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Localizacion de las proteinas especificas del
cemento radicular CEMP1 y CAP en células

neoplasicas. immunolocalization of cementum specific proteins CEMP1
and CAP in tumor cells.

Resumen: Introduccion: Las proteinas CEMP1 y CAP presentes en los cementoblastos
y sus progenitores contribuyen a los procesos de mineralizacion en tejidos del ligamento
periodontal, incluyendo la migracion y la proliferacion de fibroblastos gingivales; sin embargo
su papel y relacién con procesos neoplésicos no se han estudiado a profundidad. Para lograr
un mejor entendimiento de la posible contribucion de estas proteinas en los procesos
tumorales, particularmente en las metéstasis Oseas, se investigo su expresion y localizacion
en tejidos y lineas celulares de cancer humano. Materiales y métodos: Trece casos de cancer
de préstata y mama que desarrollaron enfermedad metastasica dsea fueron analizados por
medio de inmunohistoquimica; mientras que la expresion de las proteinas en dos lineas
celulares de carcinoma de prostata (PC-3) y mama (MCF-7) se estudi6 por medio de ensayos
de Western Blot. Resultados: Los tejidos de cancer revelaron expresion citoplasmatica y
ocasionalmente nuclear de CAP en células tumorales y estructuras glandulares pequefias,
asi como en el citoplasma de los fibroblastos estromales adyacentes al frente de invasion
tumoral. En lo correspondiente a CEMPL, su expresion se localizé en el citoplasma de las
células tumorales de 5 casos, pero no en el estroma. Ensayos de Wester Blot mostraron
expresion de CEMP1 en las células PC-3 y MCF-7; y de CAP en las MCF-7. Conclusiones:
Los resultados muestran que las proteinas de cemento radicular CEMP1 y CAP se expresan
en tejidos neoplasicos y células neoplasicas, y que posiblemente contribuyen en ciertas

condiciones patoldgicas como el cancer metastasico en humanos.
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Introduccion.

La mayoria de las personas que padecen de cancer

investigaciones recientes demostraron que dicho factor
de transcripcion puede modular la expresién de sialo-

desarrollaran y falleceran por metastasis en alguna parte
del cuerpo, ademas, con frecuencia el tipo de cancer
y su lugar de origen determinan el lugar al cual se
propagara’4. Por ejemplo, cancer como el de mama,
prostata, y pulmon son tumores primarios propensos
a metastatizar a hueso3 4.

Estudios recientes sugieren que la expresion aberrante
del factor de transcripcién Runx2/Cbfal, miembro de
la familia Runt y regulador esencial en la diferenciacion
de osteoblasto/condrocito, pude estar contribuyendo
en la progresion y metastasis del cancer en humanos;
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proteina Gsea en células de cancer de prostata, y pro-
mover el cancer ostelitico de mama hacia la enfermedad
metastasica O0seat 5.

Otro factor de transcripcion que ha mostrado
contribuir en el desarrollo de metéstasis O0seas es
TWIST, su expresion en tumores primarios se ha
asociado con un mayor riesgo de desarrollar enfermedad
metastasica; aunado a lo anterior, recientemente se ha
demostrado que TWIST confiere resistencia al paclitaxel
en células de cancer prostatico, la cual es una droga
citotdxica usada en la quimioterapia y que actla como
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inhibidor mitdtico en diversos tipos de cancer, ademas,
TWIST promueve la progresion del mismo a traves de
una transicion epitelio-mesenquimals 7.8,

La informacion existente parece indicar que TWIST
interacciona e inhibe la actividad de la transcripcion
de Runx2, consecuentemente inhibe la diferenciacion
en osteoblastos y la formacion de hueso; aunque la
mayoria de los estudios sugieren que la funcion de
TWIST es mantener el linaje osteogénico a través de
la preservacion de las caracteristicas osteoprogenitoras
de las células, asi como de inhibir la diferenciacion
terminal de los osteoblastos, su funcién exacta en
cénceres humanos permanece elusivas.

