar albumina de
suero bovino (BSA) de una concentracion de 2 mg/mL (Sigma-Aldrich, B6916) con
base a las especificaciones recomendadas por la casa comercial. Se realizé por
duplicado la cuantificacion proteica tanto de la curva estandar como de las muestras
problemas. En cada reaccion se utilizaron 5 pL de los estandares o del extracto
proteico (biopsia tumoral o suero) y se adicion6 250 pL del reactivo Bradford, se dejo
incubar por 5 minutos a temperatura ambiente para posteriormente medir su

absorbancia a 595 nm en un espectofotometro.
4.5 Electroforesis de proteinas

Para la electroforesis de proteinas se prepararon geles SDS-PAGE al 10 % como se
observa en el Cuadro 3 (Bio-Rad Laboratories, 2014). Todas las muestras se
ajustaron a un volumen final de 20 pL con una concentracion de 62 mg/mL y tampon
de carga 1X (Tris-HCI, SDS, glicerol, azul de bromofenol, B-mercaptoetanol).

Posteriormente fueron incubadas a 99°C por 5 minutos, transferidas a hielo y
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centrifugadas 10 segundos a 4°C. Se corrieron los geles a 100 V por 2 horas.
Después se tifid con solucion de Coomassie para observar la integridad de los
extractos y biopsia solida a través del patron de bandas. Particularmente los geles

de los extractos se eligieron dos bandas al azar y fueron analizadas por densitometria

en ImageLab.

Cuadro 3. Preparacion de geles para SDS-PAGE.

Reactivo Gel de empaquetamiento 5% | Gel separador 10%

H-O 2.1 mL 1.9 mL
1.5 M Tris (pH 8.8) - 1.3 mL
1.0 M Tris (pH 6.8) 380 pL -
30% solucién de poliacrilamida 500 uL 1.7 mL
10% SDS 30 pL 50 pL
10% persulfato de amonio 30 uL 50 uL
TEMED 3 uL 2 L

4.6 Cuantificacion de OPN sérica a partir de ELISA

Se empled el kit comercial de ELISA tipo sandwich (Quantikine® ELISA Human
Osteopontin Immunoassay, R&D System) el cual usa un anticuerpo monoclonal

especifico previamente colocado sobre la microplaca para OPN humana.

Para realizar el ELISA, se prepar6 la curva estandar con base al protocolo (R&D
Systems, Cat. DOSTO00) utilizando el estandar de OPN humana (OPN recombinante
en tampon con conservadores), el cual se reconstituyé con 1.0 mL de agua destilada
generando una solucién de 200 ng/mL. Se realizaron 8 diluciones utilizando el
estandar y el calibrador diluyente RD5-24 (tampo6n), la primera a partir de una
concentracion 200 ng/mL a una de 20 ng/mL, la segunda a una concentracion de 10
ng/mL y las restantes una dilucion 1:2 de la solucién inmediata anterior como se
observa en el Cuadro 4, hasta llegar a la solucién de 0 ng/mL.

20



Se prepar6 una dilucién 1:25 de las muestras séricas problema, la cual se realizo
tomando de cada muestra 10 pL llevando a un volumen final de 250 pyL con el
calibrador diluyente RD5-24.

Cuadro 4. Preparacion de curva estandar ELISA OPN humana.

[ng/mL] Estandar OPN Humana Calibrador RD5-24

20 60 pL (200 ng/mL) 540 pL
10 300 pL (20 ng/mL) 300 pL
300 pL (10 ng/mL) 300 pL

300 pL (5 ng/mL) 300 pL

300 pL (2.5 ng/mL) 300 pL

300 pL (1.25 ng/mL) 300 pL

300 pL (0.625 ng/mL) 300 pL

600 pL

El ensayo ELISA se realiz6 siguiendo las instrucciones del fabricante (R&D Systems,
Cat. DOSTO00) preparando duplicados de cada muestra por ensayo, afiadiendo 100
pL del diluyente de ensayo RD1-6 (tampdn de dilucién) y 50 uL de estandar (OPN) o
muestra. Después se incubd durante 2 horas a temperatura ambiente cubriendo los
pozos con tira adhesiva. Entre cada etapa se realizaron 4 lavados, llenando y
aspirando 100 pL de tampdn de lavado en cada pocillo. Enseguida se afiadieron 200
pL de anticuerpo conjugado con peroxidasa anti-OPN e inmediatamente se cubri6
con tira adhesiva incubando durante 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente
se agregaron 200uL de solucion de sustrato a cada pocillo, dicha solucién se prepar6
tomando volumenes iguales tanto del reactivo A (peréxido de hidrégeno) como del B
(Tetrametilbencidina), se incubé de 10 a 20 minutos a temperatura ambiente
protegiendo de la luz. Inmediatamente se afiadieron 50 puL de solucion de parada

