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Resumen

Los Tumores de Sistema Nervioso Central (TSNC) comprenden entre el 15 al 20%
de todas las neoplasias ocurridas en la nifiez y la adolescencia. En México se ha
reportado que los tumores intracraneanos pediatricos son las neoplasias solidas
mas frecuentes durante la infancia que se originan principalmente en fosa
posterior entre los que se encuentra el meduloblastoma, gliomas (astrocitoma,
ependimoma, oligodendroglioma) y germinomas. Actualmente se desconocen los
motivos del desarrollo de cancer infantil pero con base en los conocimientos
tedricos se puede afirmar como posibles causas a los factores ambientales,
genéticos y epigenéticos como la metilacion del DNA que conduce a un cambio
fenotipico de las células originando consecuencias funcionales. En algunos TSNC
se han encontrado genes metilados como MGMT, IDHI, EGFR, TP53, WNT, SHH,
etc. ademas de la metilacion existen las alteraciones cromosOmicas que juegan un
papel importante para el desarrollo tumoral, asociandose con la localizacién
anatomica. Estas alteraciones pueden ser de ganancia y/o pérdida cromosomica,
algunas de las mas frecuentes en TSNC son ganancias en 1q, 7p, 9q, 12, 15q y
pérdidas en 6q, 14q.

Los cambios de expresion genética en procesos oncogenicos son los encargados
de grandes cambios celulares como la metilacion que ha sido propuesta como uno
de los factores importantes para el silenciamiento de genes supresores de
tumores en procesos oncogénicos dando origen a las diversas patologias, por lo
gue es de interés analizar los patrones de metilacién correlacionandolos con las
alteraciones cromosémicas en TSNC, en fosa posterior.

En el presente trabajo se colectaron muestras de TSNC ubicados en fosa posterior
para analizar mediante CGH y AIMS-CGH las alteraciones cromosomicas y el
patron de metilacidn, respectivamente y realizar una correlacion de los cambios
genéticos y epigenéticos entre e intra-tumores de SNC ubicados en fosa posterior
en pacientes pediatricos. Igualmente se realizd el analisis bioinformatico de los

genes que se localizan en las regiones alteradas.



Se encontraron regiones compartidas en las alteraciones cromosémicas y el
patrén de metilacion en los diferentes tumores analizados, principalmente se

observaron modificaciones en los cromosomas 1p, 5q, 7q, 17qy 22.



Abstract

Tumors of Central Nervous System (TCNS) comprise between 15 to 20% of all
cancers occurring in childhood and adolescence. In Mexico it has been reported
that pediatric intracranial tumors are the most common solid tumors during the
childhood, originating mainly in posterior fossa, as medulloblastoma, gliomas
(astrocytoma, ependymoma, oligodendroglioma) and germinomas. Currently the
reasons for the development of childhood cancer are unknown but based on
theoretical knowledge can be stated as possible causes to for the environmental,
genetic and epigenetic factors such as DNA methylation leading to a phenotypic
change of the cells causing functional consequences. In some TCNS were found
genes methylated as MGMT, IDH, EGFR, TP53, WNT, SHH, etc. besides the
chromosomal alterations, the methylation also play an important for tumor
development; some chromosomal alteration are gains in 1q, 7p, 99, 12, 15q and
losses on 6q, 14q .

Changes in gene expression in oncogenic processes are responsible for large
cellular changes such as methylation that were been proposed as one of the
important factors for the silencing of tumor suppressor genes in oncogenic
processes, so it is of interest analyze methylation patterns correlating with
chromosomal abnormalities in TSNC of posterior fossa .

The samples of TSNC located in posterior fossa were analyzed by CGH and AIMS-
CGH for observation the chromosomal alterations and the methylation pattern
respectively for a correlation between genetic and epigenetic changes in patients
during pediatric age. Were bioinformatic analysis of genes that are found in the
altered regions was performed. Shared regions of chromosomal alterations and the
pattern of methylation in different tumors analyzed were found, the mainly

modifications are in the chromosomes 1p, 5q, 79, 17q and 22.



1.- Introduccioén

Los Tumores de Sistema Nervioso Central (TSNC) comprenden entre el 15 al 20%
de todas las neoplasias ocurridas en la nifiez y la adolescencia (Packer et al.,
2008), en los que predominan los tumores infratentoriales (55%) sobre los tumores
supratentoriales (45%). Para cada poblacion infantil se manifiesta una preferencia
para determinados tipos tumorales, muestran diferencias raciales y geograficas en
la distribucién de neoplasias del Sistema Nervioso Central (SNC). En Europa y
Norteamérica, predomina el astrocitoma y el meduloblastoma, mientras que en
Africa y Japén hay una mayor incidencia de craneofaringiomas y tumores de la
region pineal; en cambio, el ependimoma es mas frecuente en la India que en
cualquier otro pais (Villarejo y Martinez., 2008). Para el caso de México se ha
reportado que los tumores intracraneanos pediatricos son las neoplasias solidas
mas frecuentes durante la infancia (Figura 1), de los cuales el 32% son
astrocitomas, 19% meduloblastomas, 11% craneofaringiomas, 10% ependimomas

y 4% germinomas (Chico et al., 2006).
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Figura 1. Incidencia de tumores cerebrales infantiles. SNC: Sistema Nervioso Central, PNET:

Tumores ectodérmicos primitivos (Chico et al., 2006).

Se ha reportado que aproximadamente la mitad de todos los tumores encefalicos

durante la niflez se originan en la fosa posterior ubicada cerca del tronco
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encefalico (Figura 2), entre estos tumores son el meduloblastoma, los gliomas
(astrocitoma, ependimoma, oligodendroglioma, glioblastoma multiforme) y en

algunas ocasiones germinomas (Packer et al., 2008).

A B

Infratentorial N2
(cerebellum)

Figura 2. Regionalizacion cerebral. A) Ubicacion de la fosa posterior. B) Region supratentorial e

infratentorial.

Actualmente, se desconocen los motivos del desarrollo de cancer infantil pero
existe el conocimiento teérico suficiente, para poder afirmar que dentro de las
posibles causas se encuentran el fumar, la alimentacion (de Bont et al., 2008), los
factores ambientales como la exposicidbn a compuestos derivados del benceno
(Fajardo et al., 1999), algunas causas virales propuestas como el virus Epstein-
Barr (Chico et al., 2006) y en una pequefia proporcién causas genéticas (de Bont
et al., 2008).

Los TSNC se clasifican de acuerdo a su origen, por lo que la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) en el 2007 clasificé los tumores en: tumores de tejido
neuroepitelial, tumores de nervios periféricos, tumores de meninges, linfomas y
neoplasias hematopoyéticas, tumores de células germinales y tumores de la

region selar.



1.1 Tumores de Sistema Nervioso Central

1.1.1 Ependimoma

El ependimoma (EP) es un tumor de crecimiento lento, se origina a partir de lineas
celulares ependimarias del sistema ventricular, plexos coroides, del canal central
de la médula espinal (Alcaraz et al., 2010; Lee et al., 2011), todos ubicados en
regiones dentro del SNC (Waha et al., 2004; Vega-Orozco et al., 2011), se forman
principalmente en el cuarto ventriculo (Figuras 3 y 4) (Zornic et al., 2011) y con
menor frecuencia a partir del parénquima cerebral como resultado de la migracién

de las células ependimarias durante la embriogénesis (Maeda et al., 2011).

Figura 3. IRM de ependimoma del piso del IV ventriculo. A) Corte coronal, B) Corte axial que
muestra adherencia al piso del IV ventriculo, C) Corte sagital que muestra el tumor a través del

orificio de Magendi, D) Control postoperatorio que muestra reseccién subtotal (Zuccaro, 2008).

Los EP pueden ser de dos tipos: infratentorial o supratentorial con una incidencia
del 50.9% y 49.1% de los casos, respectivamente (Chico et al., 2006, Forbes et
al., 2012) presentan un indice de supervivencia del 43 a 55% de los casos (Milde
et al., 2011) afectan preferentemente a nifios y adultos jovenes (Lee et al., 2011).

Se sabe que dentro de las neoplasias en nifios comprenden aproximadamente el
20% de los tumores malignos (Schmidt et al., 2010), el EP es el tercer tumor en

SNC mas comun (Waha et al.,, 2004, Fangusaro et al., 2011) y presenta una



mayor incidencia en grupos menores de 5 afios, a esta edad ocurre mas de la
mitad de los casos reportados (Lopez-Aguilar et al., 2009) para después disminuir
en el grupo de 5 a 9 afios y aumentando nuevamente en el grupo de 10 a 14 afios
(Fajardo et al., 1999).

Figura 4. Localizacion de tumor ependimario. La resonancia magnética indica que el
ependimoma se localiza en el tercer y cuarto ventriculo. Imagen proporcionada por servicio de
neurocirugia del Centro Médico Nacional “La Raza”.

