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IDENTIFICACION DE LA ANEXINA V COMO PROTEINA BLANCO DE
miR-21 EN ASTROCITOMAS PEDIATRICOS MEDIANTE UNA BUSQUEDA
IN SILICO DE LAS SECUENCIAS BLANCO

Reslmen

Los tumores primarios del Sistema Nervioso Central (SNC) representan el
20% de todos los tumores, siendo la segunda neoplasia mas comun después
de la leucemia en nifios. Los astrocitomas abarcan mas del 50% de todas las

neoplasias del SNC.

Existe una gran variedad de genes y mdltiples vias involucradas en la
patogénesis y desarrollo de los astrocitomas. Actualmente se sabe que los
cambios a nivel de la cromatina, de RNA o bien de microRNA tienen un papel
importante en procesos celulares como: diferenciacion, progresion del ciclo
celular, respuesta al estrés y apoptosis. Se estima que cada miRNA tiene
mas de un transcrito blanco, lo que provoca degradacion del mRNA y/o
inhibicion de la traduccion, la mayoria de los genes que codifican proteinas
son sujetos a regulacion de sus mRNAs por los miRNAs. Por lo que estan
involucrados en la génesis tumoral y de ahi la importancia de su estudio. Se
sabe que miR-21 regula a anexina V lo que se comprobara en astrocitomas

pediatricos.

Por medio del analisis in silico de los microRNAs se identifico que la anexina
V es uno de los blancos de miR-21, esto contribuye a enriquecer y esclarecer

mas puntualmente la biogénesis de los astrocitomas en poblacién pediatrica.



Marco tedrico
Tumores primarios del Sistema Nervioso Central

Los tumores primarios del Sistema Nervioso Central (SNC) representan el
20% de todos los tumores, siendo la segunda neoplasia después de la
leucemia en nifios. Los tumores infratentoriales se encuentran en un 60% en
lactantes y escolares, mientras que en adultos son mas frecuentes los
tumores supratentoriales (1). En edad pediatrica, los astrocitomas,
meduloblastomas y ependimomas son los tumores de mayor frecuencia.
Principalmente, los derivados de la glia (60%), de éstos destacan los

astrocitomas (2).
Tumores gliales

Los gliomas son los tumores primarios mas comunes del SNC, presentan
caracteristicas histolégicas que semejan a las células gliales (tienen forma
estelar y prolongaciones). Se clasifican de acuerdo con el tipo de célula
tumoral. Se dividen en: astrociticos (glioblastoma), tumores

oligodendrogliales, gliomas mixtos (oligoastrocitoma) y tumores ependimarios

(3).
Astrocitomas

El término astrocitoma se aplica para designar a una diversidad de tumores
gliales (4) y abarcan méas del 50% de todas las neoplasias del SNC (1). Son
los tumores primarios més frecuentes tanto en nifilos como en adultos. Los
astrocitomas son de origen neuroectodérmico, también llamados gliomas
astrociticos, provienen de la neuroglia astrocitica. La Organizacién Mundial
de la Salud (OMS), los ha clasificado en cuatro categorias dependiendo de su
grado de malignidad en: pilocitico, difuso, anaplasico y glioblastoma
multiforme (5). El astrocitoma junto con el ependimoma, son los principales
tumores de la médula espinal. Los astrocitomas suelen ser grandes,
pudiendo extenderse desde la parte inferior del tronco del encéfalo hasta el
cono medular (1). Los astrocitomas estdn compuestos por células

denominadas astrocitos (3).



Existen varios genes y mudltiples vias involucradas en el desarrollo de los
astrocitomas, por ejemplo, los receptores de cinasa de tirosina (RTK, por sus
siglas en inglés) como EGFR y PDGFR (Receptor del factor de crecimiento
epidérmico y receptor del factor de crecimiento derivado de palquetas) por lo
regular se encuentran sobre-activados, estimulando las vias de sefalizacion
como Ras y PI3K. NF1y PTEN son genes supresores de tumor que regulan
negativamente a Ras y PI3K, respectivamente. Otros genes supresores de
tumor se encuentran involucrados, entre ellos p53 y retinoblastoma (RD).
Estos regulan la funcién de las células troncales neurales. BMP, Notch, Sonic
Hedgehog (Shh) y Wnt estan regulando las vias que estan activas en células

troncales neurales normales, desreguladas en los astrocitomas (3).

A continuacion se presenta una tabla de sindromes con tumores del SNC y
cancer hereditario (Tabla 1), incluidos astrocitomas y los genes involucrados

en la tumorigénesis.

Tabla 1 Sindromes con tumores en SNC y cancer hereditario.

Sindrome Gen - locus Tumor predominante

Neurofibromatosis tipo 1 NF1-17ql11.2 Neurofibroma, glioma éptico

Neurofibromatosis tipo 2 NF2 - 22q12 Schwanoma, meningioma

von Hippel Lindau VHL - 3925 Hemangioblastoma capilar,
carcinoma de células renales,
feocromocitoma

Esclerosis tuberosa TSC1 -99g34 Astrocitoma. Subependimoma de

TSC2 — 16p13.3 células gigantes.

Li-Fraumeni P53 - 17p13.1 Sarcomas 6seos y de tejidos blandos,
cancer de mama, leucemia y PNET
(Tumor del neuroectodermo
primitivo).

Gorlin PTCH - 9p22 Carcinoma de células basales, PNET,
meningioma.

Ataxia teleangiectasia ATM - 11g22-23 Tumores linfoides

Cowden PTEN - 10923 Ganglioma de cerebelo, meningioma.

Turcot GMLH1 — 3p21.2-p23 | PNET

(6,7)




Clasificacion

La OMS clasifica los tumores primarios en cuatro estadios y en funcion de su

morfologia (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacién de tumores primarios

Grado | Benignos con potencial de proliferacion minimo y posibilidad de curacion tras
reseccioén quirdrgica.

Bajo grado Astrocitomas pilociticos, subependimomas, ependimoma mixopapilar de la
cauda equina, schwanomas y meningiomas.

Grado Il Tumores infiltrantes, con baja actividad mitética, pero potencialmente
recurrentes.

Bajo grado Astrocitomas, oligodendrogliomas, ependimomas.

Grado Il Evidencia histolégica de malignidad, presentan anaplasia, aumento de la
actividad mitética, aumento de la celularidad y polimorfismo nuclear.

Alto grado

Grado IV Alta malignidad, mitosis activa, con necrosis y por lo general se asocian con
répida evolucioén pre y postquirdrgica.

Alto grado Glioblastomas y tumores del neuroectodermo primitivo.

(8)

Por otro lado, la Clasificacion Internacional de Enfermedades (International

Classification of Diseases, ICD por sus siglas en inglés) y la OMS sugieren

que los tumores malignos del SNC, se clasifiquen de acuerdo con el grado

gue presentan, lo cual se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Clasificacién de tumores del SNC segun la OMS

Tipo del tumor Grado ICD-0
I Il 1] 1\

Tumores astrociticos

Subependimairo de células | = 1

gigantes

Pilocitico * 3

De bajo grado 3

Xantoastrocitoma * 3

pleomérfico

Anaplasico " 3

Glioblastoma * 3

(8)




Incidencia Pediéatrica (0-19 afios de edad)

El registro de tumores del SNC de los Estados Unidos (Central Brain Tumor
Registry of the United States CBTRUS) afirma que, la incidencia de tumores
primarios malignos y no malignos es de 4.84:100,000/afo. La incidencia es
mayor en mujeres en los tumores ubicados en meninges e hipofisis, mientras
gue en varones se presenta alta incidencia en tumores localizados en los
I6bulos, cerebro, ventriculos, cerebelo, tallo, médula espinal y cauda equina
versus mujeres (9).