induciendo un cambio de coloracién de azul a amarillo en los pocillos. Después se
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determind la absorbancia de cada pocillo en un lapso de 10 a 20 minutos, usando un
espectofotébmetro ajustado a 450 nm, finalmente se multiplicé por el factor de dilucion

y se obtiene la concentraciéon de OPN sérica.
4.7. Electroforesis bidimensional

Una vez cuantificado el extracto proteico de la biopsia tumoral se realizo la técnica
de electroforesis bidimensional, separando primero por punto isoeléctrico y

posteriormente por peso molecular.
4.7.1 Primera dimensién (punto isoeléctrico)

Para la electroforesis bidimensional se utilizé una tira reactiva de 7 cm que posee un
gel en una de sus caras, con un gradiente de pH de 3-6 (Bio-Rad, 163-2003) de
acuerdo al punto isoeléctrico de la OPN (4.37). Al extracto proteico tumoral se le
agregaron 125 pL de la solucién de rehidratacion proporcionada por el kit (Bio-Rad,
1632105). Después se vacio la muestra sobre la tira cubriendo con 1 mL de aceite
mineral (Bio-Rad, 1632105) e incub6 toda la noche a 4°C. Una vez terminada la
incubacion, se prosiguiod a realizar el isoelectroenfoque, a partir de un programa de
cuatro estadios; el primero S1 con aumento lento de 0 a 250 V, 50 pA por 20 minutos;
el segundo S2 manteniendo voltaje lineal a 4000 V, 50 YA durante 2 horas; el tercero
S3 con aumento rapido de voltaje de 4000 V hasta 10000 V/h, 50 pA durantel hora;
y el cuarto S4 voltaje rapido 500 V, 50 pA durante 20 minutos, siendo asi una

duracion total del programa de 5 horas.
4.7.2 Segunda dimension (peso molecular)

Una vez finalizado el isoelectroenfoque, la tira reactiva se colocé encima de un gel
de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes al 10% adicionando agarosa para
unir la tira al gel. Posteriormente se corrié a 100 V por 10 minutos y después a 200

V por 1 hora.

Para revelar el gel de poliacrilamida, se incubé toda la noche en la solucién fijadora
(metanol 30%, isopropanol-acido acético al 10 %, acido sulfosalicilico 3.5%). En

seguida se realizaron 3 enjuagues utilizando solucion de lavado (metanol 30%,
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isopropanol-acido acético 12%) para eliminar cualquier residuo de la solucion fijadora
y posteriormente se incubo con glutaraldehido al 10% durante 1 hora. A continuacion
se realizaron lavados con agua en agitacion con intervalos 30 minutos durante 4

horas y finalmente 2 horas de lavados con agua con intervalos de 15 minutos.

Una vez finalizados los lavados el gel se tifié con plata (NaOH 0.36%, NH4OH conc,
AgNOs3 20%) incubando por 15 minutos. En seguida se realizo un lavado con agua
por 30 segundos para el eliminar el exceso de plata y se agregd la solucion de
revelado (acido-citrico, formaldehido 37%) durante 15 minutos. Después de afiadié
la solucion de paro (acido-acético 10 %) en el momento en que comenzaron a
visualizarse las primeras manchas en el gel. Finalmente se lavo, observo y digitalizo

en el fotodocumentador.

4.8 Andlisis estadistico
Se realiz6 el andlisis estadistico por medio de ANOVA y método de Tukey con una
P<0.05.
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5. RESULTADOS
5.1 Proteinas totales en biopsias liquidas y solidas.
5.1.1 Extraccion proteica de biopsia tumoral.

La extraccion proteica se realizo a partir de una unica biopsia tumoral obtenida por
donacién voluntaria de uno de los pacientes del departamento de Neuro-oncologia
del HGM, para efecto de este trabajo se le denomin6 con el codigo NC5 como se
presenta en el Cuadro 2 de la pagina 18. Se realizo la extraccion de proteinas con
Tris-HCL como se detalla en Metodologia, tomando una alicuota de biopsia tumoral

para la cuantificacion de proteinas.

5.1.2 Cuantificacién de proteinas totales en biopsias liquidas y sélidas por el método
de Bradford.

Para determinar la concentracion proteica presente en los sueros de los tres grupos
y del tumor sélido, se prepar6 una curva con BSA (Sigma-Aldrich, B6916) como se
describe en el Cuadro 5 de la que se tomaron 5 pL mezclando con 250 uL del reactivo
Bradford y posteriormente midiendo a 495 nm. Se realiz6 por duplicado tanto la curva

y la medicion de las biopsias liquidas y sélidas.