La caracteristica histolégica de los EP es la formacidn de rosetas o pseudorosetas
(Ertan et al., 2010), apariencia adquirida por la formacion de células apiladas
alrededor de vasos sanguineos (Figura 5), a menudo se observa mitosis dentro de
la histologia del tumor (Alcaraz et al., 2010, Zornic et al., 2011) regularmente no
presentan infiltracion en el tejido circundante del parénquima, pero se han
reportado hallazgos patolégicos del EP en donde se encuentran infiltraciones a lo
largo de los tractos axonales, ademas en algunos casos se ha observé infiltracion
de las células tumorales individuales en el parénquima (Lee et al., 2011).

Es importante mencionar que la OMS (WHO, por sus siglas en inglés) clasifica a
los EP por variantes histopatologicas, para la edad pediatrica en: ependimoma
clasico (WHO grado Il) y anaplasico (WHO grado lll), se identifico a cada grado
histopatoldgico mediante factores de anaplasia como el incremento en la densidad
celular, actividad mitética, proliferacion microvascular y necrosis (Ellison et al.,
2011).



Figura 5. Histologia del ependimoma. Se muestra la formacién de una roseta caracteristica de

los ependimomas. Imagen proporcionada por el Hospital Infantil de México “Federico Gémez”

Se conoce que los EP pueden proceder de células derivadas de la transformacion
de células madre neuronales y sus progenitores (Hadjipanayiu et al., 2008),
pueden contribuir a la iniciacion y el desarrollo de los tumores cerebrales; estas
células comparten caracteristicas similares a las del SNC normal, incluyen la auto-
renovacion y la capacidad de proliferacion para la generacion de descendientes
(Hadjipanayiu et al., 2009), una de las células que ha sido propuesta como célula
madre en el desarrollo del EP es la célula glia radial (Kurian et al., 2008) que se
desarrolla a partir de los ventriculos y del canal central (Xie et al., 2010).

De acuerdo a la literatura se han reportado casos esporadicos de metastasis en
huesos, higado (Vega-Orozco et al., 2011), nodulos linfaticos cervicales
(Khinoshita et al., 2004), pulmones, pleura, nédulos linfaticos abdominales (Graff
et al., 1999), sin embargo la mayoria de las metastasis del tumor llega a ser

intracraneal y muy pocas se localizan en la médula espinal (Graf et al., 1999).



1.1.2. Astrocitoma

Los astrocitomas son tumores intracerebrales primarios (Figura 6), los tumores de
alto grado tienen el peor pronostico (Martinez et al., 2012); representan
aproximadamente el 40% de todas las neoplasias del SNC, durante la edad
pediatrica, aproximadamente del 15 al 25% son astrocitomas de bajo grado y del
10 a 15% de astrocitomas de alto grado, siendo del 10 a 20% astrocitomas del
tallo cerebral (Figura 7) y 10 a 20% astrocitomas cerebrales, los tumores gliales
representan alrededor del 70% de los casos reportados. Los astrocitomas son
considerados tumores infiltrantes, se sugiere que los otros gliomas tienen un
origen neuronal en la célula madre, carecen de marcadores biolégicos que
indiquen sobre el riesgo de transformacién maligna; sin embargo, se conocen
como tumores capaces de sufrir trasformacion anaplasica en el 79% de los casos
(Prat et al, 2008). Estas neoplasias tienen como alteracion genética la mutacion en
TP53 en un 60%, mutacion en IDH1en un 70% de los tumores; mientras que para
los tumores grado Il presentan hipermetilacion en el promotor del gen MGMT vy del
supresor de tumores EMP3. Interesantemente en los gliomas grado Il tiene una
mutacion en TP53, con regulacion baja de CDKNZ2A y regulacion de MDM2
asociado a la degradacion de p53, que frecuentemente se observa en
astrocitomas de grado Ill, mientras que las mutaciones en TP53 e IDH1 se han
encontrado en la misma frecuencia en astrocitomas grado Il (Martinez et al.,
2012). Los astrocitomas muestran ganancias del cromosoma 7 y/o delecion del
cromosoma 10, mutaciones de RB1 o PTEN, asi como la amplificacion de EGFR,
CDK4 o MDM2 (Ichimura et al., 2008).



Figura 6. Histologia de astrocitomas. Se muestras a las células elongadas hipercrotamicas
caracteristicas de estas neoplasias. Imagen proporcionada por el servicio de patologia del Hospital
de pediatria del CMN Siglo XXI.

Figura 7. Ubicacién de astrocitomas. Se muestra por IRM la ubicacién de esta neoplasia en fosa

posterior.

1.1.3. Oligodendroglioma

El oligodendroglioma es el tercer tumor glial mas comun de los gliomas entre la
edad de 2 a 5 afios, comprenden menos del 1% de los TSNC pediatricos, muestra
una presentacion clinica frecuentemente de mas de 5 afios. Se evidencian
comunmente en la quinta y sexta década de la vida, siendo durante la edad
pediatrica poco probables. Estos tumores son mayormente observados en el
I6bulo frontal, occipital, parietal (Figura 8) y en pocas ocasiones en el l6bulo

temporal (Velar et al., 2010). Este tumor se puede diferenciar a anaplasico, pero
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responde favorablemente a la quimioterapia, se caracteriza por envolver la materia
gris y presentar calcificaciones (Koeller et al., 2005), posee células con nucleos
redondos y ovalados, cuyo nucleo es ligeramente prominente (Figura 9). Las
prolongaciones citoplasmaticas son escasas y cortas; presentan pleomorfismo,
anaplasia, necrosis y gran prominencia de células endoteliales. Algunos
oligodendrogliomas tienen evidencia de neoplasia astrocitica, originando a los
“tumores mixtos” (Koellar et al., 2005). La gran mayoria de los oligodendrogliomas
tienen pérdidas homocigéticas de todo el cromosoma 1p (delecion total 1p), en
muchos de los casos tienen pérdida total del cromosoma 19q, estas
modificaciones se relacionan con factores prondsticos o respuesta del paciente al
tratamiento, caracteristica de la regién 1p36.22-p36.23 perdida en la mayoria de
estos tumores (Ichimura et al., 2008).

Los analisis moleculares han contribuido al reconocimiento de importante de
alteraciones genéticas importantes durante la tumorigénesis en cerebro, algunas
relacionadas al pronostico del paciente; los marcadores moleculares identificados
para el dafio neurolégico y neuropatoldgico son los brazos 1p y 199 por su alta
sensibilidad de estrés genotoxico (Senetta et al., 2013). Se presentan pérdidas de
1p y 199 en un 40 al 80% de estos tumores, juega un rol crucial en el diagndstico,
tratamiento y pronostico en adultos (Suri et al., 2011). Algunas veces invaden las
meninges y puede en ocasiones hacer metastasis a otros érganos como el higado,
pulmén, hueso y noédulos linfaticos cervicales. En adultos las anormalidades
cromosémicas 1p y 199 se pierden alrededor del 80% al 90% del grado Il y del 50
al 70% en los tumores grado Ill, sin embargo en la edad pediatrica es raro
observar estas alteraciones cromosémicas (Velar et al., 2010). EI gen MGMT ha
sido clasificado como un predictor independiente para la respuesta terapéutica a la
guimioterapia en astrocitomas de alto grado y oligodendrogliomas tratados con
temozolamida, ha sido reportada como una correlacion positiva con la pérdida de
1p/19q (Suri et al., 2011).



Figura 8. Ubicacion de oligodendroglioma. Se muestra imagen obtenida mediante IRM, donde

se observa al tumor localizado en I6bulo temporal.

Figura 9. Histologia de los oligodendrogliomas. Se muestran formaciones celulares con nucleos

redondeados heterocroméaticos rodeados por citoplasma.

1.1.4. Glioblastoma Multiforme

El Glioblastoma Multiforme (GBM) es un tumor de SNC considerado como primera
causa de tumores cerebrales (Figuras 10 y 11) durante la edad adulta y en menor
proporcion en nifilos (Zinn et al., 2012), debido a la existencia de pocos
tratamientos eficaces presentan un indice de mortalidad alto. EI GBM de acuerdo
a sus caracteristicas clinicas, histologicas, genéticas y el prondstico heterogéneo,
dependiendo de sus caracteristicas han sido divididos en subtipos primarios y
secundarios. Se ha demostrado alta variabilidad genética y molecular de los GBM,