La incidencia anual es de 10 y 18 casos por milldbn con una frecuencia de
presentacion de 12% (10). La razon varon:mujer es 1:1, excepto por los
gliomas de bajo grado supratentoriales, en los cuales la razén es 2:1. Sin
embargo, desde el punto de vista histopatoldgico, los tumores que prevalecen
son neuroepiteliales (1).

La OMS indica que en México las causas de muerte en la infancia por
enfermedades del sistema nervioso (SN) se encuentran en el quinto lugar,
después de las enfermedades infecciosas y parasitarias, de las
enfermedades infecciosas intestinales, sibilancias y déficit nutricional (8). En
nuestro pais, los tumores del SNC presentan una incidencia de 8.8 a
18.6:100,000 nifios al afio, de los cuales del 50 al 70% de neoplasias sélidas
se diagnostican en etapas avanzadas, lo que influye en un mal prondstico
(12).

En el HPCMNSXXI del IMSS durante el periodo comprendido de 1996 — 1998
se atendié un total de 1,056 casos de neoplasias, ocupando el primer lugar
las leucemias (43.9%), seguido de los tumores de SNC (12.2%) y en tercer
lugar los linfomas (10.8%) (12, 13).

Mejia Aranguré y col. realizaron un estudio multicéntrico durante el periodo
de 1980 a 1992, en los hospitales de la ciudad de México con mayor
frecuencia de atencién a pacientes pediatricos, incluyendo al HP CMN SXXI
del IMSS, en los cuales encontré que el pico de incidencia maxima para los
tumores de SNC es a los 5 afios y los mas frecuentes fueron los astrocitomas

(33.9% de los casos); sin predominio de género; mientras que el



glioblastoma multiforme (GBM) represent6 el 16.4% de los casos, entre los 4
- 5 aflos en nifias y de 4 - 6 afios en nifios, con una incidencia méxima a los 6
afios (14).

Algunos factores como la disfuncion de genes supresores de tumor (p53), la
activacion de oncogenes y la interaccion de éstos con el ambiente son los
responsables de la formacibn de procesos neoplasicos, ademas de
alteraciones citogenéticas. Sin embargo, se reporta que los procesos
malignos aparecen en tejidos que han sufrido dafio en su acido
desoxirribonucleico (DNA) o procesos patolégicos como inflamacién cronica,

proliferacion, distrofia, irritacion y/o trauma (15).

Dogma Central
DNA-RNA-Proteina

A partir de que el DNA (molécula con la informacion necesaria para obtener
copias fieles de la misma) se replica, por medio de la maquinaria especifica
para duplicar el material, se obtiene una cadena de RNA. Este RNA sufre
modificaciones y es exportado al citoplasma, donde pasara por una serie de
eventos importantes antes de ser traducido a un polipéptido y segun las
necesidades celulares se produciran transcripcion inversa, priones o bien,
diferentes moléculas de RNA mensajero, ribosomal, de transferencia, largos,

pequefios nucleares, pequefios nucleolares y microRNAs (16).
Biogénesis de los microRNAs

El concepto de microRNA se remonta a 1975. Actualmente se conocen mas
de 1,400 miRNAs, éstos se encuentran registrados en bases de datos como
“mirbase.org” (15), entre otras. Los miRNAs se identificaron al observar que
se requeria de un RNA de 22 nucléotidos para el desarrollo post-embriénico

de Caenorhabditis elegans (17).

Aproximadamente, el 70% del genoma se transcribe y los transcritos que
codifican proteinas representan menos del 2% de éste (16). Los miRNAs son
pequefias moléculas no codificantes conservadas evolutivamente, que
regulan la expresion génica a nivel post-transcripcional al degradar o reprimir

a sus blancos (MRNA). Los miRNAs cuentan con aproximadamente 18 - 26
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nucleoétidos y regulan la transcripcion de sus RNA mensajeros (mRNA)
blancos al aparearse al extremo 3" UTR aunque hay algunos que lo hacen en
el extremo 5"UTR (18).

Tienen un papel importante en procesos celulares como: diferenciacién,
progresion del ciclo celular, respuesta al estrés y apoptosis. Ademas, se
estima que cada miRNA tiene mas de un transcrito blanco, porque su
apareamiento es imperfecto, lo que provoca degradacion del mRNA y/o
inhibicion de la traduccion, la mayoria de los genes que codifican proteinas
son sujetos a regulacion por los miRNAs. Los miRNAs disminuyen el nivel de
sus transcritos blancos, asi como, la cantidad de proteina codificada por
éstos (19). La mayoria de los miRNAs se encuentran en regiones intronicas,
las que generalmente tienen la misma orientacion (direccion, rio abajo) y se

expresan de manera coordinada con los genes que codifican prtoeinas (20).

Los cuerpos citoplasmaticos de procesamiento ricos en glicina y triptéfano
(GWB o P Bodies), son focos citoplasmaticos de ceélulas de mamiferos
enriquecidos con proteina GW182, que se caracterizan por mudltiples
repetidos de glicina (G) y triptéfano (W) y un dominio de unién clasico
carboxi-terminal de RNA. Los cuerpos proveen el microambiente adecuado
para el complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC) y la via del RNA
de interferencia (iRNA). Asi como sitios para el procesamiento y degradacion
del mRNA (21).

El proceso de maduracion de los miRNAs es complejo y se lleva a cabo en
tres etapas: 1.- Transcripcion del pri-miRNA 2.- Translocacion al citoplasma
3.- Maduracién. El pri-miRNA puede tener un tamafio de 1Kb y se sintetiza en
el nucleo por medio de las DNA y RNA polimerasas Il. En el primer paso, el
pri-miRNA forma una estructura tallo-asa y se convierte en pre-miRNA cuya
longitud es de 60-70pb y es el precursor del miRNA. Posteriormente, es
exportado del nucleo al citoplasma por medio de la exportina-5 y finalmente,
anclado en el asa por la enzima Dicer para formar el duplex miRNA-
microRNA. Por lo general, una de las cadenas del duplex se degrada
mientras que la otra permanece y se acumula como miRNA maduro. Los
mMiRNAs maduros pueden interferir con la expresion de proteinas de dos

formas:

11



e miRNA maduro asociado con RIS ubica el blanco y ancla al mRNA.
¢ los miRNAs maduros pueden interferir con la expresion de proteinas

por medio de inhibicidn transcripcional (22).

El mecanismo molecular de accion de los miRNAs tiene tres posibles
opciones: 1) represion de la traduccion, es decir que bloguee la elongacion y
la progresion ribosomal sobre el mensajero, favoreciendo una terminacion
prematura con produccién de una proteina truncada; 2) degradacion del
mensajero. Los RNAs mensajeros se desestabilizan por la interaccion con
sus miRNAs, los iRNA degradan al mMRNA de manera endonucleotidica y 3)
los mMRNA se desetabilizan por la interaccion con sus miRNAs, los iRNA

degradan al mRNA de manera endonucleotidica (23).
miRNAs y cancer

El cancer es una enfermedad multifactorial, que involucra mecanismos
genéticos y epigenéticos, requieren de la activacion de genes supresores de
tumor y activacion de proto-oncogenes. Las secuencias de DNA mutado se
transcriben a mMRNA para ser traducido a proteinas funcionalmente
aberrantes (16). Los miRNAs son reguladores negativos de la expresion de
sus genes. El efecto de un oncogen puede resultar de la desregulacion
positiva de un oncomir y un gen supresor puede ser desregulado de manera
negativa de un mir-supresor, el cual estéd encargado de contener la expresion
de un oncogen (15). Asi mismo, la ubicacién gendmica influye en la expresién
de los miRNAs, por ejemplo, la expresion de miR-16a, que se encuentra en el
locus 13q14.3, estd disminuida o ausente en la mayoria de los casos de
leucemia linfocitica crénica de células B (B-CLL) mientras que la expresion de
miR-26a en 3p21 y miR-99a en 21ql11.2 no estan involucrados en B-CLL.
Estos miRNAs no estan expresados o lo estdn muy poco en lineas de células
cancerigenas de pulmén, lo cual esta correlacionado con su ubicacion en
regiones de pérdida de heterocigocidad (loss of heterocigocity LOH) en el

cancer de pulmoén (24).