Cuadro 5. Preparacion de la curva de calibracion para cuantificacion de proteinas.

17.5 pL (2 mg/mL) 7.5 L
14.29 pL (1.4 mg/mL) 5.71 pL
10 pL (1 mg/mL) 10 pL
10 pL (0.5 mg/mL) 10 pL

La cuantificacion proteica total de las muestras se calcul6 interpolando la media de

sus absorbancias en la ecuaciéon de la curva estandar. Se realizaron dos
experimentos independientes, en la Figura 9 se muestra una curva estandar

representativa del ensayo.
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Figura 9. Curva estandar representativa para la cuantificacion de proteinas por el

meétodo Bradford. Concentraciones de BSA de 0 a 1.4 mg/mL, lectura a 595 nm.

Se diluy6 1:50 el extracto proteico tumoral NC5 y 1:70 los sueros de los pacientes,
tomando 5 pL de estas diluciones mas 250 uL del reactivo de Bradford para la
determinacién de proteina total. Las muestras fueron analizadas por duplicado y la
cuantificacion proteica se determiné interpolando la media de las absorbancia en la
ecuacion de la curva estandar. En el Cuadro 6 se presenta la concentracion proteica
total en suero de cada paciente, en donde se pueden observar que las
concentraciones en la mayoria de los pacientes son muy semejantes
independientemente de su estado fisioldégico. La concentracion del extracto tumoral
NC5 fue de 64.23 +0.89 mg/mL.

Cuadro 6. Concentracion sérica de proteina total en pacientes.

Grupo Oncolégico

Grupo Control Grupo Neuro-oncolégico

142 8547 mg/mL  ONC1 66.499 mg/mL NC1 62.545 mg/mL
143 143.021 mg/mL ~ ONC2 112.666 mg/mL NC2 81.888 mg/mL
144 92194 mg/imL  ONC3 68.052 mg/mL NC3 73.840 mg/mL
145 gg.382mg/mL  ONC4 72.852 mg/mL NC4 67.063 mg/mL
146 93606 mg/mL  ONCS 66.216 mg/mL NCS 53.227 mg/mL
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5.2 Analisis de integridad proteica en suero de pacientes.

Debido a que la obtencién de las muestras fue realizada en un periodo de seis meses,
consideramos importante evaluar la integridad de los sueros, para ello realizamos
SDS-PAGE (Figura 10) con el objetivo de visualizar que los sueros no presentaran
degradacion proteica. Para ello se analizo el perfil de expresion entre los individuos
del grupo “control” los pacientes de los grupos “oncolégico® y “neuro-oncologico”. En
las Figuras 10A y 10B se muestra una imagen representativa de los dos geles SDS-

PAGE realizados de los tres experimentos independientes.

A PM 142 144 145 ONC1 ONC2  ONC5 NC1 NC2 NC5

200
100
60
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30

20
12

B PM 143 145 146 ONC2 ONC3 ONC4 NC3 NC4 NC5

100

60
45
30

20
12

Figura 10. Electroforesis de proteinas totales en suero de los pacientes. Se sefala
con flechas las bandas elegidas para analisis densitométrico. Carril 1, marcador
molecular (PM) ColorBurst (Sigma); carriles 2, 3 y 4, participantes grupo control;
carriles 5, 6 y 7, participantes grupo oncolégico; carriles 8, 9 y 10 participantes grupo
neuro-oncoldégico.
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En la Figura 10A y 10B los geles muestran que el suero de los 15 pacientes no
presenta signos de degradacion manteniendo integridad proteica y similitud del
patron de bandas independientemente de su condicién fisiopatoldgica. El patrén de
expresion proteico que observamos en el suero de los participantes muestra
semejanza al reportado por distintos grupos de investigacién, donde observamos una
densidad mayor de bandas entre los 40 y 60 kDa asociado a los precursores de
albumina y de ella misma, correspondiendo al hecho de que es la proteina mas

abundante en suero.