por lo que se complica la identificacion de los elementos fundamentales dentro de
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la red de sefalizacion celular de los GBM originando limitaciones para el
desarrollo de terapias dirigidas a un tumor especifico (Baysan et al, 2012). Los
GBM se dividen en dos tipos de tumores: primarios y secundarios; los primeros
pueden rapidamente desarrollarse a partir de un tumor de bajo grado de
malignidad y son diagnosticados desde el inicio de la patologia como GBM,
mientras que los segundos se consideran como el final del estado de progresion
de los tumores astrociticos de bajo grado (Gomori et al., 2012), por lo tanto se dice
gue el GBM es el mas comun y agresivo de los astrocitomas, se caracteriza por
presentar varias alteraciones genéticas, afectando genes que controlan el
crecimiento celular, apoptosis, angiogénesis e invasion ademas se identifica por
varias alteraciones cromosémicas que afectan genes de control celular. Las
alteraciones epigenéticas por si solas o0 en combinacidn con mecanismos
genéticos que afectan a la expresion de genes oncogénicos (Skiriute et al., 2012).
Dentro de la clasificacion de los GBM, se tienen cuatro categorias que consideran
la delecién cromosémica en el tumor o amplificacion, es un evento prondstico
relacionado a baja frecuencia de expresion donde se incluyen genes como:
IGF1R, PDGFRB, PIK3CA, CDK6, CCND1, CCNEL1, ademas deleciones en 5035,
10925, 22q13; asi como las ganancias en los cromosomas 1q, 7 y pérdidas en
10g y 16g que se presentan en estos tumores (Bax et al., 2010). Se han
identificado 3 genes epigenéticamente desregulados en mas del 50% de
glioblastomas: MGMT, GATA6 y CASP8, que se han considerado factores de
prediccién para la sobrevivencia de pacientes jovenes (Skiriute et al., 2012).
Mientras que los glioblastomas primarios se caracterizan por multiples alteraciones
genéticas, comunmente incluyen pérdida de heterocigosis del cromosoma 10, la
amplificacion y sobreexpresion de EGFR, deleciéon de CDKN2A y mutacion de
PTEN; se sabe que soélo el 5% de glioblastomas se desarrollan a partir de la
progresion de un astrocitoma preexistente grado Il o grado Ill, estos GBM
secundarios tienen amplificacion de EGFR pero presentan con frecuencia la

mutacion de TP53 (von dem Knesebeck et al., 2012).
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Figura 10. Histologia de Glioblastoma Multiforme. Se muestra tincion H&E del tumor donde se

observan células en mitosis, pleomorfismos y citoplasma.

Figura 11. Localizacién de Glioblastoma. Se muestra por medio de IRM que la localizacién de la

neoplasia en fosa posterior.

1.1.5. Meduloblastoma

El meduloblastoma, por definicion nace en la fosa posterior (Figura 12) y se
difunde por medio del Liguido Cefaloraquideo (LCR), es el tumor maligno
encefalico mas comun de la nifiez (Wu et al., 2012), se suele diagnosticar en nifios
menores de 15 afios de edad, con un pico entre los 3 y 4 afios de y otro pico entre
los 8 y los 9 afios. Entre el 10 y el 15% de los pacientes son diagnosticados
durante la lactancia. Los pacientes afectados son tratados con radiacion en

cerebro y médula espinal seguida de quimioterapia de alta dosis con los
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consiguientes efectos deletéreos en el desarrollo del SNC (Wu et al., 2012;
Fernadndez et al., 2013).

Figura 12. Localizacion del meduloblastoma. Se muestra por medio de IRM al tumor ubicado en

fosa posterior

El meduloblastoma de tipo clasico o indiferenciado, comprende el 70% o mas de
estos tumores, esta compuesto por células apiladas de modo denso, con nucleos
hipercromaticos redondos, ovales o en forma de zanahoria y citoplasma minimo
(Figura 13). La variante de células grandes o anaplasica, que tiene nudcleos
pleomoérficos, nucléolos prominentes y citoplasma mas abundante (Packer et al.,
2008), se origina a partir de células primitivas dentro de zonas germinales
cerebelosas, por lo que es considerado un tumor neuroectodérmico (Schwalbe et
al.,, 2011). La patologia incluye cuatro subgrupos: Sonic hedgehog (SHH),
subgrupo WNT, los subgrupos 3 y 4 que muestran diferencias en cariotipo,
histologia y prondstico, el gen EZH2 se muestra ganado y sobreexpresado, asi
como ganancias en el cromosoma 7¢. En el cromosoma X se encuentra la
mutacion del gen DDX3X caracteristica del subgrupo WNT (Robison et al., 2012).
La activacion de diferentes vias de sefalizacion en diversos subtipos sugiere que
tienen distinto origen. Algunas anormalidades en el meduloblastomas son las
pérdidas en 6q, 8p, 9q, 10q, 11, 16q, 20, X; ganancias en 1q, 2p, 4q, 6q, 9p, 13q,

14q y 18 (de Bont et al., 2008), siendo la mas comun el isocromosoma 17, con la
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pérdida de los brazos cortos, produciendo un cromosoma con 2 centrdmeros
pequefios. Las técnicas citogenéticas permitieron observar el isocromosoma en un
30 a 50% de los casos, ademas se han identificado pérdidas del cromosoma 10q
(35%) (Collins., 2004). La metilacién diferencial en el meduloblastoma pediatrico
comprende la identificacion de genes con metilacion especifica de promotor de
PTCH-1C, un regulador negativo de la via SHH; el gen PTCH1 se ha descrito en el
meduloblastoma con silenciamiento epigenético por la metilacion del DNA que
contribuye al desarrollo del cancer, sugiere el uso de desmetilantes del DNA como
estrategia potencial para terapia génica (Diede et al., 2010).

Figura 13. Histologia del meduloblastoma. Se muestra la tincibon H&E donde se

muestran células alargadas en forma de zanahoria con ndcleos hipercromaticos.

1.1.6. Germinoma

Los tumores de células germinales, comprenden alrededor del 2 al 5% de todos
los TSNC pediatricos, nace predominantemente en la region pineal (Figura 14 y
15) y supraselar (Packer et al., 2008); son considerados como las neoplasias mas
frecuentes de la region pineal (45-50%), constituyen el 75% de todos los tumores
derivados de células germinales (Navas-Garcia et al., 2011). Estos tumores de
células germinales intracraneales (CGT), se dividen en los siguientes tipos
histolégicos: germinoma, teratoma, carcinoma embrionario, tumor de saco vitelino
y los tumores de células germinales malignos (Parwani et al., 2005; Mufti et al.,

2012), aunque cabe mencionar que otros tipos de tumores pueden desarrollarse

13



en la region pineal como son gangliogliomas y ependimomas, con una frecuencia
muy inferior a los tumores germinales (Navas-Garcia et al., 2011). Los pacientes
con estos tumores presentan un incremento de la presion intracraneal, hidrocefalia
obstructiva y/o sindrome de Parinaud, los pacientes con tumor suprasellar
muestran diabetes insipida, sintomas de hipopituitarismo y desviacion visual
(Mabbot et al., 2011). Se ha visto que los CGT ocasionalmente se diseminan al
sistema ventricular y espacio subaracnoideo espinal, presentan rara vez
metastasis, ocurriendo sélo del 3 al 5% de los casos (Asanuma et al., 2012).
Mientras que las células germinales cancerosas extragonadales son
diagnosticados frecuentemente como germinoma (61.5%), teratoma (27.8%) y

tumores germinales mixtos (8.5%) (Lee et al., 2009).

Figura 14. Localizacion de germinoma. Los tumores germinales se localizan en fosa posterior, se

muestra IRM donde se observa la ubicacién del germinoma.
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Figura 15. Histologia del germinoma. Se muestra tincion de H&E donde se observa células

largas redondeadas con nucleos vesiculares y citoplasma claro.

Los CGT se originan a partir de células germinales (Phi et al., 2013) procedentes
de residuos embrionarios (Parwani et al.,, 2005), comparten caracteristicas
histol6gicas con células germinales gonadales (Lee et al., 2009), motivo por el cual
se ha tratado de dilucidar cobmo es qué estas células germinales (GC) llegan a la
region pineal dando origen a una neoplasia con ubicacién especifica alrededor del
tercer ventriculo (Phi et al., 2013). Actualmente hay dos teorias dominantes sobre
el desarrollo de las GC: la primera teoria de las células germinales propone que
estas células primordiales estan fuera de lugar en la migracién debido a una
migracion aberrante durante la tercera y cuarta semana de gestacion para
localizarse en la linea media cerebral; mientras que la segunda teoria propone una
distribucion generalizada de las células germinales durante embriogénesis normal
en el cerebro, timo, higado y médula 6sea; proporcionan funciones reguladoras en
los diferentes sitios (Lee et al., 2009). En los CGT se han encontrado alteraciones
cromosémicas como ganancias en 12p, 8q, 13q, 18q y 9q32-qter, pérdidas en
13q, 18q y 99 (Rickert et al., 2000). La metilacion aberrante de DNA ha sido
implicada en la etiologia de multiples tipos de cancer y tiene una potencial
relevancia en GCTs permitiendo la reprogramacién epigenética sucedida durante

el desarrollo normal (Amatruda et al., 2013).
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1.2. Metilacion

La Metilacion del DNA es un proceso Unico y notable porque implica la
modificacién covalente del material genético de una célula en promotores de
genes, la metilacibn generalmente conduce al silenciamiento de la transcripcion.
Después de cada replicacion, una DNA metiltransferasa permite el mantenimiento
de los patrones de metilacion a través de multiples generaciones (Ziberman et al.,
2007); la metilacion es una alteracion epigenética que hereda un cambio fenotipico
a las células con consecuencias funcionales; este cambio es importante durante
procesos bhioldgicos como el desarrollo embrionario temprano, diferenciacion de
células madre, expresion de genes tejido-especificos. En células normales, las
islas CpG asociadas a promotores estan generalmente no-metiladas con
excepcion de la inactivacion del cromosoma X o impronta genomica (Lok-HayYim
et al., 2012).