Hoy en dia, se sabe que el 60% de los miRNAs se expresan en cerebro.
Dentro de los més estudiados en SNC se encuentra miR-124, que tiene una

funcién en la diferenciacion neuronal, miR-155 estd ya identificado en
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astrocitos, lesiones de esclerosis y respuesta inmune, regulado por citocinas,
mientras que, el miR-146a asociado a inflamacion esta sobre expresado en

los astrocitos del I6bulo temporal en epilepsia (20).

Se sabe que los siguientes miIRNAs se encuentran en neoplasias del SNC.
En astrocitoma pilocitico: miR-93, miR-125a, miR-129, miR-135b, miR-106b,
miR-42, miR-29, miR-138, miR-299-5p y miR-34a.

En meduloblastoma: miR-92b, miR-23a, miR-27a, miR-146b, miR-22, miR-
216, miR-135b, miR-217, miR-592, miR-340.

En glioblastoma: miR-617, miR-200a, miR-769-3p, miR-584, miR-537, miR-
495, miR-34c, miR-10b, miR-125a y miR-10a.

Ejemplos de entidades donde los miRNAs estan alterados, ya sea sobre- o

sub-expresados:
e Pérdida de expresién de miR-15a en leucemia linfocitica cronica
e Pérdida de expresion de miR-16-1 en cancer de prostata
e Sobreexpresién de miR-183 en cancer colorectal
e Aumento de miR-21 en linaje de células de glioblastoma (18).

Tabla 4. Ejemplos de miRNAs alterados

Funcién miRNA Locus Rearreglo Céancer Molecular
cromosémico
Supresor | miR-16- 13q14.2, Regulacion a la | Induce
de tumor | 1/15aCD | intron 2 | del 13q14.3; | baja en B-CLL apoptosis en
de DLEU | LOH en leucemia y
canceres disminuye
hematopoyéticos niveles de
BCL2
antiapoptotico
Supresor | Familia varios LOH en céancer | Expresion Let-7 regula a
de tumor | let-7 de pulmén disminuida en | RAS en
pulmén pulmoén
Oncogen | miR-17/92 | 13g31.3, | Amplificacion en | Sobreexpresion Promueve
CD intron 3 | linfoma folicular | en linffoma vy | proliferacion
de céncer de pulmon | celular
Cl3orf25
Oncogen miR- | 7923.2, Amplificacién en | Elevado en | Aumenta
21 3'UTR neuroblastoma, | glioblastoma, apoptosis en
cancer de | mama, célon, | glioblastoma,
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VMP mama, coélon y | pulmon, pancreas, | modula a
pulmoén prostata, gemcitabina e
estdmago y | induce
colangiocarcinoma | apoptosis por
medio de
PTEN

(21)
Secuencias blanco de miRNAs

Las secuencias blanco de los miRNAs son los mRNA, los genes y los
productos finales, es decir las proteinas. De tal forma que las secuencias
blanco son todas aquellas secuencias provenientes del procesamiento génico
y son estos elementos que al estar alterados producen neoplasia, ya sea que
el gen esté alterado, el MRNA haya sufrido algin cambio produciendo una
proteina andmala o no la produce, Unicamente una proteina que por lo
general no esté presente o que la cantidad de la proteina presente no sea la
habitual.

Se ha demostrado la expresion alterada de miRNA-125b en varias neoplasias

como préstata, mama y cancer de pancreas.

mMiRNA-125 tiene dos isoformas en humanos miRNA-125a y miRNA-
125b1/b2, ubicados en el cromosoma 19, 11 y 21, respectivamente. Sin
embargo, esta reportado que un solo miRNA puede tener mas de un mRNA
blanco, se ha logrado identificar que p53 y varios de sus reguladores rio
arriba son blancos de miRNA-125a y miRNA-125b. miRNA-125b parece
reducir directamente los niveles de proteina de p53 por arresto transcripcional
del mMRNA de p53 al unirse a regiones homoélogas de p53 en la region 3 -UTR
(25).

Los patrones globales de miRNAs en cancer estan sub-expresados
comparados con tejido sano y el silenciamiento que provocan sobre los
genes supresores de tumor favorece el crecimiento de las células tumorales.

Este tipo de reguladores incluye a los potenciadores de progresion tumoral.

El gen blanco de miR-10b es el grupo de HOXD en 2g31.1 que regulan la
migracion e invasion celular. miR-10 inhibe la traduccion de HOXD10, lo que

provoca un aumento en la expresion del gen prometastasico RhoC. miR-10
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se encuentra sobre-expresado en glioblastoma y ésta se asocia con gliomas
de alto grado (26).

La sobre-expresion de miR-92b y hsa-miR-9 indica una desregulacion de los
microRNASs, su pluripotencialidad y tumorigénesis. Ademas son Utiles para
distinguir tumores primarios versus tumores derivados de tejidos fuera del
SNC (19).

Los miRNAs regulan el crecimiento celular, la diferenciacién celular y el
proceso de apoptosis (27). De manera especifica, se conoce que miR-3910,

miR-124, miR-146, miR-21 y miR-506 regulan y modifican a la anexina (28).

La anexina es una proteina anticoagulante que actia como un inhibidor
indirecto del complejo tromboplastina, por lo que esta involucrada en la
cascada de coagulacion (29). Su gen se encuentra en el cromosoma 4q27 y
se le conoce también como ancorina CIl, anexina 5, ENX2, ANXS5,
calpobindina, endonexina, lipocortina, proteina anticoagulante placentaria 4,
inhibidor de tromboplastina, ANXA5, VAC-alfa, PD4, PAP-1 y CBP-1. El gen
tiene un tamafio de 29kb, 13 exones, un MRNA de 1.6kb, la proteina es de
35KD, se localiza en el citoplasma y tiene dos repetidos, un repetido de unién

a calcio y otro de union a fosfolipido (28).

La proteina codificada por el gen pertenece a la familia de las anexinas, las
cuales son proteinas de unién a calcio dependientes de fosfolipidos. La
anexina V es una fosfolipasa A2, protein cinasa C inhbidora con actividad de
canal de calcio y esta involucrada en transduccion de sefales, inflamacién,
crecimiento y diferenciaciéon celular (28). Asi mismo, es una proteina
recombinante de union que interactia con residuos de fosfatidilserina y por
medio de éstos induce apoptosis. En la membrana plasmatica hay
externalizacion de residuos de fosfatidilserina (PS) y la anexina V es lo

suficientemente sensible para detectar una sola célula en apoptosis (30).

La anexina V muestra plausibilidad biolégica, ya que debido a que las células
exhiben residuos de PS se puede detectar apoptosis en los tejidos, sin
embargo hay estudios que demuestran que es tejido especifico (31). Por lo
gue anexina V podria ser un marcador de apoptosis, no solo en SNC sino en

otros tejidos y diferentes neoplasias, cualidad que la convierte en una buena

15



candidata de estudio, por lo que decidimos analizar su presencia a nivel de
los microRNAs que regulan al mMRNA que la codifica. Asi mismo evaluar su
existencia in situ en astrocitomas pediatricos por medio de la técnica de
inmunohistoquimica (IHQ) y determinar si tiene impacto en la clinica de los
pacientes (32).