Para confirmar que las diferencias en la concentracion sérica de proteinas no eran
debido al estado clinico de los participantes se seleccionaron dos bandas proteicas
al azar, 100 kDa y 12 kDa banda superior e inferior respectivamente y asi realizar
una semi-cuantificacién por densitometria. Posteriormente se realiz6 un analisis
estadistico de las mismas (Figuras 11), con el que observamos que las diferencias
entre las muestras no esta asociada al estado clinico de los participantes, ademas

gue una misma muestra puede presentar expresion diferencial entre proteinas.
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Figura 11. Andlisis densitométrico del patron proteico en suero. SDS-PAGE de
proteinas totales, bandas superior (A) e inferior (B). Grupo control; (verde), grupo
oncoldgico (rosa) y grupo neuro-oncolégico (azul). Cada barra representa la media
n=3, P<0.05 (Prueba ANOVA y Tukey).
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5.3 Cuantificacion sérica de OPN a través de ELISA.

La concentracion de OPN fue determinada por medio del ensayo ELISA (Quantikine®
ELISA Human Osteopontin Immunoassay de R&D System) realizando duplicados de
curva y la medicion de los sueros. Se prepard la curva estdndar con base las
especificaciones de la casa comercial, como se describe en el Cuadro 4, se eligieron
5 concentraciones para la elaboracion de la curva estandar. La eleccion de las
concentraciones para la curva estandar se realizO0 de acuerdo al resultado
previamente obtenido del paciente NC2, diagnosticado con GBM (grado V) el cual
presentd una concentracion menor a 5 ng OPN/mL y debido a que se ha reportado
como el astrocitoma que presenta mayor concentracion de OPN sérica en
comparacion a los grados menores (I, Il y Ill) (Erpolat y col., 2013), se decidio
preparar la curva dentro los valores de 0 a 5 ng/mL. En la Figura 12 se observa una
curva estandar representativa para el ensayo ELISA.

08

06 -

04 4

0.2 4

Absorbancia

0.0

y=10.1339x —0.00337
R?=0.9922
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0 1 2 3 4 5 6
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Figura 12. Curva estandar representativa del ensayo ELISA de OPN humana.

Concentraciones de los estandares entre 0 a 5 ng/mL, lectura a 450 nm.

Se realizaron dos ensayos independientes con su respectiva curva estandar
evaluando duplicados de todas las muestras Posteriormente se determind la
concentracion de OPN en las diferentes muestras calculando la media de la

absorbancias e interpolando en su respectiva ecuacion de la curva.
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Debido a que la absorbancia de la muestra del paciente NC5 (astrocitoma de alto
grado, grado lll) fue mayor al del paciente NC2 (GBM, grado 1V) particularmente la
concentracion de la muestra sérica se determiné calculando la media de las

absorbancias y extrapolando con la ecuacion de la curva estandar.

El andlisis estadistico de la concentracion de OPN en los sueros de los pacientes se
observa en la Figura 13 y se realiz6 con apoyo del software Minitabl7, realizando
ANOVA y Tukey con una confiabilidad de 95%.
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Figura 13. Concentraciones de OPN en suero de pacientes. Participantes del grupo
control (verde), grupo oncolégico (rosa) y por ultimo el grupo neuro-oncoldgico (azul).
Cada barra representa la media de dos experimentos independientes realizados por
duplicado, P<0.05 (Prueba ANOVA y Tukey).

De acuerdo al analisis estadistico, el grupo control y el grupo oncolégico mostraron
diferencias significativas entre ellos, sin embargo los pacientes de un mismo grupo
presentaron concentraciones similares, obteniendo concentraciones medias de 20.4

+6.82 ng/mL (grupo control), 39.8 ng/mL +16.8 ng/mL (grupo oncologico).
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Por otra parte las concentraciones séricas de OPN en el grupo neuro-oncoldgico son
de 88.14 +77.1 ng/mL. Se observa una gran dispersion de datos a través del andlisis
de la desviacion estandar, tanto si el analisis se realiza entre los individuos del mismo
grupo, como si se compara con respecto a la media y desviacién estandar de los
grupos control y oncolégico. Los pacientes NC1 y NC5 presentaron concentraciones
de 95.6 £11.7 ng/mL y 214 +16.2 ng/mL respectivamente, siendo 4.5X y 10.5X mayor

al compararlas con respecto a la media del grupo control.
5.4 Electroforesis bidimensional de biopsia sélida

5.4.1 Andlisis de la integridad proteica de la biopsia sélida

PM NC5

20

12

R e
YO

Figura 14. Electroforesis en gel del extracto proteico tumoral. Separado por peso
molecular en kDa. Carril 1, marcador molecular (PM) ColorBurst (Sigma), carril 2

extracto proteico paciente NC5.