El DNA al ser modificado quimicamente puede ocasionar dafios en si mismo, lo
cual activa varios mecanismos de reparacion para prevenir la acumulacion de
mutaciones, dentro de estas alteraciones se encuentra la metilacion que a
diferencia de las otras alteraciones perjudiciales no activan a los mecanismos de
reparacion, a pesar de que la metilaciéon del DNA es esencial para el desarrollo
(Watanka et al., 2011) y es un prerrequisito para la expresion de genes 0
diferenciacion de tejido (Volpe, 2005); se ha mostrado su participacion como un
importante mecanismo de silenciamiento de genes en cancer (Roger et al., 2012),
la hipermetilacion de islas CpG es de gran importancia en el desarrollo tumoral
(Alonso et al., 2004). La pérdida global de metilacion de DNA es conocida como
una aberracion epigendmica asociada con carcinogénesis y progresion de cancer,
afectan predominantemente a elementos repetitivos (Xie et al., 2010). La
metilacion de dinucleétidos CpG puede resultar en la represion génica por cambio
en la union de los factores de transcripcion y mediante la induccion de cambios en
la estructura de la cromatina que forma un DNA mas compacto (Wantaka et al.,
2011), representa una alternativa para la inactivacién de genes (Gonzalez et al.,
2003). La metilacibn como inestabilidad gendmica puede ser sugerida como una

fuerza impulsora de la tumorigénesis, inducida por los cambios genéticos y
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epigenéticos; mientras que las caracteristicas de auto-renovacion en células
madre se comparte con las células tumorales y la funcién anormal de las redes de
regulacién celular contribuyen de manera compleja a la transformacion maligna y
al establecimiento de una célula madre oncogénica (Tysnes, 2010). Igualmente la
metilacion de histonas tiene un rol importante en la regulacion de la transcripcion,
por ejemplo la histona H3K1me-3 estd asociada con represion y la histona
H3K4me-3 se conoce como un marcador de activacion de genes (Li et al., 2011).
La metilacion de la region del promotor es el mecanismo que mas afecta la
expresion de genes en tumores. Estudios recientes de metiloma en tumores
cerebrales revela una lista de modificaciones epigenéticas; donde se ha
demostrado que estas alteraciones epigenéticas afectan mdaltiples genes de
regulacion celular como reparacion del DNA, migracion celular y apoptosis
(Skiriute et al.,, 2012). Ademas en estudios epigenéticos se ha evidencia que la
hipermetilacion del promotor de islas CpG se considera como un mecanismo de
inactividad de genes supresores de tumores, la metilacion juega un rol importante
en la recurrencia de gliomas. El orden de la estabilidad de la transformacion
histolégica y progresion clinica se asocia con la inactivacion epigenética (Gomori
et al., 2012). Actualmente se ha descrito que la hipometilacion del DNA en
gliomas, afecta a 10 millones de dinucleodtidos de islas CpG del genoma en GBM.
Este fenbmeno aparece asociado con la evolucion de la malignidad celular a
través de la activacion de oncogenes, promocion de la inestabilidad gendémica y
pérdida de la impronta génica (Martinez et al., 2012). A través de estas islas CpG
el DNA es metilado usualmente en tejidos normales, algunos procesos fisioldgicos
requieren de la metilacion del DNA, por lo cual a través de estos mecanismos se
regula la expresion de genes en SNC y otros 6rganos; en particular se sabe que el
cerebro humano es una compleja estructura con una conexion epigenética
anatémica. Los procesos que envuelven los cambios genéticos y epigenéticos que
distribuyen la funcién normal de las vias de sefalizacion de la traduccién para la
regulacion de procesos celulares como la proliferacion, adhesion, migracion y
diferenciacion (Alelu-Paz et al., 2012); promueven la iniciacion o progresion del
tumor (Muioz et al., 2012).
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1.3. Metilacion en TSNC

La metilacion como modificacion quimica en citosina que enzimaticamente se
adiciona un grupo metilo, de tal manera que pueden presentarse un estado
metilado o no metilado, se encuentran generalmente las Islas CpG no metiladas
en los tejidos normales, pero con frecuencia hipermetiladas en cancer; se asocia
con el silenciamiento de genes y desempefia un papel importante en la
inactivacion de supresores de tumores en la carcinogénesis (Zhang et al., 2012).
Durante el desarrollo y progresion tumoral las anormalidades epigenéticas que
ocurren son: hipermetilacion (afecta islas CpG) e hipometilacion global (puede
ocurrir predominantemente); se sabe que en el humano la mayoria de islas CpG
se encuentran hipometiladas, lo que provoca el silenciamiento de los genes
encargados de la regulacion del ciclo celular (Waha et al., 2004; Otsuka et al.,
2009). En los tumores ependimarios se muestra una evidencia de metilacion
(Lindsey et al., 2006) que sugiere la subexpresion y el silenciamiento de genes
supresores de tumores (Otsuka et al., 2009) es un mecanismo importante en el
desarrollo de los EP (Rogers et al., 2012) porque en algunos estudios se encontro
la metilacion de uno o mas genes relacionada al desarrollo tumoral en
aproximadamente el 89% de los casos estudiados (Alonso et al., 2004).

Los cambios en la metilacién se han reportado en EP supratentoriales y de médula
espinal al encontrarse genes significativamente hipermetilados, este perfil se
asocia con un aumento en la expresion de genes que codifican para proteinas
implicadas en la metilacion del DNA, sugiriéndose al silenciamiento epigenético de
supresores de tumores como un mecanismo importante en el desarrollo tumoral
(Roger et al., 2012). Ademas se ha demostrado que estos tumores tienen distintos
patrones de expresion génica, ganancias y pérdidas cromosémicas dependiendo
de la localizacion anatémica del tumor (L6pez- Aguilar et al., 2009).

En los GBM se reportaron genes metilados como MGMT, IDHI, considerandolos
como criterios de pronéstico y prediccidn de respuesta a terapia, mientras que
EGFR sobreexpresado es el responsable de la angiogénesis de estos tumores,
ademas se encuentra asociado a la mutacién de TP53 (Zinn et al., 2012). Por otra

parte, en los astrocitomas grado Il se han asociado alteraciones genéticas en el
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gen TP53 en el 60% de los casos, IDH1 en el 70%, igualmente se encontrd
hipermetilado el promotor de MGMT, el supresor de tumores EMP3, y baja
regulacion de MDM2 asociado a la degradacion de p53 (Martinez, 2012). En
general los gliomas comparten, dependiendo del grado histopatolégico, factores
genéticos tumorales como la presencia de co-supresion de IDH1, metilacion del
promotor MGMT (Havik et al., 2012), silenciamiento de TP53 en los gliomas
incluyendo oligodendrogliomas (Koeller et al., 2005). Por otra parte, en los
meduloblastomas se encuentra silenciada la via del receptor SHH (sonic
hedgehog), WNT y el gen MYCC metilado es considerado para pronostico de la
respuesta a tratamiento en pacientes (Packer et al., 2008).

1.4. Cambios cromosomicos en TSNC

Las aberraciones cromosdmicas son importantes para el desarrollo del EP, se
relacionan frecuentemente en eventos del desarrollo tumoral y se han visto
asociadas con la localizacion anatomica (Milde et al., 2011). Estas aberraciones
pueden ser de ganancia y/o de pérdida de cromosomas, algunas de las
encontradas frecuentemente en los EP es la ganancia en el cromosoma 1q,
asociado a un peor pronéstico (Costa et al., 2011), también las ganancias en los
cromosomas 7p, 9q (Milde et al., 2011), 12 (Rousseau et al., 2010), 15q y las
pérdidas encontradas son en los cromosomas 6qg y 14q (Costa et al., 2011;
Shonka, 2011). Estas aberraciones en algunos estudios se relacionan como
causantes de la pérdida de expresion de genes como EGFR (Moreno et al., 2009;
Costa et al., 2011), CDKN2A, p16INK4A, pl4ARF (Asmoniene et al., 2011). En
GBM se encuentra correlacion entre la pérdida del cromosoma 10926 con la baja
expresion y/o metilacion de MGMT en estos tipos de tumores (Havik et al., 2012),
en oligodendrogliomas reportan pérdidas en los cromosomas 1p, 1p32y 19q en un
porcentaje del 40 a 80% de los casos; mientras que en meduloblastomas se ha
reportado pérdida en el cromosoma 6, 9922.3 y 17p13.2 (Schwalbe et al. 2011).
Para la poblacién mexicana se encontré un alto grado de desbalance gendmico,
elevado numero de aberraciones que correlacionan con la agresividad del tumor y

estan asociadas a determinados tipos (Lopez-Aguilar et al., 2009).
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1.5 MicroRNAs y Céancer