La Proteina de Cemento 1 (CEMP1) es una proteina
expresada por los cementoblastos, una subpoblacién
de células del ligamento periodontal y en células
periféricas de los vasos localizados en el periodonto.
La expresion de CEMP1 disminuye la expresion de
Runx2 y osteocalcina en las células del ligamento
periodontal, mismas que expresan TWIST; ademas de
incrementar la expresion de la sialoprotenia dsea y la
mineralizacion en fibroblastos gingivales®.

Por otro lado la Proteina de Adhesion al Cemento
(CAP), es considerada como una proteina especifica
de cemento presente en la matriz madura de cemento
radicular en el periodonto adulto y en los cementoblas-
tos, ademas, las células progenitoras del ligamento
periodontal estimuladas con CAP expresan fosfatasa
alcalina y forman tejidos mineralizados in vitro® 2,

La formacién de tejidos mineralizados estimulada
por CEMP1 y CAP se ha atribuido a la modulacion
de moléculas regulatorias en fibroblastos®*2, dicho
proceso puede ser crucial en el metabolismo éseo.

A pesar de que existe abundante informacion acerca
de los efectos de CEMP1 y CAPy de la interaccion de
estas dos proteinas con los factores de transcripcion
TWIST y Runx2 en tejidos periodontales, la contribucion
de estas dos proteinas especificas de cemento no ha sido
estudiada en los procesos neoplasicos.

Cabe mencionar que ain cuando TWIST y Runx2 son
reconocidos en el campo del cancer por sus propiedades
oncogeénicas, la mayoria de los estudios realizados sobre
estos dos factores de trascripcion se relacionan con el cancer
de prostata y de mama, probablemente basados en la idea
que las células de cancer dependen de los mecanismos
involucrados con el mimetismo 6seo.

Tomando en cuenta la informacion anterior y con
el fin de lograr un mejor entendimiento de las al-
teraciones en el metabolismo éseo que se presentan
en procesos neoplasicos, y considerando que actual-
mente muchos de los factores que causan metastasis
6sea no se han identificado adn, se examinod
inmunohistolégicamente la localizacion de proteinas
especificas del cemento radicular en tumores de prostata
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y mama, asi como la expresion de las mismas en dos
lineas celulares neoplasicas.

Materiales y métodos.

El presente estudio fue aprobado por el comité de
bioética del Centro Oncoldgico Estatal ISSEMYN,
siguiendo los lineamientos establecidos por la Ley General
de Salud de los Estados Unidos Mexicanos, y respetando
las Normas actualizadas de la Declaracion de Helsinki,
con el nimero de registro COE-RPI1-2012-01.

Recoleccion de muestras: Se obtuvieron un total
de 13 casos fijados y montados en parafina del archivo
del Departamento de Patologia del Centro Oncoldgico
ISSEMYM, comprendiendo el periodo del afio 2005
al 2012. Los especimenes inclufian 8 casos de carcinoma
de prostata, de alto grado con escala de Gleason mayor
a7,y 5 carcinomas canaliculares de mama de alto grado
de malignidad (Tabla 1). Los casos fueron de tumores
primarios que desarrollaron metastasis a hueso (30.8%)
0 de tumores con metastasis 6seas al momento del
diagnostico (69.3%).

La enfermedad metastasica fue establecida en base
a las caracteristicas clinicas, y/o radiograficas, incluyendo
la tomografia computarizada y gammagrafia 6sea, de
manera individual o en conjunto.

Los casos fueron seleccionados de manera
consecutiva, siendo los criterios de exclusion: tumores
que no evolucionaron a enfermedad metastasica Osea,
terapia oncoldgica previa para cancer de mama o
prostata y tejido insuficiente para anélisis
inmunohistoquimico.