Una vez obtenidas las concentraciones séricas de OPN, se prosiguié a analizar el
patron de expresion proteico del Unico tumor obtenido cuyo paciente mostré altos
niveles de OPN en suero. En la Figura 14 se muestra el patrén de expresiéon del

extracto proteico total del astrocitoma grado Il donado por el paciente NC5. Se
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realizé un SDS-PAGE al 10% en el que se cargaron 53 mg/mL de proteina total de
extracto, el gel fue tefiido con coomassie y se observé el patron de bandas, en el cual

no se observa degradacion.

5.4.2 Electroforesis bidimensional de biopsia tumoral

Para un analisis global de la expresion proteica del paciente NC5 diagnosticado con
AA, se realiz6 una electroforesis bidimensional del extracto proteico tumoral. En la
Figura 15 se muestra el gel obtenido de la electroforesis bidimensional realizada; en
€l se observa que la mayor cantidad de proteinas migraron en un pH de 4.5 y entre
45 0 50 kDa.

pH3 pH 6

Figura 15. Gel de electroforesis bidimensional de extracto proteico tumoral del
paciente NC5. Tincién de plata, 20 pg/mL de proteinas. Tira reactiva de 7 cm

gradiente 3-6.
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6. DISCUSION

Actualmente el abordaje en la investigacion de los gliomas es mediante ciencias
como la metabolémica y protedmica que permiten tener una vision dinamica de las
biomoléculas implicadas en un momento y bajo condiciones especificas, 1o que nos
permite reconocer moléculas que al presentarse, ausentarse o alterarse correlaciona
con las patologias o describen el estado de la misma. Por lo tanto, analizar la
expresion y concentracion de distintas sustancias en tejidos o fluidos, nos permite
diagnosticar o pronosticar la evolucion de un estado fisiolégico o patoldgico. Dichas
moléculas han sido denominadas como biomarcadores y se vislumbran también
como poderosas herramientas para direccionar y dar seguimiento al tratamiento con

mayor especificidad en respuesta a farmacos (Kros y col., 2015).

El estudio de los biomarcadores utilizados para identificar procesos tumorales no se
ha circunscrito a proteinas o metabolitos, también hay interesantes aproximaciones
asociadas a alteraciones de procesos celulares constitutivos como el uso de
exosomas. Sin embargo, por su estabilidad e implicaciones funcionales directas o
causales, las proteinas siguen siendo el principal abordaje en el estudio de
biomarcadores. Un ejemplo de biomarcadores proteicos es la OPN,
glicofosfoproteina que ha sido estudiada como marcador con potencial pronéstico
debido a su presencia en diferentes procesos moleculares que promueven el cancer,
entre ellos, la inmortalidad celular, invasién, angiogénesis e inhibicibn a muerte

celular.

En presencia de carcinomas como el de mama, pulmén y prostata la OPN presenta
altos niveles en suero, por lo que se le ha considerado estar involucrada en los
procesos cancerigenos (Weber y col., 2010; Gimba y Tilli, 2013). Particularmente en
los gliomas, la presencia de OPN en suero se ha relacionado con la agresividad los
astrocitomas, correlacionando con un aumento en la capacidad infiltrante a otras
areas del cerebro. Esta asociacion fue caracterizada por Ding y col. en el 2002,
comprobando la reduccion de la migracion tumoral al inhibir con anticuerpos las

integrinas (avB3 y avB5) que reconocen la OPN como ligando, lo que indica que la
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proteina en el cerebro es capaz de promover la migracion de células de astrocitoma

maligno.

En este estudio se evalu6é a la OPN como biomarcador pronostico en diferentes
graduaciones de gliomas utilizando biopsias liquidas y sélidas. La investigacion se
realizé en pacientes diagnosticados con tumores cerebrales (Neuro-oncolégico) y
debido a que la OPN se ha descrito en otras patologias como melanoma, cancer
gastrico e higado (Hsun-Jin y col., 2010) se establecieron dos grupos control, uno de
pacientes con tumores no cerebrales (oncoldgico) y otro de pacientes con ausencia
de patologia tumoral (control). Se cuantificaron los niveles de OPN sérica en todos
los pacientes, con el objetivo de valorar el potencial de OPN como marcador y su
utilidad prondstica. Como se ha descrito en varios estudios realizados por Weber y
col., 2010; Sfiridaki y col. en 2011, Cao y col. en 2012 y Gimba y Tilli, 2013, la OPN
es detectable en el suero de todos los participantes a través de la técnica de ELISA,
sin embargo cada uno reporta variaciones en las concentraciones entre los pacientes
gue no presentan patologias como también en los pacientes con cancer o tumores