Los MicroRNAs (miRNA) se encuentran involucrados en diversos procesos
biolégicos como el crecimiento celular, regulacion del ciclo celular, apoptosis,
diferenciacion, proliferacion, invasion y metastasis en cancer mediante la
regulacién activa de la transcripcion de genes, ademas algunos miRNAs pueden
regular genes blanco ya sea post-transcripcionalmente y modificaciones
epigenéticas al afectar la expresion del gen Diana especifico (Li et al., 2014). Se
sabe que debido a sus funciones juegan un rol critico en la patogénesis del
cancer, resistencia al tratamiento (quimio y/o radioterapia) y metastasis. Estos
miRNAs intervienen durante el desarrollo tumoral mediante la regulacion de vias
de sefializacion (Cheng et al., 2013), ademas de su rol esencial en la malignidad
del tumor como supresores de tumores y oncogenes al participar en la progresion
del tumor mediante la inhibicion de la apoptosis y represion tumoral; estos miRNAs
estan implicados en la patogénesis del cancer por regulacion transcripcional de la
expresion la cual se ve disminuida con frecuencia en las neoplasias, por lo tanto
muchos miRNAs pueden tener el potencial de supresores de tumores. Diferentes
MiRNAs pueden ser asignados en diversos tipos de tumores, sirven como fenotipo
caracteristico para los distintos tipos de cancer asi como diagndéstico, prondstico y
posible terapia. Los miRNA supresores de tumores usualmente previenen el
desarrollo del tumor pero inhiben negativamente oncogenes y/o genes que
controlan la diferenciacion celular y apoptosis, por lo que al identificar el rol de los
miRNAs en el cancer, y conocer la secuencia de su sobreexpresion y
subexpresion pueden ayudar a dilucidar la iniciacion y desarrollo de los varios
tipos de neoplasias (Ahmad et al., 2013).

Actualmente se conocen cientos de miRNAs mapeados en el genoma humano
gue son alterados en cancer, algunos de los cuales son: miR-17-5p, miR-20a,
miR-21, miR-92, miR-106a y miR-155 (Raisch et al., 2013).
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2. Objetivos

4.1 General

e Relacionar los cambios del patron de metilaciébn con las alteraciones
cromosomicas en TSNC, ubicados en fosa posterior en pacientes
pediatricos.

4.2 Particulares

e Determinar los perfiles de metilacion en TSNC, ubicados en fosa posterior.
e Determinar las alteraciones cromosomicas (pérdidas o ganancias) en TSNC
ubicados en fosa posterior.

e Identificar por bioinformatica los genes que tuvieron cambios en la

metilacion.
e Identificar por bioinformatica los genes con duplicaciones o deleciones.
e |dentificar por bioinformatica los genes y los miRNAs que se encuentran en

las regiones con alteraciones cromosémicas.
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3. Antecedentes

En EP se encuentran genes hipermetilados considerados genes supresores de
tumores como CDKN2A (encontrada en un 25% de los EP), CDKN2B, HIC1,
RASSFI1, CASP8, MGMT, TP73 (Rosseau et al., 2007 Milde et al., 2011 y et al.,
2012) y RB1 (Gonzalez et al., 2003), genes asociados con la progresion del ciclo
celular: CDKN2/ p16/ MTS1; reparacion de DNA: MLH1, adhesion celular: CDHL1,
E-Cadherina, supervivencia celular: DAPK1, factores de transcripcion: GATA4,
receptores mediados por vias de sefalizacion: ESP1 (Wantaka et al., 2011),
regulacién de proliferacion de células madre, pluripotenciales y diferenciacién
neuronal por ejemplo: THAPIl, PSPH, EPHB2, genes en el grupo de PCDH,
KCNN9, RAB3A, PTPRN2, miembros de las vias Sonic Hedgehog y Notch (Wani
et al., 2012), este ultimo es el Unico candidato oncogén de EP identificado hasta el
momento (Johnson et al., 2010) y es considerado como una “llave reguladora” de
oncogenes de EP (Peyre et al., 2010). Los genes reportados con alta frecuencia
de metilacion en mas del 20% son TP73, TIMp3, MGMT, en tumores de bajo
grado se encuentran metilados RB1, DAPK, Caspasa 8 (Alonso et al., 2004).
Igualmente se han descrito genes hipometilados como PEG3 que tiene un rol
importante en la tumorigénesis mediante proliferacion celular por activacion de BF-
KB2 y en apoptosis mediado por p53 (Otsuka et al., 2009).

Finalmente existen informes de algunos genes que pueden ser considerados
como factores prondsticos como metalotioneina (MT) al encontrarse con baja
regulacion en un 80% de las recurrencias en pacientes, mientras que Ki-67 puede
ser un factor prondéstico negativo y caracteristico de la diseminacion del tumor a la
médula espinal (Lopez et al., 2009).

Como se menciond anteriormente se ha propuesto a la metilacion como uno de los
cambios epigenéticos de gran importancia para el desarrollo del tumor con el
silenciamiento de algunos genes como son los supresores de tumores.
Generalmente la hipometilacion del DNA en gliomas afecta mas de 10 millones de
islas CpG, fendmeno asociado a la evolucion gendémica celular a través de la

activacion de oncogenes, promocién de inestabilidad gendémica y pérdida de
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impronta génica. En GBM, se encontraron genes inactivados mediante
hipermetilacion relacionados con la baja expresion de los genes relacionados a
supresion de tumores (RB1, VHL, EMP3, RASSF1A, BLU), regulacion del ciclo
celular (CDKN2A/CDKNZ2B), reparacion de DNA (MGMT hMLH1), y apoptosis
(DAPK1, TIMP3, CDH1), en este contexto el gen MGMT se encuentra metilado en
un 75% de los glioblastomas (Martinez, 2012).
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4. Justificacion

Los cambios de expresion genética en procesos oncogénicos son los encargados
de los grandes cambios celulares como la metilacion, que ha sido propuesta como
uno de los factores importantes para el silenciamiento de genes supresores de
tumores en procesos oncogénicos, lo que hace importante analizar los patrones
de metilaciéon y las alteraciones cromosomicas en TSNC de fosa posterior, asi
como analizar si comparten entre si un patron de metilacion y alteraciones

cromosomicas especificas los TSNC.
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5. Hipotesis

Los genes supresores de tumor y los genes relacionados con apoptosis de los
tumores de sistema nervioso central ubicados en fosa posterior, se encuentran
hipermetilados mientras que los genes relacionados con proliferacion celular y
oncogenes estan hipometilados. Ademas, existen alteraciones cromosomicas

semejantes en los diferentes tumores.
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6. Metodologia.

6.1.- Disefio experimental

| Colecta de muestras |

)
| Extraccion de DNA |
Hibridacion Genomica Amplificacién de Sitios
Comparada Intermetilados

Analisis de imagenes
Identificacion de genes
en Map Viewer
Identificacion de miRNAs en
Map Viewer
Andlisis bioinformatica de genes

blancos y vias de miRNAs

6.2. Coleccion de muestras

Las muestras de TSNC fueron obtenidas a partir de tejido tumoral de pacientes
pediatricos entre 0 y 16 afios de edad, se obtuvo una N=12 (Tabla 1); este tejido
fue extraido quirdrgicamente como parte del tratamiento e identificadas mediante
el analisis histopatologico. Posteriormente, las muestras de tejido fueron
almacenadas a -80°C para su uso durante los experimentos planeados en este
proyecto. Como grupo testigo se utilizé tejido no afectado de la misma region,
cuando fue posible obtenerlo o biopsias de cerebro de paciente con epilepsia
(como parte del tratamiento). Las muestras fueron obtenidas del Hospital Infantil
de México “Federico Gomez” y del Hospital General “Dr. Gaudencio Gonzalez

Garza” del Centro Médico Nacional “La Raza”, IMSS.
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Tabla 1. Muestras colectadas

Muestra Edad dELHiE nte Sexo del paciente
(arios)

Ependimoma 1 1 Mzsculing
Ependimoma 2 9 Femenino
Astrocitoma 1 ] Femenino
Astrocitoma 2 4 Masculing
COligodendroglioma 1 < Mzsculing
Glioblastoma 1 11 Masculing
Meduloblastoma 1 1 Femenino
Meduloblzstamsa 2 4 Masculing
hMeduloblastoma 2 15 Masculing
Germinoma 1 13 Masculing
Germinoma 2 13 Masculing
Terstomal 11 Masculing

6.3. Criterio de seleccién

Criterios de inclusion

Pacientes entre 0-16 afios de edad
Pacientes masculinos o femeninos con diagnodstico confirmado por servicio de
patologia.

Consentimiento para la realizacion del estudio.