Los datos clinicos y la historia de seguimiento fueron
consultados de la base de datos del hospital. El rango
de edad de los pacientes fue de entre 53 y 85 afios de
edad (promedio: 67.3 afios); la informacion clinica se
enlista en la Tabla 1.

Preparacion de Tejidos: Una vez que los especimenes
fueron extraidos del archivo, los bloques de parafina
se cortaron para un subsecuente examen histolégico
y seleccidn para andlisis inmunohistoquimico.

Cortes seriados fueron desparafinizados y
sumergidos en metanol con 0.3% (v/v) de perdxido
de hidrégeno por 15 minutos a temperatura ambiente
para bloquear la actividad enddgena de la peroxidasa;
después de lavarlos en agua corriente y una solucién
salina tamponada (PBS, pH 7.4) se les sumergi6 en
buffer de citrato al 0.01M (pH 6.0) y se trataron en un
horno de microondas por 5 minutos a alta potencia,
y 15 minutos a baja potencia para recuperacién del
antigeno.

Posteriormente, los cortes fueron incubados por
30 minutos con albmina de suero bovino (BSA) libre
de 1gG al 2% para bloquear reacciones inespecificas.
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i ) i i Tipo Histolégico Sexo Edad Tipo Lugar de Metastasis :I)I::aésg:es;ss
Anticuerpos primarios policlonales
previamente diluidos y seleccionados de T CacremeCaraour £ 65 WD Colunadorsl
Ia SlgUIente manera: antl—CEMPl (dIIUCIO_n 3: Carcinoma Canalicular F 56 P Columnadorsaly vertebral
1:100), anti-CAP (dilucion 1:100), anti- ke sinvisils, st
TWIST (H-8]_, Santa Cruz Biotechnology; 4. Carcinoma Canalicular F 53 P costales, columna dorsal,
Santa Cruz, CA, USA, dilucién 1:100), ramaisquio publana
anti-Runx2 (M-70; Santa Cruz ek eke e
Biotechnology; Santa CI'UZ, CA’ USA’ 5. Carcinoma Canalicular F 55 MD parrilla cdstal,articulacién'
dilucion 1:100), fueron aplicados a cada sacro-iliaca
SeCCIOn duran)te una ngche a 40 C 6. Carcinoma Acinar M 67 MD Columna lumbar
. . . Craneo, esternon, columna

Los ant|cuerpos p0||C|0na|eS CONejo 7. Carcinoma Acinar M 72 P vertebral, arcos costales,
antihumano-CEMP-1 y conejo il A
a_ntth_Jmano-CAP fueron pr9V|amente 8. Carcinoma Acinar M 70 MD costales,articulaci-‘:')nsacro-
sintetizados en nuestro laboratorio por iliaca, fémur
Perez ¢t al.* y por Valdés De Hoyos et o. carcinomaAcinar M 85 [T eyl
al.1 respectivamente, la especificidad de _ . i i, BT
los anticuerpos fue comprobada por 0 CarcinomaAcinar - B costales, pelvis, fémur
inmunobloting. 11: CATCIGAA ACIHAR M 77 P Arcos costales, columna

. ., : vertebral, fémur

. A continuacion IOS cortes fueron Iavado_s, 12. Carcinoma Acinar M 64 MD Noveno arco costal Cerebro
incubados y revelados con el Kit 13.carcinomaAcinar M 74 MD Médula ésea

ImmunoCruz Rabbit (SC-2051; Santa Cruz
Biotechnology; Santa Cruz, CA, USA)
siguiendo las instrucciones del fabricante;
posteriormente los nuicleos se contrastaron
con Hematoxilina de Philips. Los cortes fueron incubados
con 2% BSA/PBS en lugar de los anticuerpos primarios
como control negativo, y se confirmé gue no estuvieran
tefiidos.

La reaccion inmunohistoquimica de los anticuerpos
fue evaluada por su extensioén e intensidad, lo cual se
estatifico con una escala arbitraria de tres grupos, (-)
negativo, (+) pobre a moderadamente positivo, y (++)
fuertemente positivo.