cerebrales de estirpe glial.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, los participantes del grupo
neuro-oncolégico mostraron los niveles mas altos de OPN sérica, NC1 (95.6 £11.7
ng/mL), NC2 (44.9 £2.5 ng/mL), NC3 (37.1 6 £2.7 ng/mL), NC4 (29.2 4.4 ng/mL) y
NC5 (214 £16.2 ng/mL) en comparacion a la media del grupo control (20.4 +6.82
ng/mL). Es importante destacar que la media de nuestro grupo control coincide con
los hallazgos publicados por Screekanthreddy y col. en 2010 quienes reportaron una
media de 11.7 +7.26 ng/mL en pacientes con ausencia de patologia tumoral en el
Instituto Superior de Ciencias Médicas “Sri Satya Sai”. En el grupo oncolégico
conformado por pacientes con diferentes patologias tumorales no cerebrales, los
pacientes diagnosticados con mieloma y sarcoma presentaron las concentraciones
mas altas de OPN sérica del grupo, dichos valores corresponden a los reportados de
>50 ng OPN/mL por Sfiridaki y col. en 2011 en mieloma y Cao y col. en 2012 en

sarcoma por lo que nos hace descartar falsos positivos.
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Por otro lado, al analizar los datos del grupo neuro-oncolégico, el paciente NC2
diagnosticado con GBM (grado 1V) presentd un valor de 44.9 £2.5 ng/mL, lo cual
concuerda con los valores reportados por Screekanthreddy y col. en 2010, donde se
determina una correlacion entre una alta concentracion de OPN sérica con un mal
prondstico, en comparacion a los grados bajos (I, 11 y lll) que presentaron menos de
la mitad de la media reportada por GBM. Sin embargo, los pacientes diagnosticados
con astrocitoma maligno (NC1) y astrocitoma de alto grado (NC5), ambos
correspondientes a una graduacion Il (ABTA, 2012), presentaron valores por encima
del paciente con GBM. El paciente NC1 presentd una concentracion de 95.6 +11.7
ng/mL dos veces mas alta que el GBM y el paciente NC5, 214 +£16.2 ng/mL cinco
veces mas alta, de tal manera que los valores no concuerdan con lo reportado
anteriormente por Screekanthreddy. En ambos casos, la relacién entre el diagndstico
clinico y su asociacion directa con las concentraciones séricas, permiten establecer
una posible relacién entre los procesos tumorales y las interacciones de OPN con la
integrina avB3 y CD44 como ya lo han mencionado Wai y Kuo en 2004, quienes
reportan la presencia del OPN como ligando para la mediacion de la migracién y la
invasion de células tumorales. Por ejemplo, en la activacion de cascadas como Akt
por medio de PLC-y a partir de interaccion de OPN con CD44 (Rangaswami y col.,
2006) la cual promueve la progresion, migracion celular, el crecimiento tumoral y

evasion a apoptosis.

En 2002, Ding y col. reportaron una disminucion en la migracion de células de
astrocitoma maligno resultado al inhibir la interaccién de OPN con av33. Por lo tanto,
la alta concentracion sérica de OPN en pacientes diagnosticados con astrocitoma
grado Ill podria estar relacionado a la migracién de éstas celulares tumorales
aumentando la malignidad de las mismas. Debido a que dicho proceso es activado a
partir de PI3K, mediada por la interaccion OPN-avB3, quinasa relacionada a la

motilidad, crecimiento tumoral y metastasis.

A la OPN se le atribuye actividad en diferentes procesos como proliferacion (Ramirez
y col., 2013), motilidad (Lamour y col., 2015) y supervivencia celular (Gimba y Tilli,

2013), ademéas de crecimiento tumoral, inhibicidon apoptética y angiogénesis (Wang
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y col., 2001). Por lo tanto, los resultados obtenidos en este trabajo proponen a la
OPN como un biomarcador pronéstico de astrocitomas en grado lll. Sin embargo, es
necesario aumentar el numero de participantes y dar un seguimiento del progreso
del paciente, asi como valorar la presencia de otras moléculas asociadas a la

progresion tumoral y metastasis.