Criterio de exclusidon

Muestra insuficiente o dafada

6.4. Obtencién de acido nucleicos

El DNA fue obtenido mediante la maceracion del tejido con el TissueLyser de la
marca Quiagen, utilizando un motor con frecuencia de 30 Htz por dos minutos, el
tejido para su disgregacion fue colocado en amortiguador de lisis y posteriormente
se realiz6 la extraccion del DNA por el método organico de Fenol-Cloroformo-

Isoamilico que consiste en una precipitacion de las proteinas y una serie de
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lavados para la purificacion del DNA (Anexo 1). El &cido nucleico obtenido fue
cuantificado por espectrofotometria utilizando el Nanodrop 1000 de marca Thermo
Scientific y su integridad fue analizada mediante una electroforesis en gel de
agarosa al 0.8%.

6.5. Hibridacién Gendémica Comparada

El andlisis de alteraciones cromosOmicas se evalué mediante la técnica de
Hibridacion Gendmica Comparativa (CGH) que es un método citogenético
molecular para detectar el desbalance cromosémico entre genomas (Schubert et
al., 2005). Con este fin se crearon sondas mediante el método de “Nick
Translation” (Invitrogen) o “Random Primer” (Abbott molecular), siguiendo el

protocolo establecido por la marca.

6.5.1. Marcaje con “Nick Translation Kit”

En un tubo para PCR se adiciono, 1 ug de DNA gendémico, 0.2 mM de “Spectrum
Green” dUTP (para el DNA tumoral) o “Spectrum Red” dUTP (para el DNA
testigo), 0.1 mM de dTTP, 0.3 mM de dNTPs, 5X de amortiguador “nick
translation”, 25 unidades de la enzima “nick translation”, se incub6 por 1 hora a 15
°C seguido 10 min. a 70 °C. El tamafo de las sondas fue verificado mediante un

gel de agarosa al 1%, esperandose bandas de 200 a 2000 pb.

6.5.2. Marcaje con “Random Primer”

El macaje fue realizado con el Kit “Random Primer” de la marca Invitrogen,
posterior al corte y a la preparacion de sondas mediante el ensayo de
Amplificacion de Sitios Intermetilados, siguiendo el protocolo establecido por la

marca (Ver Anexo lI).

6.5.3. Preparacion de la sonda
Para la preparacion de la sonda se realizé una mezcla, agregando 200 ng de DNA
tumoral marcado con “Spectrum Green”, 200 ng del DNA testigo marcado con

“Spectrum Red”, 10 ug de human Cot 1-1, 0.5 volumenes de acetato de sodio 3 M,
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2.5 volimenes de etanol absoluto; se incubd durante 24 horas a -20 °C, al término
de los cuales se centrifug6 a 12,000 rpm por 30 min. a 4 °C para obtener la pastilla
de DNA, el sobrenadante fue removido y se dejo secar las pastilla a temperatura
ambiente. La pastilla fue resuspendida en 20 pl de amortiguador de hibridacion
para CGH, posteriormente se desnaturalizé en bafio maria a 73 °C durante 5 min.

6.5.4. Hibridacion de las sondas sobre cromosomas en metafase

La hibridacion se realizé en laminillas con cromosomas en metafase de individuos
sanos de sexo masculino, de la marca Vysis. Las laminillas fueron sumergidas en
solucion desnaturalizante (49 ml de formamida, 7 ml de SSC 20 X, y 14 ml de
agua purificada) durante 5 min a 72 a 73 °C; continuando con las deshidratacion
de las laminillas durante 2 min en etanol al 70 %, 2 min en etanol al 85 % y 2 min
en etanol al 100 %, se dejo secar la laminilla; posteriormente se agrego 10 pl de la
mezcla de la sondas desnaturalizada a las laminillas en metafase y se coloco en
un cubre objetos sellandolo con cemento de goma; para su hibridacion las
laminillas fueron colocadas dentro de una camara humeda para ser incubadas a
37 °C durante 72 horas.

6.5.5. Lavado de laminillas hibridadas

Se retird el sello de cemento de goma a las laminillas y se colocaron en una
solucion de lavado (0.4 X SSC / 0.3 % NP-40) a 75 °C, las laminillas se agitaron
por algunos segundos y dejaron reposar en la solucion durante 2 min.
Posteriormente se incubd en nueva solucion de lavado a temperatura ambiente y
se agitaron nuevamente de 3 a 5 seg dejandolas reposar por 1 min, por ultimo se

le agreg6 DAPI-II para obtener el patrén de bandeo.

6.5.6. Visualizacion y analisis de laminillas

Para la visualizacion de las laminillas hibridadas se utilizé el microscopio de
fluorescencia marca Olympus BX60 acoplado al sistema de cémputo para
procesar el analisis de resolucion de imagenes en el programa Case Date

Manager 6.0 (Applied Spectral Imaging); programa que permite llevar a cabo el
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acoplamiento de las imagenes obtenidas con cada uno de los fluor6foros asi como
la obtenida del DAPI-II a partir de la cual se identificaron los cromosomas. El
analisis de las alteraciones cromosomicas fue realizado a partir del promedio de
ganancias y/o pérdidas de por lo menos 15 cromosomas, basandose en la
proporcién de intervalos 1.20 y 0.75 (Weiss et al., 1999).

6.6. Analisis del patrén de metilacion

El patron de metilacion se analiz6 mediante la técnica de Amplificacion de Sitios
Inter-metilados (AIMS) siguiendo el procedimiento reportado por Frigola et al.
(2002) el cual se basa en el corte de dos enzimas de restriccion siendo una de
ellas sensible a metilacién, el corte se realizé en las islas CpG; después se hizo la
ligacion del DNA cortado a adaptadores que funcionaran como regiones
flanquedas a partir de las cuales se amplifico el DNA metilado mediante una
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), posteriormente se realizé un CGH,

marcando las sondas con el método de “Random Primer”.

6.6.1 Corte enzimatico

El DNA fue cortado con la enzima no sensible a metilacion “Smal” (New England
BioLabs) con las siguientes concentraciones: amortiguador al 1X, 100 mg/ml de
BSA y 20 unidades de la enzima, la reaccion se incubd durante 22 horas a 25 °C;
se realiz6 un segundo corte con la enzima sensible a metilacion “Xmal” (New
England BioLabs) se mantuvieron las mismas concentraciones de la anterior con 4

unidades de la enzima, incubandola a 37 °C durante 22 horas.

6.6.2 Unidon de adaptadores

El DNA cortado fue unido a las secuencias de adaptadores: MCF (5'-
CCGGTCAGAGCTTTGCGAAT-3") y Azul (5-ATTCGCAAGCTCTGA-3"), que
permitieron la amplificacion de los fragmentos metilados. EI DNA fue ligado
mediante la enzima T4 DNA Ligasa (New England BioLabs) a 16 °C durante 16
horas con las siguientes concentraciones: amortiguador 1X, 0.1 uyl de DNA T4

Liagasa, 2 nmol de adaptador.
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6.6.3 PCR

Finalmente se realiz6 la PCR que se indica en el protocolo, a partir de las
secuencias de adaptadores con las siguientes concentraciones: amortiguador 10
mM, Mg 2 mM, Oligos 1.1 uM, dNTPs 125 pM, Taq polimerasa 2 U, H,O a 25 ul y
con las siguientes condiciones: temperatura de inicio 95 °C por 1 min, 30 ciclos de
94 °C 15 seg, 40.9 °C 45 seg, 72 °C 1 min y una temperatura de extension de 72

°C por 5 min.

6.7 Andlisis de regiones modificadas.

Después de conocer las regiones metiladas y las alteraciones cromosémicas se
identificaron los genes que se encuentran en estas regiones mediante la base de
datos NCBI - Map Viewer, poniendo especial interés sobre los genes que
participan en la regulacion del ciclo celular, supresores de tumores, sistema
inmune y en funciones relacionadas con el Sistema Nervioso Central. Igualmente
se consideraron los micro RNAs (miRNA) que se encuentran en las regiones
alteradas y/o presentaron cambio en el patron de metilacion, con respecto al
testigo. Posteriormente, se analizaron los genes que se encuentran regulados por
los miRNA relacionados con procesos oncogeénicos, ubicados dentro de las
regiones analizadas, en las bases de datos miRBase, GeneCards, para identificar
las vias donde se encuentran los miRNAs de interés involucrado se hizo un
analisis bioinformatico mediante la base de datos DIANA LAB (DNA Intelligent

Analysis).
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15 de cada uno para que el programa realizara la sumatoria de las regiones

pérdidas o ganadas de los cromosomas analizados (Figura 18).
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Figura 18. Procesamiento de imagenes de CGH. Se muestra las imagenes obtenidas con el
programa de andlisis, permitiendo hacer la sumatoria de las regiones alteradas. A) Histograma
generado por el programa. B) Cromosomas en metafases con fluorocromos acoplados. C)
Cromosomas en metafase con patron de bandeo. D) Cromosomas tefiidos con cada uno de los

fluorocromos. E) Sumatorias de las regiones alteradas por cada par de cromosomas.