El centro nacional de informacion para la biotecnologia (National Center for
Biotechnology Information, NCBI por sus siglas en inglés) define un
“marcador bioldgico a los pardmetros bioldgicos cuantificables y mesurables
(como concentracion especifica enzimatica, concentracién especifica
hormonal, el fenotipo especifico en una poblacion, la presencia de sustancias
biolégicas) que sirven como indices para la relacion salud vy fisiologia, como
riesgo de enfermedad, alteraciones psiquiatricas, exposicion ambiental y sus
efectos, diagnéstico de enfermedad, procesos metabdlicos, abuso de
sustancia, embarazo, desarrollo de una linea celular, estudios
epidemiolégicos, etc (33). De modo que el marcar o identificar la proteina
permite obtener una clara idea de la cantidad real de apoptosis en el tumor y
seria de gran utilidad para establecer estrategias terapéuticas en forma

rapida y efectiva para este tipo de patologia.

En estudios previos, la proteina anexina V y su anticuerpo, anti-anexina V se
han evaluado por medio de la técnica de IHQ en tumores de SNC,
glioblastoma multiforme en adultos (34, 35, 36, 37), por lo que se la ha

propuesto como un marcador de malignidad in vivo e in vitro (38).
Analisis in silico

Debido al desarrollo de la tecnologia se ha podido avanzar en el diagnostico
y tratamiento de las enfermedades (39). Sin embargo, es necesario
aprovechar las ventajas que ofrece la tecnologia para la investigacion y el
desarrollo de nuevas técnias. A través de programas computacionales ahora
es posible construir rutas metabdlicas, ilustrar la sintesis protéica y armar
redes protéicas, que finalmente serdn con fines académicos, de curacion y
prevencion (40, 41). El abordaje bioinformético esté al alcance de todos, ya
gue se encuentra disponible en bases de datos internacionales gratuitas y de

uso abierto al publico navegador de la red. Se puede accesar desde cualquier
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equipo de computo de escritorio o portétil siempre y cuando se tenga red

para la navegacion (39).

En la actualidad y desde hace aproximadamente 10 afios existen bases de
datos con el genoma de microorganismos, del humano y modelos animales
para experimentacion in silico o in vivo (42). Todo esto, con el fin de fomentar
y facilitar los estudios de investigacion en todas las areas y conocer mejor las
enfermedades. El proposito de realizar un estudio in silico es enriquecer la
informacion actualmente disponible, en especial para la comunidad cientifica
dedicada al cancer para producir nuevos y efectivos tratamientos. Las bases
de datos ofrecen desde anatomia, histologia, clinica, FISH, microarreglos,
analisis epigenético, genético, genomico e imagenes de estudios de gabinete
de pacientes, de cultivos celulares y de modelos animales para una misma
entidad.

En este caso en particular se utilizo la base de datos de microRNAs
“miRDB?”, la cual es una base de datos en linea para la prediccion de blancos
de microRNAs. Esta fundamentada en un programa de maquinas de apoyo
vectorial, las cuales mediante esclas logaritmicas realizan las predicciones de
los blancos. Todos los blancos son predichos por herramientas
bioinforméticas de MirTarget2 que fue disefiada tras analizar miles de genes
y su regulaciéon por medio de microRNAs. El sitio ofrece blancos de miRNAs
en cinco especies diferentes: humano, raton, rata, perro y pollo. Ademas
contiene anotaciones funcionales, hipervinculos para literatura internacional

indexada y la secuencia del miRNA de interés (43, 44).
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Justificacion

El cancer en edad pediatrica representa una cifra tan importante que se
refleja como un problema de salud publica. Razoén suficiente para continuar
su investigacion en todos los aspectos posibles con el fin de contribuir para
un mejor manejo médico y prondstico para esta poblacion. Hoy en dia se
sabe que el 60% de los miRNAs se expresan en cerebro por lo que son una
alternativa de estudio para enriquecer los datos existentes. Ademés la
informacion disponible proviene de adultos y es necesario saber si el
comportamiento es similar en pacientes pediatricos. De tal forma que a través
de la busqueda in silico se pueden obtener proteinas blanco y observar su

comportamiento en los diferentes estadios tumorales.

Preguntas de investigacion

¢ Qué proteinas son secuencias blanco de miRNAs que se expresan en

astrocitomas pediatricos?

¢La misma proteina se encuentra tanto en astrocitomas de bajo grado como

de alto grado?

Objetivos

1.- Encontrar in silico secuencias blanco especificas de los miRNAs en
astrocitomas pediétricos.
2.- Confirmar la presencia de la proteina blanco en astrocitomas, mediante

su validacion por inmunohistoquimica.

Hipotesis
Mediante el analisis in silico se encuentra que anexina V esta presente en
astrocitomas y se confirma su presencia tanto en tumores de alto como de

bajo grado.
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Material y métodos

Recursos Humanos

La sustentante del presente trabajo recepcional realizé el andlisis in silico y la
técnica de inmunohistoquimica bajo la correspondiente supervision en cada

area.

Poblacion de Estudio:

Las muestras histopatolégicas correspondientes a los pacientes menores de
18 afos, derechohabientes al Instituto Mexicano del Seguro Social y referidos
al Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI provenientes
del DF y del interior de la Republica Mexicana (Chiapas, Guerrero, Morelos y
Querétaro) con diagndsticos de astrocitoma, confirmados por el Servicio de
Patologia y que cuenten con tejido fijado en parafina con suficiente cantidad
para realizar la técnica de IHQ, expediente clinico y se les haya incluido en el
estudio de determinacion de patrones globales de microRNAs en
glioblastomas pediéatricos (Tesis de doctorado de la MC Ruth Ruiz-Esparza
Garrido).

Procedimientos:

Partiendo de los resultados de la Tesis de Doctorado de la MC Ruth Ruiz-
Esparza Garrido se realizé una revision de los siguietnes miRNAs: miR-154,
miR-133b, miR-29b, miR-149, miR-133a, miR-21, miR-124, miR-506 y miR-
323.

Busqueda in silico

Se realiz6 una revision de los miRNAs sobre-expresados y se buscaron en
una de las bases de datos de miRNAs (http://mirdb.org/miRDB/ version 4,
fuente de microRNAs: mirbase V18) en donde se encuentran descritos los
MIiRNAS conocidos y se indican cuantos blancos tiene cada uno (43, 44).

Se introduce el niumero del miRNA deseado y se espera el resultado.
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mirdb.org/miRDB/

mi':DB

Choose one of the following search options:

miRDB is an online database for miRNA target prediction and functional annotations. All the
targets were predicted by a bioinformatics tool MirTarget2, which was developed by analyzing
thousands of genes impacted by miRNAs with an SVM learning machine. Common features
associated with miRNA target binding have been identified and used to predict miRNA targets.

miRDB hosts predicted miRNA targets in five species: human, mouse, rat, dog and chicken.

Click hera to contact us with questions or comments about this web site. Last modified: April 03, 2012

La pagina muestra una lista con los blancos para el miRNA seleccionado.
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Se corrobora el registro de la secuencia del microRNA.
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= = ca | g [mirdb_arg.fcgi—him’targel_detail,cgi?targetlD=29.—' (__",] { Google

mi' DB

MicroRNA and Target Gene Description:

miRNA Name hsa-miR-21-5p miRNA Sequence UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA
Previous Name hsa-miR-21

Target Score 50 Sead Location 1422

NCBI Gane ID B500 173 nM_ 003626

Gane Symbaol PPFLAL 3" UTR Length 1529

protein tyrosine phosphatase, receptor type, f polypeptide (PTPRF), interacting
protein (liprin), alpha 1

Gone Description

Se busca el blanco de cada microRNA citado y corroborado en una segunda
base de datos exclusiva de SNC (http://human.brain-map.org.) (45).