Ensayos de Western Blot: Los detalles de los
procedimientos experimentares se prepararon de
acuerdo a lo previamente descrito por Alvarez Pérez
etal.22y por Carmona et al.it. Brevemente, lineas celulares
de cancer humano de mama MCF-7, y de cancer
osteolitico de prostata (American type culture collection,
Manassas, VA) se mantuvieron en DMEN (Dulbecco’s
modified Eagle’s médium) suplementadas con 10% de
suero fetal bovino (FBS), y antibidticos (streptomicina
100mg/ml, penicilina 100 unidades/ml). Los cultivos
celulares se mantuvieron en una atmosfera con 95%
de aire/5% de CO2 a 37° C y humedad del 100%,
hasta alcanzar aproximadamente un 80% de confluencia,
posteriormente las células se lavaron con PBS frio para
agregarles buffer de lisis (0.05 M Tris-HCI pH 7.4, 0.15
M NaCl, 1 mM PMFS, 1% Triton X-100, 10mM
fluoruro de sodio, cOmplete EDTA-free Roche
Diagnostics, Indianapolis USA) y se extrajeron con
una espatula flexible y centrifugadas por 5 minutos a
2000 rpm. Después, al pellet obtenido se le centrifugo
a 8000 rpm por 10 minutos a 4° C, las muestras
precipitadas fueron extraidas y almacenadas a -20° C.

Edad media de los pacientes 67.3 afios. MD; tumor con metastasis al momento del diagnéstico, P; tumor primario.

Tabla 1.

Caracteristicas clinicas e histopatoldgicas de los pacientes.
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La concentracion de proteina fue determinado por
medio de espectrofotémetro V.3, NP-1000 (Nano
Drop Technologies Inc., Wilmington, DE, USA) de
acuerdo a las instrucciones del proveedor; para cada
anticuerpo (CEMP1 y CAP), cantidades iguales de
proteina (20ug) fueron cargas en geles de policrilamida
SDS-PAGE al 12%.

Finalmente las proteinas fueron transferidas por
medio de electroforesis a membranas de nitrocelulosa
Immobilon-P PVDF (millipore, Bredfor, MA). Las
membranas se bloguearon con leche descremada al
5% durante 1 h; seguida de la incubacion por una
noche con los anticuerpos policlonales recombinantes
humanos CEMP, CAP; o la proteina de referencia
GAPDH (FL-335; Santa Cruz Biotechnology; Santa
Cruz, CA, USA) para control interno.

Después de lavar las membranas se les agrego el
anticuerpo secundario 1gG-anticonejo-HRP conjugado
con peroxidasa (sc-2030, cabra anti-conejo 19G-HRP;
Santa Cruz Biotechnology; Santa Cruz, CA, USA) por
1 h, en seguida, se lavaron con PBS y se revelaron con
solucion de 12.5% de diaminobenzidina, 5% de cloruro
de niquel y 2.5% de peroxido de hidrégeno.

Resultados.

Independientemente de la intensidad de la reaccion
inmunohistoquimica, los 13 casos examinados eran
positivos para CAP; el patron de tincion se observo
principalmente en el citoplasma de las células tumorales
y de las estructuras glandulares (Figura 1A y 1B),
ademas de una expresion ocasional en el nucleo. La
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expresion de CAP también se observo en los fibroblas-
tos estromales adyacentes al frente de invasion tumoral;
y cerca de las células tumorales individuales, dichos
fibroblastos eran en su mayoria morfolégicamente
largos, abultados y con citoplasma de forma ahusada

N

Figura 1
Reaccion inmunohistoquimica de CAP (A,B,C,D). A, expresion citoplasmatica
moderada en células tumorales y estructuras glandulares pequefias de
carcinoma de prostata, asi como en fibroblastos morfoldgicamente grandes,
abultados y con citoplasma ahusado (20X). B, carcinoma acinar de prostata
€on reaccion citoplasmatica positiva (20X). C, carcinoma acinar de prostata
algunas células tumorales presentan reaccion nuclear para CAP (flechas,
40X). D, escasa reaccion positiva en células tumorales en carcinoma canalicular
en el frente invasivo del tumor, acompafiado de una fuerte reaccion del
estroma tumoral para la proteina (20X).