Se analizaron las regiones pérdidas o ganadas en cada uno de los tumores
estudiados (Figura 19 - 30).
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Figura 19. Alteraciones cromosémicas en Ependimoma 1 (CGH). Se muestran las pérdidas

(rojo) y ganancias (verde) cromosémicas.
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Figura 20. Alteraciones cromosémicas en Ependimoma 2 (CGH). Se muestran las pérdidas

(rojo) y ganancias (verde) cromosémicas.
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Figura 21. Alteraciones cromosomicas en Astrocitoma 1 (CGH). Se muestran las pérdidas

(rojo) y ganancias (verde) cromosémicas.
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Figura 22. Alteraciones cromosdmicas en Astrocitoma 2 (CGH). Se muestran las pérdidas

(rojo) y ganancias (verde) cromosémicas.
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Figura 23. Alteraciones cromos6micas en Oligodendroglioma 1 (CGH). Se muestran las

pérdidas (rojo) y ganancias (verde) cromosomicas.
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Figura 24. Alteraciones cromosdmicas en Glioblastoma Multiforme 1 (CGH). Se muestran las

pérdidas (rojo) y ganancias (verde) cromosomicas.
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Figura 25. Alteraciones cromosdmicas en Meduloblastoma 1 (CGH). Se muestran las pérdidas

(rojo) y ganancias (verde) cromosémicas.
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Figura 26. Alteraciones cromosOmicas en Meduloblastoma 2 (CGH). Se muestran las pérdidas

(rojo) y ganancias (verde) cromosémicas.
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Figura 27. Alteraciones cromosdmicas en Meduloblastoma 3 (CGH). Se muestran las pérdidas

(rojo) y ganancias (verde) cromosémicas.
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Figura 28. Alteraciones cromosémicas en Germinoma 1 (CGH). Se muestran las pérdidas (rojo)

y ganancias (verde) cromosomicas.
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Figura 29. Alteraciones cromosémicas en Germinoma 2 (CGH). Se muestran las pérdidas (rojo)

y ganancias (verde) cromosomicas.
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Figura 30. Alteraciones cromosdmicas en Teratoma 1 (CGH). Se muestran las pérdidas (rojo) y

ganancias (verde) cromosémicas.
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7.3 Evaluacion de funcionamiento enzimético para AIMS
Se comprobaron las condiciones y funcionamiento de las enzimas a utilizar
durante el ensayo de AIMS, para asegurarse que las imagenes observadas

durante el proceso fueran originadas mediante el ensayo (Figura 31).

1 2 3 4
1.- Mar@ador A-Hindlll sin cortar
23 130pb __’“u_ H 2.- Mar@ador A-Hindlll mrtado mn Smal
9416ph  — B -
BESTph __’u — 3.- Mar@ador A-Hindlll @@rtado can Xmal
4%lph —> b """"!-E
. 4.- Marmdor A-Hindlll mrtado @mn DNATY Lies a

. -
232ph = M
027phb . .

Figura 31. Control de funcionamiento de enzimas y DNA ligasa.- Se muestra la actividad de las

enzimas: Smal, Xmal y DNA T4 ligasa utilizando el DNA del fago A cortado con Hindlll

7.4 Amplificacion de Sitios Intermetilados

Se elaboro la técnica de AIMS de acuerdo al protocolo propuesto por Frigola et al.
(2002), a partir de 1 pg de DNA, el cual fue cortado enzimaticamente, ligado con
DNA T4 Ligasa y fue hecha la PCR a partir de la cual se obtuvieron las sondas

para el marcaje (Figura 32).
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Figura 32. Amplificacién de Sitios Intermetilados. Se muestra el proceso para la generacion de

sondas para el andlisis de patrones de metilacion. A) Restriccion enzimatica, B) Ligacion, C) PCR,

D) Esquema de proceso del ensayo. 1-7.Muestras, C+. Control positivo, C-. Control negativo.

Se realiz6 el marcaje de sondas con “Random Primer” (Figura 33), se escogieron

las muestras que cumplian con el tamafio de las bandas 6ptimas para el ensayo

de CGH de 200 a 2000 pb.

Figura 33. Sondas marcadas con “Random Primer”. Se muestra el barrido de sondas a utilizar

en el AIMS-CGH, esperandose de 200 a 2000pb.

La realizacion del CGH permitié analizar del patrén de metilacion en cada uno de

los tumores (Figura 34 - 45)
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Figura 34. Patron de metilacion de Ependimoma 1 (AIMS-CGH). Se muestra las regiones

hipermetiladas (verde) y las regiones hipometiladas (Rojo).
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Figura 35. Patron de metilacion de Ependimoma 2 (AIMS-CGH). Se muestra las regiones

hipermetiladas (verde) y las regiones hipometiladas (Rojo).
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Figura 36. Patron de metilacion de Astrocitoma 1 (AIMS-CGH). Se muestra las regiones

hipermetiladas (verde) y las regiones hipometiladas (Rojo).
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Figura 37. Patrén de metilacion de Astrocitoma 2 (AIMS-CGH). Se muestra las regiones

hipermetiladas (verde) y las regiones hipometiladas (Rojo).
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Figura 38. Patrén de metilacion de Oigodendroglioma 1 (AIMS-CGH). Se muestra las regiones

hipermetiladas (verde) y las regiones hipometiladas (Rojo).
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Figura 39. Patrén de metilacion de Glioblastoma Multiforme 1 (AIMS-CGH). Se muestra las

regiones hipermetiladas (verde) y las regiones hipometiladas (Rojo).
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Figura 40. Patron de metilacion de Meduloblastoma 1 (AIMS-CGH). Se muestra las regiones

hipermetiladas (verde) y las regiones hipometiladas (Rojo).
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Figura 41. Patron de metilacion de Meduloblastoma 2 (AIMS-CGH). Se muestra las regiones

hipermetiladas (verde) y las regiones hipometiladas (Rojo).
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Figura 42. Patron de metilacion de Meduloblastoma 3 (AIMS-CGH). Se muestra las regiones

hipermetiladas (verde) y las regiones hipometiladas (Rojo).
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Figura 43. Patron de metilacibn de Germinoma 1 (AIMS-CGH). Se muestra las regiones

hipermetiladas (verde) y las regiones hipometiladas (Rojo).
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Figura 44. Patron de metilacibn de Germinoma 2 (AIMS-CGH). Se muestra las regiones

hipermetiladas (verde) y las regiones hipometiladas (Rojo).

(1) (T

E
:

13 (24) 14 (28] 15 (23] 16 (26] 18 (27)
1] B » 81 sl ] Wl |
139 (25) 20 (22) 21 (28) 22 (28) Y17

Figura 44. Patron de metilacion de Teratoma 1 (AIMS-CGH). Se muestra las regiones

hipermetiladas (verde) y las regiones hipometiladas (Rojo).
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7.5 Comparacion entre patron de metilacion y alteraciones cromosdmicas

Se analiz6 cada uno de los tumores tanto por CGH y AIMS-CGH (Tabla 2).

Tabla 2. Patrén de metilacion y alteraciones cromosdmicas.

Tumor Ganancias Pérdidas Hipermetilacion Hipometilacion
EP1 | 2p22,2q13,2934, 2037, 4q13, 4q21, 4924, 4926, 3p26, 7022, 13q14, 22413 2032, 427, 6914, 1321, 17q12:11.2, 5p15.3, 6427, 8912, 8q24.3, 934, 126243,
4934, 4436, 5q21, 6923, 6q21-16, 7q11.2, 9434, 17p112, 229112 14932, 22013
11923, 18p11.2, Xp11.2
£p2 14q 2023, 9934, 17425, 19p13.3, 20p13 5pl4, 5q14 1p36.1,6p25, 7436
AST1 4q21, 13q1 1p36.1, 2937, 3q27-29, 4935, 7936, 8q24.3, 2024, 14q21, Xq27 3p28, 8924, 10q25-26, 11p15, 11925, 15012,
152526, 17p13, 17925, 19p13.3« 17p13,Xp22.1
13.2,19q134,22013
AST2 | 2p12,2q14.1,3p14, 3p12, 4924, 5q21, 5q23-31, 1823,19p13.3 5p26, 8924, 16p13.2, 1624, 17p13
6p21.1,6422, 9p13, 10923, 11p22, 14413, 14q21-
23
ol 403234, 7q21-22, 13021, 14922 3p25, 15423, 18924, 17925, 22913 13021, 14021, 39133, Xq12 1p36.1, 7933, 7936, 8924.1:24.3, 15026
GBM1 2012, 2q11.2, 3q13.5, 321 5035 5014, 523, 6922, 7911.2, 7q21 1p35-36, 329, 5935, 17p13
MED1 | 1p13,5q12, 5q14:23, 5033, Tq11.2, 8p12, 8922, 3013.3,427, 14921 1p36.3, 141, 2035, 2437, 9433-34, 10926,
12913, 14q13-21, 14432, Yq11.2 11p15, 11924, 12q22-24.3, 15q26, 17q24-25,
2013
MED2 1p31, 1p22, 2q14.3-24, 4p14-13, 4926, 9922, 3p26, 10p15 6q22,Yql1.2 1921, 144, 5935, 7p13, 10p11.2, 1026,
12p11.2, 12914, 12021, 12922, 16913 17q25
MED3 1p36.3:36.2, 1q44, 2p25, 6427, 1123, 1p34.1, 1021, 1922, 1925, 3p14, 39133, 2937, 5p14, 7436, 8p23, 11p15
129243, 2122 3q26.2, 4p14, dp13, 4q22, 4926, 6423, 12415,
15013
GER1 4926, 7q22 9p24,19p13.3 2924, 2922, 4933, 4q24, 4q21, 7935, 7q21, 1p32, 3929, 535, 9p24, 12q24.3, 17925,
9931, 1221, Yq11.2 19p13.3,19p13.1, 19913.1,:19913.2, 20q13.3,
Xq28
GER2 11912, 11p11.2,11p13 1p36.3-36.2, 12p13, 12p12, 1212, 14032, 2p25, 2p13, 2011.2, 212, 3427, 3929, 7435,
Xq21 7q36,9p24-23, 19q13.3-14, 20p11.2, 209133
TER3 1p36.3-36.2,6927, 5426, 17p16.2 2012, 3926.3, 3023, 3921, 21q21 4p16