Microarray Data :: Allen Brain Atlas: Human Brain
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channel Depression EGF receplor signaling Browse dala by gene category by clicking on a
pathway Epilepsy FGF signaling pathway GABA receptor G- term in the 1ag cloud
protein coupled receptor nedgehog signaing Use Find Comelates to find genes with similar
pathway Huntington disease Hypoxia response via HIF m”ﬁm:’wﬁ e "m‘[’m

actwvaon INflammation mediated by chemokine and

cytokine signaling pathway lon channel About the Microarray data
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cascade wmensai retardstion Microcephaty INETVOUS « 62,000 gene probes per profie
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system £ phiting
e g e W s N S FPY S, - * Data mapped with histology into unified
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Por ultimo, se verifica el registro, detalles y minucias de las proteinas en
analisis en la pagina del Instituto de Ciencias Weizmann
(http://www.genecards.org/cgi-

bin/carddisp.pl?gene=ANXA5&search=annexin+) (46). Se ingresa el gen

deseado y aparece un listado de todo lo relacionado con la busqueda.
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small nucloolar RNA, HIAGA box 78 G008 20 ey

Brevious site

_ Statistics [+ of Genes® Genes

La base de datos proporciona los nombres alternos registrados para el mismo
gen, su funcién, locus, informacion sobre su mMRNA, extension, peso,
cantidad de exones e intrones y modificaciones post-traduccionales, asi como
referencias bibliogréaficas del gen.
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Confirmacién in situ, inmunohistoquimica.
Se solicit6 el anticuerpo (http://www.abcam.com/Annexin-V-antibody-
ab54775.html) (29).

- 5 =25 = r www.abcam.com/Annexin-V-antibody-abS4775 | % ] Y G D'
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Products Cell Biology >= Apoplosia >> Annexin V Resgents

Anti-Annexin V antibody (ab54775)
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.y 1B, WL, ICCAE, IHC-, Flow Cyt more details ::_
aro
Secondary antibodies ress resctivh
.4 e e Foacts with —_——
Inctype controm Human o
Immuncgen Recombinant full lengih proten, Cormesponding 1o amna acds 1-32 1 .-
of Human Annesin V
H your product does mot Propsree

pariorm s described on

Form Liquid
s datasneet. we Wil e

refund or replace your Btorage instructions Shipped at 4°C. Upon delivery aliquol and siore at -20°C o -80°C

perenieck Avoid repeated freeze § thaw oycks
Foad cur gusrantes =

Storage butfer Fresarcatve Mons
PBS. pH 7.2

Cancantratan 100 g st 1mgimi
Pury Proten G purfeed
Cronatity Manacions {entage}
Imeruncsylochermintey!
Inotype IgG
- “ [ A —
Light chain type rappa Annaxin ¥

En las especificaciones del fabricante, se menciona que el tejido control es

colon humano.

4 r M= [www.abcam.comFAnnexin-\a’-anIibcdy-ab54??5.html#ab54??5__3.;pg C](

lx Anti-Annexin V antibody (ab4775) | Abcam

'wal Immunohistochemistry (Formalin/PFA-fixed paraffin-embedded sections) - Anti-A in V antibody (ab54775)

Annexin V antibody (ab54775) used in immunohistochemistry at 3ug/ml on formalin fixed and paraffin embedded human colon.
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El tejido control para este estudio fue una muestra de colon cadavérico de un
individuo masculino de 6 meses de edad en quien se demostré la causa de
muerte fue intoxicacion por acetaminofen. Se demostré integridad del tejido
intestinal por lo que fue susceptible de utilizarse. El tejido se obtuvo gracias a
la cooperacion del Servicio Médico Forense del DF bajo previa autorizacion
del director, el Dr. Felipe Edmundo Takajashi Medina y aprobacion del
protocolo en cuestion por la misma institucion. Se estandarizé la técnica con
tejido control y se procesaron las muestras con la técnica de IHQ para
detectar la proteina blanco, siguiendo los lineamientos estandar y bajo

estricta supervision técnica.

Se identifica el tipo de tumor por medio de tincion H&E, se calculé la

concordancia intraobservador de las variables que se muestran en la tabla 5.

Una vez hechos los cortes del tejido tumoral en parafina (5micras), se
procedi0 a realizar la técnica de IHQ con el sistema peroxidasa-

antiperoxidasa, de acuerdo con las recomendaciones de los proveedores.

Brevemente el tejido se fijo utilizando formol amortiguado al 10%, utilizando
porta objetos con poly-L lysina. (0.1% en agua destilada). El tejido fue
desparafinado en una estufa de calor seco a 60° C durante 30 minutos o el
tiempo que fue necesario y rehidratado con xilol, alcoholes a diferentes
concentraciones (5 minutos en cada una de las soluciones). Posteriormente
se llevé a cabo la recuperacion antigénica mediante DAKO target retrieval
solution al 10% durante 20 minutos en una olla express. Una vez que se
enfrid a temperatura ambiente se retir6 del recuperador y se enjuagé con
agua destilada 6 PBS. Se bloqued por 10 minutos con DAKO peroxidase

blocking al 3% cubierto de la luz y se lavo con agua destilada 6 PBS.

Los cortes fueron incubados en una camara humeda durante 20 minutos con
los anticuerpos primarios: Anti-annexina V (1:100 ABCAM, Anticuerpo
monoclonal de ratén). El anticuerpo primario fue detectado con un anticuerpo
secundario biotinilado. Una vez aplicado, se incub6 durante 30 minutos con

estreptavidina conjugada (peroxidasa de rdbano). Posteriormente se reveld
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con el cromégeno diamino-bencidina (DAB) por 5 minutos y finalmente se

contrasté con hematoxilina.

El tejido fue deshidratado con alcoholes de menor a mayor concentracion

(50%, 70% y 100%) y xilol. Las preparaciones se sellaron con resinas.

Disefio del estudio

Piloto

Se investiga por primera vez si los resultados in silico de miR-21 se
encuentran presentes en astrocitomas infantiles.

Descriptivo

Se describe la presencia de la proteina blanco del microRNA en los
astrocitomas analizados.

Transversal

Medicion en un determinado momento de la enfermedad.

Analitico

Correlaciona la expresion de la proteina con el miRNA y el estadio tumoral.
Ciego

Los observadores desconocen que hay mas de un observador para calificar

las mismas variables.

Tamaio de muestra

Seran los pacientes que hayan sido estudiados en la Tesis de Doctorado de
la MC Ruth Ruiz-Esparza Garrido que cuenten con previa determinacion de
patrones globales de microRNAs en glioblastomas pediatricos, con
diagnostico confirmado de astrocitoma por el servicio de patologia, con
suficiente tejido fijado en parafina y que fuera adecuado para realizar la

técnica de IHQ.
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Criterios de seleccion

e Criterios de Inclusién
Pacientes con estudio previo de determinacion de patrones globales de

microRNAs y protedmica.

Ambos sexos

Entre 1-18 afios de edad

Casos con tejido en parafina

Expediente clinico completo

Diagnéstico histopatologico de astrocitoma

Carta de consentimiento firmada por los padres antes de la reseccion del

tumor.
e Criterios de no inclusién

Muestras de pacientes que hayan presentado otra enfermedad asociada con

sindromes de cancer.
e Criterios de eliminacion o exclusién

Muestra que posterior a la IHQ sea de una estirpe histolégica diferente a

pesar de tener microRNA previo.

Muestra que presente cambios por autolisis.

Definicién y Clasificacion de Variables
e Variables Independientes

1. microRNA

Definicidon conceptual: es una pequefia molécula de hasta 28 nucelétidos, no

codificante conservada evolutivamente que regula la expresion génica a nivel
post-traduccional al degradar o reprimir a sus blancos.

Definicién operacional: actualmente se considera que pueden actuar como

oncomir o bien, como mir-supresor de tumor por lo que estan involucrados en

muchas neoplasias.
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Categoria: Cualitativo

2. Edad

Escala: Nominal

1.- Presente (+) 2.- Ausente (-)

Definicidn conceptual: Tiempo de vida en afios.

Definicién operacional: Edad cumplida en afios

Medicién: en afos.