Figura 2
Reaccion inmunohistoquimica de CEMP1 (A), TWIST (B,C) y Runx2 (D)
en tejidos de cancer. A, Carcinoma canalicular infiltrante de mama tratado
con CEMPZ, la expresion citoplasmatica es pobre a moderadamente positivo

en células tumorales, el estroma es negativo para la proteina (10X). B,

Expresion de TWIST en carcinoma de prostata con expresion fuerte y

generalizada en células tumorales y reaccion nuclear ocasional (10X). C,
expresion de TWIST en carcinoma de mama, las células adyacentes a tejido

0se0 muestran una reaccion positiva (20X). D, expresion citoplasmatica

difusa de Runx2 en células tumorales de carcinoma de prostata, algunos
fibroblastos estromales presenten una reaccion débil para la proteina (20X).
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A) Western Blots para la deteccion de CEMP1 y CAP en las lineas
celulares de carcinoma de prdstata (PC-3) y mama (MCF-7). M,
marcador de peso molecular. B) Anélisis de la densidad de bandeo
de los Westerns Blots
(Figura 1C y 1D). No hubo diferencias significativas
en el patron de tincion de los tumores primarios y los
tumores metastésicos al momento del diagnostico.

La proteina CEMP1 fue detectada principalmente
en el citoplasma de células neoplésicas en nichos
tumorales pequerios y estructuras glandulares de dos
tumores de mama y tres de prostata (Figura 2A). Tres
fueron primarios y tres metastaticos al momento del
diagnéstico. La células estromales no presentaron
reaccion positiva para CEMP1, no se encontro difer-
encias entre el patron de tincion o la intensidad de los
tumores primarios comparados con los metastésicos.

El analisis inmunohistoquimico de TWIST (H-81)
en los tejidos de cancer examinados revelo expresion
positiva para la proteina en 8 casos, 5 de cancer de
prostata y 3 de mama (Figura 2B). La localizacion fue
principalmente intracelular citoplasmatica y ocasional-
mente nuclear; las células estromales fueron en su
mayoria negativas para el anticuerpo. Sin embargo, los
casos con metastasis al momento del diagnostico
mostraron una reaccion positiva para TWIST en las
células adyacentes a tejidos 6seos (Figura 2C).

Los 8 tumores positivos para TWIST constituyen
el 69.2% de la muestra, solo un tumor era primario,
dicho tumor fue fuertemente positivo para el anticuerpo
y la expresion nuclear fue mas conspicua que en los
otros tumores positivos para TWIST (Figura 2B).

La expresion de la proteina Runx2 se observé en
seis casos (46.2%), cuatro de prostata y dos de mama,
la localizacidn fue citoplasmatica en células tumorales
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individuales, en nichos tumorales y estructuras glandu-
lares pequefias (Figura 2D); en general, la intensidad
de la reaccion fue de pobre a moderada en todos los
casos; también se observo una reaccion difusa en los
fibroblastos estromales en 3 de los tumores examinados.
Solo dos tumores fueron primarios, y cuatro presentaban
metastasis al momento del diagnostico.

Ademas del andlisis inmunohistoquimico en tumores
de cancer, los ensayos de Western Blot revelaron la
expresion de la proteina CEMP1 y CAP en la linea
osteolitica de cancer de prostata PC-3 y la de mama
MCF-7, y la de CAP en la linea celular de cancer de
mama MCF-7 (Figura 3).

Discusion.