Por otro lado, la proteémica, es una rama del conocimiento que permite un analisis
global de la presencia de proteinas en estados fisio-patologicos. En particular, la
electroforesis bidimensional (2DE) es una técnica que nos permite recolectar
informacion complementaria para una mejor identificacion de las proteinas presentes
en una muestra en particular, ya que es posible la deteccion diferencial de la
expresion proteica utilizando dos variables de las proteinas, el peso molecular y el
punto isoeléctrico (en este caso) y asi establecer un patron de expresion que puede
ser comparable con un patron establecido de expresion basal. Por lo tanto, se eligié
dicha técnica para analizar la biopsia de tejido tumoral donada con la intencién de
comparar los patrones bidimensionales entre varios tumores gliales, clasificados en
la misma graduacion con caracteristicas clinicas similares y asi tener un mejor
acercamiento para generar una base de datos de las diferencias presentadas en la
expresion y en este sentido poder discriminar entre presencia o nivel de expresion
diferencial entre pacientes, para en un futuro poder investigar mas a fondo que
proteinas son y conocer relaciones entre ellas y los estados patolégicos. Sin
embargo, el tiempo en que se realizd esta tesis solo un paciente fue sometido a una
extirpacion quirargica del glioma como parte su tratamiento, por lo que el
planteamiento inicial de comparar patrones proteicos de distintos astrocitomas no fue
posible. De tal manera que solo el patrén obtenido de la 2DE realizada del paciente
NC5 diagnosticado con astrocitoma de alto grado fue analizado, para determinar las
proteinas que se presentaron. De acuerdo al peso molecular (47 a 70 kDa) y el punto
isoeléctrico (4.7) de la OPN, posiblemente una de las proteinas podria ser la OPN
sin embargo debido a la falta de un anticuerpo que permita aseverarlo, se contempla
continuar muestreando biopsias solidas y realizar mas analisis protedémicos por 2DE

para poder establecer diferencias entre los tumores de un mismo grado. Después
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seleccionar proteinas expresadas diferencialmente y realizar analisis subsecuente
con MALDI-TOF acoplado a masas para identificar con precision que proteinas estan

presentes y establecer posibles interacciones entre ellas.

La correlacion entre la concentracién sérica de OPN con los datos clinicos y
patoldgicos se podria asociar como determinante de la malignidad del tumor por las
evidencias de su participacion como ligando en las cascadas de sefializacion
asociadas a metastasis lo que le proporciona un mayor potencial de infiltracion y
malignidad a ese tumor. Por lo que, la deteccibn de OPN podria llevar a una
aproximacion mas acertada sobre el comportamiento biolégico del tumor y la
expectativa de vida del paciente y asi ayudar al médico en el disefio de un tratamiento
personalizado mas eficiente para combatir la enfermedad y dar un seguimiento mas

estricto del paciente.
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7. CONCLUSION

El aumento en la concentracion sérica de OPN correlaciona con el prondstico clinico
de malignidad en tumores sélidos gliales, por lo que la OPN podria ser un

biomarcador pronéstico de la capacidad infiltrante.
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ANEXOS
CONSENTIMIENTO INFORMADO

La Universidad Autonoma de Querétaro y el Hospital General de México esta
llevando a cabo un estudio para evaluar la utilidad diagnostica de proteinas en suero

y saber si existe una correlacion con un tipo de tumor cerebral.

En este estudio solicitaremos la participacién de distintos grupos de pacientes;
Participantes con posibles tumores en el sistema nervioso, participantes con tumores

no relacionados con sistema nervioso y otros sin ningdn tipo de tumor.

Estamos solicitando que nos facilite una muestra de sangre de 5 ml., que se tomara
en el mismo momento en que se le programe la cita para la toma de sangre de sus

estudios de rutina en el laboratorio.

También deseamos que nos conteste una breve encuesta con algunos datos
generales: nombre, edad, sexo, actividad laboral que realiza y que tipo de
enfermedad se le ha diagnosticado. Esto con el fin de correlacionar estos datos con
los marcadores en sangre que queremos medir. Asi mismo le solicitamos su
consentimiento en el caso de que fuera candidato del servicio de cirugia, para poder
tener una pequefia muestra de tejido extirpado. Usted puede consentir darnos solo
la muestra de sangre o solo el tejido o bien, consentir en donar los dos tipos de

muestra o ninguna.

Con una muestra sanguina del paciente se realizard un estudio que ayudara a
evaluar la presencia y especificidad de proteinas que han sido relacionadas con
enfermedades del sistema nervioso central, con la finalidad de poder encontrar
nuevas formas diagndsticas menos invasivas y se utlicen como pruebas
diagndsticas de rutina. Unicamente se evaluaran tres proteinas en su suero y
posteriormente su muestra sera destruida. Si usted lo solicita, estos resultados se le

podran proporcionar.

En el caso del tejido, estamos haciendo un andlisis mas general, en el que

evaluaremos la presencia de diferentes de proteinas en distintos tipos y grados de
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los tumores. Para ello, realizaremos una extraccion total de las proteinas y lo
compararemos con otros tipos de tumor para identificar diferencias y similitudes de

las proteinas que se estan expresando en su tejido.