3.Sexo

Categoria: Cuantitativa: continua.

Definicién conceptual: Caracteristicas fenotipicas que califican al sujeto en

género femenino o masculino

Definicidon operacional: Género fenotipico

Mediciéon: Masculino / Femenino

4. Histologia del Tumor.

Categoria: Cualitativa: nominal.

« Definicién conceptual: de acuerdo con la clasificacion de tumores del

SNC de la OMS, los astrocitomas dependiendo de su patron

histoldgico se clasifican en:

Grado
(WHO)

Designacion

Caracteristicas

Pilocitico

Patron bifasico con proporciones variables de células
bipolares compactas con fibras de Rosenthal y células
multipolares suelas con microquistes y cuerpos granulares.
Escasas mitosis, ocasionales nlcleos hipercromaticos, y
escasa proliferacion microvascular

Difuso

Astrocitos  neoplasicos con diferenciacion fibrilar 6
gemistocitica en un fondo microquistico. La celularidad esta
moderadamente  incrementada, es monltona vy
ocasionalmente presenta atipia nuclear.

Anaplésico

Astrocitoma infiltrante con incremento de la celularidad con
atipia nuclear y actividad mitética.

Glioblastoma
Multiforme

Astrocitos pleomorfos poco diferenciados con marcada atipia
nuclear y actividad mitética. Proliferacion vascular prominente
de vasos glomeruloides y festoneados. Abundante necrosis.

(8)
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« Definicién operacional: Se revisaron las laminillas tefiidas de manera

rutinaria (H&E), se evalud el tipo histolégico de acuerdo con las
caracteristicas previamente descritas.

Categoria: Cualitativa Escala: Ordinal
Pilocitico =1
Fibrilar = 2
Anaplasico =3

Glioblastoma Multiforme = 4

e Variables Dependientes
1.- Proteina

Definicion conceptual: Anticuerpo monoclonal que identifica una proteina

completamente recombinante, correspondiente a 1.32 amino acidos de la
Annexina V Humana. Esta proteina es un anticoagulante que actia como
inhibidor indirecto del complejo de tromboplastina, involucrado en la cascada
de coagulacion, localizada en citoplasma y es marcador de células en

apoptosis.

Definicion operacional: Se valordé la expresion a nivel citoplasmatico en

tejidos fijados en parafina, en cortes a 5 micras de espesor para su manejo

con soluciones quimicas y con tinciones de IHQ.
Categoria: Cualitativa Escala Nominal

1.- Presente (+) 2.- Ausente (-)
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Resultados

Se verificd que el gen predicho por miR-21, es decir ANXA5, se encontrara
registrado en esta base de datos de sistema nervioso central tanto en tejido

sano como en el microarreglo de glioblastoma.

Microarray Data

£ [@ OO [ | human.brain-map.org/microarray/search/show ?exact_match=false... (5
Apple  Yahoo! Google Maps o 3 ¥ Pop v
ALLEN INSTITUTE N . S
o o BRAIN SCIENC_E_ Publications Contact Us
Home Mouse Brain Developing Mouse Brain Human Brain Mouse Connectivity More

Download Brain Explorer Documentation Help

Enter Gene Name, Gene Symbol, NCBI Accession Number or Entrez Gene 1D
© Gono Searcn t i

© Ditferential Search
() Gene Classification () Show exact matches only

| ANxas Search

7 Find Cormelates.

Exprossion - 2-score: NiA log2 Intensity: NIA S Viver e [[All Donors]
Rolatod Datn: T I IS

For fun oot A_32_POASB4

1-2602 [l Bonor HO3S1 2001 antorc! Gt gyTus (ADIG)

[} .

o Srwiel e v, IE I e o S el O e
ANXAS A2 POOTa0
A_22 Possos

Se muestra la lista de resultados relacionados con la anexina V.

‘

e | A [ | www.genecards orgfindex php?path=/Search/keyword/Anxa5 Gl

x Search GeneCards v3.0 -+

+  ANXAS annexin AS protein-coding 70 GCO04M122589 1257
+  ANXAB annexin A8 protein-coding 55 GC10P048255 255
+  ANXASL1 annexin AB-like 1 protein-coding as GC10M047157 242
+  ANXAZP2 annexin A2 pseudogene 2 pseudogene 34 GC09P033632 2.05
+ ANXABLZ annexin A-like 2 protein-coding 45 GC10P047TT46 1.84
+  ANXA9 annexin A9 protein-coding 56 GCO1P150954 1.42
+ ANXAT annexin AT protein-coding 62 GC10MO75135 1.18
& ANXAZ annexin A3 protein-coding 62 GC04P079403 1.18
+  ANXA13 annexin A13 protein-coding 57 GCO8M124762 0.87
3+  ANXA1D annexin A10 protein-coding 49 GC04P169013 0.87
1+ ANXA1 annexin A1 protein-coding 70 GCO9PO75766 0.84
2 + ANXAA annmdn Ad nrotrin-coding A2 GCO2PDRAA4T nA4 .

En la siguiente tabla (Tabla 5) se ilustran los miRNAs analizados y los

resultados de los genes candidatos in silico.
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Tabla 5 miRNAs y genes

miRNA estudiado en mirdb.org Gen blanco candidato
miR-X Total de genes en SNC/Total de genes regulados
por el miRNA
miR-154 17/270
miR-133b  15/215 EFEMP1

miR-29b 19/371

miR-149 12/238

miR-133a  13/214

miR-124 21/481 ANXA4

miR-323 5/94

miR-506  3/526 ANXA11

miR-21 10/382 ANXA5

Total de miRNAs analizados = 2,791

miRNAs seleccionados = 100

miRNAs candidatos = miR-21, miR-124, miR-506
miRNA elegido = miR-21

Por lo tanto, por medio del analisis in silico se evaluaron 2,791 genes para
buscar la posible relacion con los miRNAs propuestos, sin embargo
solamente miR-21 tiene significancia estadistica por lo que se eligi6 como
candidato. Aun cuando miR-124 y miR-506 también regulan miembros de la
faminila de las anexinas, se descartaron por no haber mostrado significancia

estadistica en estudios previos.

Con esta infomracién se eligié a la anexina V, se selecciond con base en la
frecuencia de aparicién, es decir, los tres miIRNAS coincidieron con la
regulacion de la proteina como producto blanco final. Ademéas que
actualmente a la anexina se le considera un marcador biolégico para
apoptosis, por lo que puede ser una herramienta diagnéstica para la

identificaciéon de células en apoptosis y en un futuro normar tratamiento.

Se elimind un paciente, el caso PQ 155-10 debido a que el diagndstico .

confirmatorio fue determinado como ependimoma.