En general, las proteinas CAP y CEMP1 son con-
sideradas como proteinas especificas del cemento
radicular y los cementoblastos, y que estan involucradas
en el proceso de mineralizacion de las células del
ligamento periodontal; CAP por ejemplo, es una cola-
genasa que participa en la formacion de la matriz del
cemento radicular, pero no en la formacion de tejidos
fibrosos en el periodonto® %,

Por otro lado, la proteina CEMP1, se expresa en
cementoblastos y sus progenitores, induciendo
mineralizacion en fibroblastos gingivalest 12, ademas de
ser capaz de reducir la diferenciacion osteoblastica de
las células del ligamento periodontal in vitro®. Particu-
larmente, la sobre-expresion de CEMP1 disminuye la
expresion de CAP y del marcador osteoblastico Runx2
en células del ligamento periodontal, y contrariamente
lo incrementa en fibroblastos gingivales humanos in
vitro; ademas, las células de ligamento periodontal
expresan TWIST, factor de transcripcion que regula la
diferenciacién osteoblastica y la mineralizacion® .

La relacion que existe entre CEMP1, CAP, Runx2y
TWIST, asi como la relacion de estas moléculas con el
proceso de mineralizacién fueron algunas de las razones
por la que se decidi6 examinar la expresion de las
proteinas especificas de cemento en tejidos de cancer
metastasico. Sin embargo, la mayoria de los estudios de
cancer que involucran a Runx2, Twist y la enfermedad
metastasica han sido realizados en el contexto de cancer
de préstata y mama, probablemente sobre la idea de que
la frecuente diseminacion de células cancerosas mamarias
y prostéticas a hueso puede depender de los mecanismos
involucrados en el mimetismo éseo. Por lo anterior, se
decidio trabajar en cancer de prostata y mama, antes
que en cancer metastasico de cabeza y cuello.

En el presente estudio, la proteina CAP se localizd
predominantemente en el citoplasma, y ocasionalmente
en el nucleo de las células epiteliales tumorales de espe-
cimenes de cancer de prostata y mama que eventualmente
evolucionaron a enfermedad metastésica dsea o fueron
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metastasicos al momento del diagndstico. Todos los tejidos
de mama eran casos de alto grado de malignidad, y los
de prostata tenian una escala Gleason mayor a 7.

Las células estromales de los casos examinados
también fueron positivas para CAP, particularmente,
los fibroblastos con una morfologia predominantemente
ahusada de tamafio grande y citoplasma abultado.

Los fibroblastos presentes en el estroma tumoral
son importantes en el desarrollo y la progresion de los
carcinomas por la interaccion que tienen con las células
epiteliales, se ha propuesto que estos exhiben un amplio
rango de activacion, y que fibroblastos morfol6gicamente
grandes, alargados y semejantes a células mesenquimales
generalmente expresan actina a de musculo liso (a-SMA),
dichos fibroblastos son conocidos también como miofi-
broblastos asociados a cancer (FAC)z.

Inesperadamente, se encontrd que la expresion de
CAP era mas frecuente en las células estromales que
en las células tumorales de prostata y mama, ademas,
la expresion de la proteina no era frecuente en el
estroma de tejidos mamarios 0 prostaticos no cancero-
sos. Las células estromales positivas para CAP eran
fibroblastos grandes, abultados y con citoplasma ahusa-
do, adyacentes al frente invasivo de los nichos tumorales,
por otro lado, los fibroblastos pequefios con citoplasma
ondulado no mostraban reaccion por la proteina CAP
en ninguno de los casos examinados.

Aun cuando no se examino la expresion de a-SMA,
la morfologia histolégica de los fibroblastos que expresan
CAP en conjunto con los resultados presentados en este
estudio sugieren que CAP pudiera ser considerado como
un marcador de FAC en cancer de prostata y mama, y
que posiblemente estas células contribuyan con un efecto
sinérgico con las células tumorales promoviendo la
progresion de cancer de mama y préstata, asi como al
proceso de metastasis dseas.