Necesitaremos de al menos 5 minutos para la toma de la muestra de sangre y 5 min
para contestar la encuesta. No tendrd que tomar ningin medicamento ni tratamiento
experimental para someterse a este estudio. Su tratamiento (si fuera el caso) es

independiente de este estudio y el Unico responsable de tal tratamiento es su médico.

En el caso de la muestra de tejido, esta sera donada solamente si usted lo autoriza.
Ya que puede someterse a este procedimiento quirdrgico por recomendacion
terapéutica de su médico tratante y no querer participar en esta investigacion. El
procedimiento quirdrgico es responsabilidad de su médico y su realizacién es
independiente de esta investigacion.

Los datos proporcionados en la encuesta asi como los estudios que realizaremos
con su(s) muestra(s) se encriptardn, es decir, su nombre serd sustituido por un
namero, de tal forma que solo el responsable del proyecto podra tener acceso a la
correlacion entre la muestra del paciente y los datos personales. De esta forma todos
los datos seran analizados de forma estadistica con un nimero asignado y los
resultados se publicardn como estadistica de poblacién. Los resultados de este
estudio se daran a conocer en informes oficiales tras un analisis estadistico y NUNCA

aparecera su nombre o se referira a usted de manera personal.

Usted no obtendrd ningun beneficio directo del estudio por proveernos su(s)
muestra(s). Esta(s) es(son) para realizar un estudio que servira para comprender
mejor la utilidad de estas proteinas y su posible utilizacion diagnostica para su

implementacion en un futuro.
A usted no se le pagara por participar en este estudio.

El objetivo de este estudio es encontrar una alternativa diagndstica que mejore las
posibilidades de diagnostico precoz a pacientes con enfermedades del sistema

nervioso.
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Usted puede seleccionar libremente y sin ninguna consecuencia el no participar en
este proyecto. Es usted libre de tomar su decision y no esté sujeta a la pérdida o

condicionamiento como beneficiario en esta institucion.

Si usted decide tomar parte en este estudio, podra retractarse en cualquier momento
y por lo tanto eliminaremos de nuestra base de datos toda informacion que nos haya
brindado.

Si usted tiene alguna duda sobre el estudio, contacte a la Dra. Angelina Rodriguez.
Responsable de este estudio en la Unidad de Microbiologia, en la Universidad
Autonoma de Querétaro. Tel. (442) 1921200 ext.65214. Correo electronico:

angelina@uaq.mx.
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CARTA CONSENTIMIENTO PARA LA TOMA DE SANGRE Y ENCUESTA

Estoy de acuerdo en donar una muestra de 5 ml. de sangre para evaluar tres
proteinas séricas, de acuerdo al proyecto: “ANALISIS PROTEOMICO DE
BIOMARCADORES TUMORALES EN SUERO Y TEJIDO DE PACIENTES
DIAGNOSTICADOS CON DISTINTOS GRADOS DE GLIOMAS EN EL SERVICIO
DE NEUROLOGIA DEL HOSPITAL GENERAL DE MEXICO : ALTERNATIVA
DIAGNOSTICA “, cuya responsable es la Dra. Angelina Rodriguez.

Me han dado la oportunidad de preguntar todas mis dudas y estas han sido
respondidas. He leido el formulario que también me solicitan y estoy enterado de que
estos datos se manejaran de forma confidencial.

Tengo una copia de este consentimiento informado

Nombre y Firma del paciente

Fecha

Nombre y Firma del testigo

Fecha

Nombre y Firma del responsable del proyecto.

Fecha.

Encuesta.

Nombre:

Apellido paterno:

Apellido materno:

Edad.

Sexo:

Cuél es su actividad laboral:

Patologia diagnosticada:
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CARTA CONSENTIMIENTO PARA LA DONACION DE TEJIDO

Estoy de acuerdo en donar una muestra de TEJIDO (50-200 microgramos) para
evaluar proteinas diferenciales, de acuerdo al proyecto: “ANALISIS PROTEOMICO
DE BIOMARCADORES TUMORALES EN SUERO Y TEJIDO DE PACIENTES
DIAGNOSTICADOS CON DISTINTOS GRADOS DE GLIOMAS EN EL SERVICIO
DE NEUROLOGIA DEL HOSPITAL GENERAL DE MEXICO : ALTERNATIVA
DIAGNOSTICA “, cuya responsable es la Dra. Angelina Rodriguez.

Me han dado la oportunidad de preguntar todas mis dudas y estas han sido
respondidas.

Tengo una copia de este consentimiento informado

Nombre y Firma del paciente

Fecha

Nombre y Firma del testigo

Fecha

Nombre y Firma del responsable del proyecto.

Fecha.
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