La Tabla 6 muestra la base de datos para la obtencién de los resultados del

analisis con el software SPSS version 17.
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Tabla 6 Registro de lectura de Inmunohistoquimica para anti-anexina V

Presencia de | Evaluacion de | Porcentaje (%) Tipo de Tumor
anexina V Intensidad (1):0, 1,2y 3.
ANXAS5

NUmero aproximado de | 1 Pilocitico

0 = No tifié células que se

hibridaron ~ con el | 2 Fibrilar

+ = positivo 1= < que el control anticuerpo. _
3 Anaplasico

- = negativo 2 =igual que el control

4 Glioblastoma
3 = > que el control

Observadores:

Observador_ A Evaluador Observador B Evaluador Observador C Revisor

Para asegurar la confidencialidad de la muestra para nuestro estudio se retira
el nimero de PQ y se enumeran las muestras en orden ascendente del 1 al 7
en el siguiente orden y en lo sucesivo se mencionaran conforme al nimero

asignado:

Control
1405-07
833-07
1181-07
865-07
234-10
179-10
622-10

N o g s~ DR
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No. de Edad Edad al Género Localizacién y Sobrevida ANXAS | Intens | No. de
muestra actual diagnéstico tipo de tumor | al momento idad células
Masculino del estudio
(afios) (afos) (m) ! {n
Femenino Si / No
(F)
0 Control finaco 6meses M Colon sano + 2 20
AByC
1 9 4aim F Fosa posterior Si
A 1 + 2 7
B Z - 1 5
[ 2 B 2 6
2 7abm 2 ™ Fosa posterior ST
A 1 - 2 3
B 1 + 2 3
c 1 + 1 1
3 18 12 F Fosa posterior ND
A 4 + 2 1
B 4 + 2 2
C [} B 2 1
4 15 10 F Tello Si
A 2 - 0 0
B F] + 3 2
C 3 B 2 1
5 4 1abm F Ngr\rp optico SI
izquierdo
A 1 - 2 6
B 2 + 1 6
(o3 1 + 1 1
6 18 15 M Lébulo frontal Si
izquierdo
A 1 - 1 10
B 2 B 2 [:]
C Z B 1 2
7 9 2 F Lobulo temporal ST
derecho
A 1 + 2 ]
B 1 - 2 8
c 1 + 2 2
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Los resultados del andlisis in silico demuestran que los especimenes sobre-
expresan miR-21, por lo que se encontrd6 menor cantidad de anexina V con

respecto al control mediante su comprobacion por IHQ.
A continuacion se muestran algunas fotografias representativas de los casos

para ilustrar la positividad de la proteina en las siguientes muestras: muestra

control positivo, muestra # 1, # 2, # 3 y # 6 como control negativo interno.
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Observamos que el 42% de los tejidos tumorales estudiados tuvieron una
expresion de anexina V menor que el control y el resto igual que el control.
No encontramos ausencia de la expresion en ninguna laminilla ni expresion

mayor al control.

Sin embargo, se observo que el 57% de los casos fueron femeninos y el 42%
masculinos. Por rango de edad de aparicion se encontré que el 28% tienen

menos de 4 afios, el 14% 1 afio, el 28% 9 afos y el 28% 16 afios.

En cuanto a la concordancia del observador A vs observador B fue del 60%,
del A vs C fue del 70% y del observador B vs el observador C fue del 100%.

La correlacion en el conteo del nimero de células por el observador A vs el
observador B fue de 0.781 (p= 0.03), mientras que entre el observador B vs
el observador C fue de 0.6086 (p= 0.147). Finalmente la correlacion entre el
observador A vs el C fue de 0.836 (p=0.0189). La asociacion en la intensidad
del observador A vs el B fue de -0.670 (p=0.0990), mientras que entre el
observador A vs C fue de 0.180 (p=0.699) y del observador C vs B fue de -
0.161 (p=0.730) lo cual traduce que no hay una correlacion estadisticamente

significativa.
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Discusion

Si bien miR-21 esta sobre expresado es probable que la presencia de
anexina V sea menor en tumores de bajo grado con respecto al control, lo
cual fue consistente con lo que observamos en las muestras de los pacientes
con IHQ. La relacion miRNAs y proteinas a nivel de expresion no es
necesariamente directa, ya que las proteinas estan sujetas a modificaciones
postraduccionales que las regulan. De tal forma que no es una constante el
encontrar el blanco final del miRNA estudiado en un tejido determinado. Se
sabe que la anexina V esta presente en glioblastomas de adultos, pero aun
no hay reportes de su presencia en astrocitomas pilociticos o fibrilares y su
presencia se considera ya un marcador biolégico para apoptosis. En nuestro
estudio encontramos que la anexina V esta presente en tejido tumoral
pediatrico tanto en tumores de bajo grado como en los de alto grado, lo cual
al hacer una observacion de la muestra estudiada se vié que los pacientes
analizados siguen vivos. Esta observacion puede llevarnos a la premisa que
si hay presencia de anexina V en el tumor, el paciente tendra sobrevida aun

cuando el astrocitoma sea de alto grado.

En esta ocasion logramos comprobar la presencia de la proteina, obtenida a
partir del andlisis in silico y podemos confirmar que no solamente se
encuentra en tejido tumoral de adulto sino también en pediatrico, lo que
indica que la neoplasia debe tener alguna similitud en cuanto a su
comportamiento, puesto que presentan la misma proteina aun en estadios

diferentes.

Se sabe que miR-21 actia como un oncogen, reprime el crecimiento celular y
provoca arresto mitotico. Las células cancerosas sobreviven porque la
respuesta a la apoptosis se encuentra alterada o bien, porque evaden los
puntos de control del ciclo celular, por lo que hay un crecimiento desmedido
de las células neoplasicas y proliferacion de las mismas. Sin embargo, miR-
21 aparentmente esta regulando el mMRNA de la anexina V y la encontramos

en tejido tumoral, por lo que si hay anexina V y apoptosis presente entonces
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habra mejor prondstico para los pacientes. Estos resultados podrian verse
reflejados en un future sobre el manejo clinico que se realiza a los pacientes,
ya que si tras la toma de biopsia se realiza inmunohistoquimica para la
anexina V y se observa positividad en las muestras habra que ver la relacion
con la apoptosis sefialada por la anexina V y la mejor respuesta al

tratamiento.

Existen estudios donde se ha probado la presencia de anexina V en tumores
del SNC, en especifico en glioblastomas. Estos estudios han usado como
base cultivos celulares de glioblastomas de tejido adulto y se ha empleado
citometria de flujo y para determinar a esta proteina. Por lo que, a nuestro
saber y tras revision de la literatura este seria el primer reporte de anexina V
en tejido tumoral en fijado en parafina de astrocitomas pediatricos, donde por
medio de la técnica de IHQ y partiendo de bases de datos (analisis in silico)

se ha logrado demostrar su presencia.

Perspectivas
Este proyecto abre lineas de estudio por investigar:

e Realizar el seguimiento a los pacientes de este trabajo para observar
la evoluciébn y hacer una nueva medicibn de anexina v post-
tratamiento.

e Evaluar la expresion de anexina V con respect a los diferentes
guimioterapicos utilizados.

e Aumentar el nivel de apoptosis a través de la manipulacion de miR-21.
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Conclusiones

El andlisis in silico nos indicé que la anexina estaria presente en los
glioblastomas sin embargo también se encontré6 en astrocitonas de bajo
grado en mayor cantidad que en los de alto grado. Todos los pacientes de la
muestra siguen vivos aun cuando en algunos casos la reseccion tumoral no
fue completa y han presentado progresion tumoral. Sin embargo, no
podemos precisar si el tratamiento es correctamente el efectivo o si bien, si
se debe a que miR-21 esta expresando anexina V en este tejido y por medio

de apoptosis hay mejor respuesta al tratamiento.
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Anexos
Aspectos éticos

Carta de consentimiento informado firmada por los padres antes del evento
quirargico, los cuales autorizan la toma de tejidos y el manejo del espécimen

por diferentes métodos para un diagnostico definitivo.

Es un estudio con riesgo menor de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana en
materia de Investigacién en Salud, dado que las muestras de este proyecto
son tejidos que forman parte del banco de tejidos del Dr. J. Enrique Lopez

Aguilar.

Las muestras se han obtenido de tejido proveniente de biopsias, lo que forma

parte del proceso para el diagndéstico y determinacion del tratamiento.

Debido a que se utilizo tejido de especimenes archivados en el servicio
Patologia, enviados para examen de rutina y que los datos obtenidos del
expediente seran manejados en forma confidencial. Para mantener la
confidencialidad de los casos se manejo el espécimen por nimero de pieza
quirargica. Esto es, al momento de realizar la IHQ, todos los tejidos van
enumerados con el nimero original asignado cuando se recibi6é en el servicio
de patologia y para salvaguardar la identidad del individuo en el estudio se

enumeraron en orden descendente del 1 al 7.