En el caso de CEMPL, los seis tumores positivos
para la proteina presentaron una expresion citoplasmatica,
sin diferencias significas entre tumores primarios y
metastasicos, 0 entre cancer de mamay prostata. Estudios
previos han demostrado que CEMP1 contribuye a
disminuir la expresion de marcadores relacionados con
la mineralizacion como Runx2 y osteocalcina en células
del ligamento periodontal®it 2, La contribucion de
CEMP1 en la formacion de tejidos mineralizados a
través de la modulacién de moléculas en los fibroblastos,
debe constituir un proceso importante en el metabolismo
0se0, y quizas sea capaz de estimular otras funciones y
procesos celulares en células malignas en todos los estadios
de la tumorogénesis, particularmente en aquellos tumores
gue evolucionan a una enfermedad metastasica 6sea.

La localizacion citoplasmatica de CEMP1 podria
estar relacionada con una remodelacion en el citoesqueleto
de las células tumorales, sin embargo, nuestra muestra
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de tumores es pequefia, y es dificil sacar conclusiones
concretas de los datos aqui presentados.

Los resultados revelaron la expresion de CAP y
CEMP1 en tejidos de cancer de prostata y mama que
eventualmente desarrollaron metastasis a hueso, dichas
proteinas habian sido consideradas como especificas
de cemento; el presente estudio parece ser el primero
en identificarlas en tejidos de cancer en humanos.

La expresion de la proteina CEMP1 en las lineas
celulares PC-3 y MCF-7, y la de CAP en la MCF-7
parecen corroborar que las proteinas de cemento
radicular se encuentran expresadas en células neoplasi-
cas; examinar diferentes lineas celulares ampliaria
informacion acerca de la expresion de estas proteinas
en cancer en humanos.

Las metastasis 6seas han sido ligadas a una alteracion
del metabolismo 6seo, en el caso de los cancer de
préstata y mama, se ha descrito especialmente el mi-
metismo 0seo, el cual consiste en la adquisicién de un
fenotipo tipo osteoblastico por parte de las células
tumorales, asi como de la adquisicion de varios factores
0se0s importantes.

La adquisicion del mimetismo 6seo ha sido
considerado como una causa importante en la progresion
del cancer a enfermedad metastasica dsea, ya que permite
a las células epiteliales de cancer resistir y proliferar
dentro del hueso; por ejemplo, uno de los factores mas
importantes durante la adquisicion del mimetismo ¢seo
es Runx2, ya que tiende a modular la expresién de la
sialoproteina dsea en cancer de préstata, ademas de
promover la metastasis 0sea en cancer de mamaz 2,

Por otro lado el factor de transcripcion TWIST ha
demostrado que interactla e impide la actividad de
Runx2, promoviendo la inhibicion de la diferenciacion
osteoblastica y la formacidn de hueso; ademas, una
disminucion en TWIST ha mostrado disminuir la
expresion de osteocalcina® . La relacion de TWIST y
Runx2, asi como su contribucién a la progresién del
cancer has ido estudiada en diferentes tumores#, ademas,
TWIST hassido reportado como un promotor de metasta-
sis y que correlaciona con un mal prondstico clinicos.

El presente estudio reveld que la expresion de TWIST
estaba presente en el 69.2% de los casos, y que la dicha
expresion estaba limitada a un reducido nimero de
células; los resultados de cierta manera concuerdan con
los reportados por Yuen et al..8 quienes encontraron
que 63.9% de los casos de cancer de prostata examinados
eran positivos para Twist, de igual manera la expresion
predominantemente citoplasmatica y esporadicamente
nuclear, con poca o sin expresion en el estroma tumoral
fue la misma encontrada por dichos investigadores.