A continuacion se muestra la hoja de consentimiento informado que firman
los padres o tutores de los pacientes para la toma de biopsia y manejo de la

muestra para estudios posteriores antes de la reseccion quirargica.
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INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
HOSPITAL DE PEDIATRIA CMN SXXI

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA CONSERVACION DE MUESTRA DE
TUMOR CEREBRAL EN EL BANCO DE TEJIDOS PARA ESTUDIOS MOLECULARES

Nombre del paciente Edad
No. de afiliacion

Después de haber leido el presente documento y de haber recibido las aclaraciones
necesarias. Yo padre () madre ()
tutor () del menor AUTORIZO al personal médico y paramédico del hospital de Pediatria
para conservar un fragmento del tumor cerebral de mi paciente para realizacién de
estudios moleculares posteriores.

RIESGOS estoy enterado (a) de que el conservar una muestra del tumor no origina
ningln riesgo a mi paciente, ya que se tomara de la pieza que se extrae durante la
cirugia.

La conservacion del tejido se hara en el banco de tumores del sistema nervioso central
para estudios moleculares futuros y el resto de la pieza se enviara al servicio de
patologia del hospital para la clasificacion histolégica de la tumoracidn.

Estoy enterado (a) de la garantia y seguridad del procedimiento y que los riesgos
potenciales son derivados de la cirugia per se y del tipo de enfermedad de mi paciente y
no de la conservacién de tejido para estudios.

CONSENTIMIENTO DEL PADRE O TUTOR: he leido y entendido este formato de
consentimiento y comprendo que no debo firmar si todos los parrafos y todas mis dudas
han sido explicadas o contestadas a mi entera satisfaccién o si no se entiendo el término
o palabra contenida en este documento.

NO FIRME A MENOS QUE LEAY ENTIENDA POR COMPLETO ESTE DOCUMENTO

“Conozco las normas del IMSS y la sancién a que nos hacemos acreedores en caso de
incumplimiento, por lo que acataremos sus procedimientos de aplicaciéon dentro de las
instalaciones, tanto el suscrito como mis familiares o amigos o profesional o similar que
visite a mi paciente.

Nombre y firma del testigo Nombre y firma de Padre/Madre o tutor

Nombre y firma del testigo Fecha Hora

DECLARACION MEDICA. He explicado el contenido de este documento al paciente y he
respondido todas las preguntas al grado maximo de mi conocimiento.

Dr. . Enrique Lépez Aguilar

Nombre y firma del médico Fecha Hora
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Recursos fisicos y humanos

e Personal: se cuenta con personal especializado, un patdlogo pediatra,
un patélogo general, un neuro-patdlogo y el grupo de investigacion
capacitado para la realizacion e interpretacion de la técnica de IHQ.

» Recursos materiales: los bloques de tejidos fijados en parafina estan
disponibles en el archivo del Departamento de Patologia del Hospital de
Pediatria, CMN SXXI. El equipo y reactivos de la técnica de IHQ se
localiza en la Unidad de Investigacion de Tumores Cerebrales, UMAE
Hospital de Pediatria CMN SXXI.
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Fecha

Lugar de
trabajo:

Hoja de recoleccion de datos

Astrocitoma:

NUmero de
muestra:

Laminilla:

MiRNA:

Anticuerpo:

Resultado:

Observaciones:

Nombre de quien manipula la muestra y realiza la técnica:

Dra. Leyla Soraya Camatrillo Blancarte

Nombre del supervisor del laboratorio:
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INSTITUTO MEXICANO

»,

DEL SEGURO SOCIAL

Registro de lectura de Inmunohistoquimica para anti-anexina V

Presencia
de anexina
V

ANXS5

+ = positivo

- = negativo

Evaluacion de
Intensidad (1):0, 1, 2
y 3.

0 = No tifid

1 = < que el control

2 = igual que el
control

3 = > que el control

Porcentaje (%)

Numero aproximado
de células que se
hibridaron con el
anticuerpo.

Tipo de Tumor

1 pilocitico
2 fibrilar
3 anaplasico

4 glioblastoma

Observadores y Revisor

Observador A | Observador B | Observador C
Evaluador Evaluador Revisor

PQ Edad Edad al Género | Localizacion y | Sobrevidaal | ANX | () | %

actual | diagnostico tipo de tumor momento 5
M/F
del estudio
Si/ No

Control | finado 6m M Colon sano + 2 20
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1. A Control con HE

Especie /
tejido Humano / colon
Método de Microscopia optica de
Microscopia campo claro
Método de _
inclusion Parafina
Método de
tincién H&E
Grosor de
corte 5um
Microscopio

Iroscope

Descripcion A:
Esta preparacion muestra un corte

de colon de 5um de espesor tefido

con H&E. Las flechas indican:

- Mucosa [' M

- Submucosa SM

- Muscular de la mucosa 1 Ms

- Vellosidades intestinales [1 VC
- Células caliciformes

- Criptas de Lieberkiihn CL10

Cuestiones de interés: Citoplasma
de las criptas de Lieberkuhn.

1. B Control con

Anti-anexina V

Descripcion B: Esta preparacion
muestra una porcion de un pliegue
de colon en un corte en 5um de
espesor tefiido con anti-anexina V.
N

Las flechas indican las sigueintes
estructuras: [ Citoplasma de las
criptas de Lieberkuhn positivo para

anexina V.
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2. Acercamiento del control 3. Muestra#1

Especie / tejido  Humano / astroctioma fibrilar

msg?ods%geia Microscopia 6ptica de campo
P claro
Método de ]
inclusién Parafina
Método de
tincién IGHQ, anti-anexina V
Grosor de corte
5um
Microscopio
Iroscope
Esta preparacion muestra un
acercamiento del campo anterior T S R -v-1
del control positivo de colon donde - ‘ ' - :
-

se observa mucosa colodnica.

Las flechas indican las sigueintes
estructuras: criptas de Lieberkhun
revestidas por células caliciformes
y columnares mucosecretoras con

positividad citoplasmica para

anexina V. 40x

Esta preparacion digital muestra un
corte de 5um de astrocitoma

fibrilar.

Las flechas indican tres células con
positividad citoplasmica para

anexina V. 40x

35



4. Muestra# 2

Especie / Humano / astrocitoma
tejido pilocitico

Método de Microscopia dptica de
Microscopia campo claro

Método de }

inclusién Parafina

Método de

tinciéon IGHQ, anti-anexina V

Grosor de

corte 5um

Microscopio

Iroscope

Esta preparacion muestra un corte

de 5um de astrocitoma pilocitico.

Las flechas indican una célula con
positividad citoplasmica para

anexina V. 40x

5. Muestra# 3

Humano / glibolastoma

Es__peue/ multiforme

tejido

Método de Microscopia 6ptica de
Microscopia campo claro

Método de ]

inclusion Parafina

Método de

tinciéon IGHQ, anti-anexina V
Grosor de

corte 5um

Microscopio

Iroscope

Esta preparacion muestra un corte
de 5um de glioblastoma

multiforme.

Las flechas indican tres células con
positividad citoplasmica para

anexina V. 40x
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6. Muestra# 6

Especie /
tejido
Método de
Microscopia

Método de
inclusion
Método de
tinciéon

Grosor de
corte

Microscopio

Humano /
astrocitoma fibrilar

Microscopia 6ptica de
campo claro

Parafina

IGHQ, anti-anexina V

5um

Iroscope

La preparacion muestra un corte
astrocitoma fibrilar donde se
observa una diferencia de color en
la tincién. El lado derecho de la
fotografia muestra el tejido tumoral
con hipercelularidad, fibras gliales
y tincion  positiva para el
anticuerpo. El lado izquierdo de la
fotografia muestra tejido sano con
pocas células y sin tincion al
anticuerpo por lo que esta muestra
fue el control negativo interno para

el estudio.
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