Solo el 46.2% de los casos examinados fueron
positivos para la proteina Runx2, no se encontrd
diferencias significativas entre tumores primarios y aquellos
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que fueron metastasicos al momento del diagnostico,
tampoco se encontrd correlacion entre la expresion de
Runx2 y otras proteinas examinadas o parametros clinicos,
aunque esto podria estar influenciado por el tamafio de
la muestra.

El factor de transcripcion Runx2 es critico para la
regulacién de genes que mantienen la formacion de hueso,
tumores que han metastatizado a hueso generalmente
presentan anormalidades en la expresion de este factor;
ademas de que su expresion en diferentes lineas celulares
gue metastatizan a hueso esta bien documentada 2.

La osteopontina y la sialoproteina 6sea son proteinas
de matriz 6sea y cuya expresion ha sido encontrada en
diferentes tipos de cancer con propensién a formar
metastasis en huesos, y estan asociadas con una baja
supervivencia a la enfermedad; ambas proteinas estan
influenciadas por la expresion de Runx2 y TWIST en
células de cancer de mama y prostatat.

En el presente estudio encontramos un grupo de
casos que presentaba una expresion anormal de ambos
factores en cancer de préstata y mama, sin embargo, es
necesario un analisis mas profundo de la correlacion
entre los parametros clinicos, asi como de mayor nimero
de casos antes de establecer cualquier conclusion.

La informacion existente acerca de estos dos factores
de transcripcion Runx2 y TWIST, en conjunto con la
recolectada en el presente estudio, sugiere que la
expresion de factores de transcripcion relacionados
con los osteoblastos y de proteinas de matriz dsea en
cancer en humanos proporciona un cierto mecanismo
a las células de cancer de mama y prdstata que facilita
la adhesion y la metéstasis a hueso de las mismas? 22,

Los mecanismos responsables por el crecimiento de
células tumorales dentro del hueso son complejos, y
probablemente involucra una estimulacion de osteclastos
y osteoblastos por parte del tumor, asi como de una
respuesta por parte del microambiente tumoral 2.

En base a los datos obtenidos, podria ser relevante
discutir en detalle los mecanismos de accion entre las
proteinas CEMP1 y CAP, y su relacion con factores de
transcripcion relacionados con el metabolismo éseo como
TWIST y Runx2. Sin embargo, la informacion del presente
estudio simplemente sugiere que las proteinas CEMP1 y
CAP previamente consideradas como especificas del
cemento radicular no son enteramente especificas del
mismo, que se encuentran expresadas en otros tejidos
malignos en humanos, y que pueden estar involucradas en
condiciones patoldgicas como cancer de mama y prostata.
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Abstract: Introduction; CEMP1 and CAP are recognized as cementum proteins, they appear to be limited to cementoblasts and their
progenitors, and participate in the mineralization process of periodontal ligament tissues, including the proliferation and migration of
periodontal ligament fibroblasts. However, their contribution in neoplastic processes had not been explored. In the present study, we
investigated their protein expression and localization in cancer tissues and cells. Materials and Methods: CEMP1 and CAP expressions were
analyzed immunohistochemically in 13 cancer cases with bone metastasis. In addition, Wester Blot essays were use to detect expression of
the proteins in the prostate (PC-3) and mama (MCF-7) cancer cell lines. Results; CAP expression was detected in all tissues examined. Strong
cytoplasmatic and rarely nuclear staining was found in small tumor nests, glandular structures and, in the stromal fibroblasts at the immediate
vicinity of the tumor nests. CEMP1 was found in the cytoplasm of tumor cells in 5 cases, but its expression was negative in the stromal
tissues. Also, cancer lines PC-3 and MCF-7 showed CEMP1 expression; however, CAP expression was observed only in MCF-7 cells.
Conclusions; The results suggest that CEMP1 and CAP are present in tissues other that cementum and possibly contribute to pathological

conditions such as metastatic cancer..

Keywords: CEMP1, CAP, metéstasis 6seas, TWIST, Runx2.
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