Se muestran las regiones alteradas encontradas en cada uno de los tumores analizados.
Ependimoma (EP), Astrocitoma (AST), Oligodendroglioma (OLG), Glioblastoma multiforme (GBM),
Meduloblastoma (MED), Germinoma (GER), Teratoma (TER).
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Posteriormente, se llevd a cabo el andlisis de relacion existente entre las

alteraciones cromosémicas y el patron de metilacion, asi como las regiones que se

comparten intra-tumores (Tabla 3).

Tabla 3. Regiones compartidas entre diferentes tumores.

Astrocitoma:
Pérdida;
19p13.3(2/2)
Hipometilaciéon
8q24(2/2)
17p13(2/2)

Germinales
Pérdidas
1p36.6-36.2 (2/3)
Hipometilacion
3q29(2/3)
20q13.3(2/3)

Meduloblastoma

Hipermetilacion
3q13.3(2/3)

Hipometilacion
2q371(2/3)
10926(2/3)
11p15(2/3)
17q251(2/3)

Ademas se identificaron las regiones ganadas, perdidas, hipermetiladas e

hipometiladas compartidas entre los diferentes tumores analizados (Tablas 4 — 7).

Tabla 4. Regiones ganadas compartidas entre diferentes tumores.

Region Ganada Tumores
4034 Ependimoma, oligodendroglioma
5921 Ependimoma, astrocitoma, meduloblastoma
7911.2 Ependimoma, meduloblastoma
14913y 14 921 Astrocitoma, meduloblastoma
2p12 Oligodendroglioma y Glioblastoma Multiforme
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Tabla 5. Regiones perdidas que se comparten entre diferentes tumores.

Region Pérdida Tumores
3p26 Ependimoma, meduloblastoma
22q13 Ependimoma, Oligodendroglioma, Astrocitoma
19p13.3 Ependimoma, Astrocitoma, Germinoma
17925 Ependimoma, Astrocitoma, Oligodendroglioma
1p36.3-p36.2 Meduloblastoma, Germinoma, Teratoma
6q27 Meduloblastoma, Teratoma

Tabla 6. Regiones hipermetiladas compartidas entre diferentes tumores.

Regién Hipermetilada Tumores
4927 Ependimoma, Meduloblastoma
13g21 Ependimoma, Oligodendroglioma
5014 Ependimoma, Glioblastoma
2924 Astrocitoma, Germinoma
14921 Astrocitoma, Oligodendroglioma
3913.3 Oligodendroglioma, Meduloblastoma
3026.2 Teratoma, Meduloblastoma

Tabla 7. Regiones hipometiladas compartidas entre diferentes tumores.

Regién Hipometilada Tumores
8024.3 Ependimoma, Astrocitoma, Oligodendroglioma
9934-33y 22913 Ependioma, Meduloblastoma
12q24.3 Ependimoma, Meduloblastoma, Germinoma
1p36.1-35 Ependimoma, Oligodendroglioma, Glioblastoma, Meduloblastoma
7036 Ependimoma, Oligodendroglioma, Germinoma
11p15 Astrocitoma, Meduloblastoma
17p13 Astrocitoma (2), Glioblastoma
3929 Glioblastoma, Germinoma (2)
5935 Glioblastoma, Meduloblastoma, Germinoma
17q24-25 Meduloblastoma (2), Germinoma

El nimero entre paréntesis indica cuantos tumores del mismo tipo comparten la misma region.



Se buscOé si existen coincidencias y/o diferencias entre las alteraciones

cromosomicas observadas en el presente estudio con respecto a la literatura asi

como con el patron de metilacién que actualmente no ha sido reportado en
regiones cromosémicas (Tabla 8).

Tabla 8. Regiones reportadas en la literatura y regiones encontradas en el estudio.

REPORTADO ENCONTRADO EN ESTUDIO
TUMOR GANANCIA | PERDIDA | GANANCIA | PERDIDA | HIPERMETILACION | HIPOMETILACION
EPENDIMOMA 9q 6q 9q34 22913 6q14 12q24.3
12 14q 6023 6q27
22q 6021-q16 14932
14q
ASTROCITOMA/GBM 7936 1p 9p13 1p36.1 1p35-p36
9p12/p13 19q 19q13.4 10925-26
10 7936
OLIGODENDROGLIOMA 1p 22q13 1p36.1
22q13.4
MEDULOBLASTOMA 1q 6 9q22.3 6q27 6q22 8p25
3q 9q22.3 8p12 6023 10q26
17q 8p 16q13 3q13.3 17q24-q25
10q 8q24 1g41
16q
GERMINALES 2p 9q 11912 12p12 9g31 2p25
12p 11q 12913

A partir de las regiones con alteraciones cromosomicas y con patron de metilacion
modificado se realiz6 el analisis bioinformatico de genes (Tabla 9) y miRNAs

(Tablas 10 y 11), poniendo especial interés sobre los relacionados a cancer.
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Tabla 9. Genes localizados en regiones cromosémicas modificadas.

REGION GENES
19133 BSG, ELANE, TCF3, C3, ICAM1, CALR, PAPK3, LRG1, CD70, PSPN
8q24 ENPDZ, TAF2, DSCC1, TAR2, CASCS, MYC, TMEMTS, ZFAT, BAIL, ISP
17p13 GEMING, SERPNF2, HIC1, GSG2, CXCL16, TRPN, CLON7, TPS3, GAST, D86
30133 DRD3, TIGIT, GAP43, CD80, LSAMP, IGSF11, ARHGAP31, ILOR1, €086
22 TANK, DPP4, SCN2A, SCN3A, IF1H], SCNOA, ITGB6, GGPC2, PSMD14, GRB14
11p15 (D151, TOLLLP, NP98, TAF10, STS, NR1P3, SWAP10, RRAS2, E2F2
1725 $DK2, CD300, RAB37, GPRCSC, H3F3B, TEN1, COK3, RAC3, CO7
136.3-p36.2 ERRFI1, TNFRSF4, DVL1, DFFA, MAD2L2, CASP9, CHDS, TNFRSF1B, ASAP1, ENO1
3929 CPN2, LRRC1S, GPS, ATP13A3, FGF12, HRASSLCS, TFRC, TNK2, RNF168, DLG1
20133 RAB22A, GNAS, ADCDDK, TUBB1, SXCP2, CDH26, CDH4, TAF4, GATAS, DIDO1
4q34 SAP30, SGRG1, WOR17, VEGFC, CASP3, IRF2, CEP44, HPGD, GLRA3, FBXOB
5q21 RPS9P3,SLCOAC1, RABIBP1, EFNAS, FBYLL7, WDR36, CAMKA, DIAZ, FER
7q11.2 GABPAP, ZNF717, CRCP, TPST1, RABGEF1, TMEM298, NCF18, BCL78, CLON3, LAT2
14q13 GERMIN2, MIA2, SAV1, BRMSLL, ILFLP2, NPAS3, EAPP, DPPA3P2, CTAGES, RALGAPAL
12 HTRAS, GCFC2, CTNNA2, GGCX, CDBA, IGR, ZAP70, MGAT4A, ILIR1, TMEM182
326 [TPR1,0GG1, CNTNA, ILSRA, CRBN, EDEM1, CHLL
2013 CAR10, H1F, DDX17, DMCI, NPTNR, TOMM?2, CBX6, TABJ, GRAP2, PPAR A
6q27 PRR18, MPC1, CCR6, DACT2, WDR24, PDCD2, TBP, PHF10, SMOC2, FGFR10P
4q27 PDESA, NONF, TNIP3, ANXAS, MAD2L1, CCNA2, TRPC3, TMEM1SS, ADAD1, QRFPR, KIAAL109
13q21 NPM1P22,ZDHC20P4, KLHLL, ATXNSOS, SOGAZP1, CLNS, DX9P1
5q14 AP3B1, SCAMPA, JMY, MTX3, SERINCS, RASAL, MIRS2, POLR3G, RABSBP2, EDIL3
2q POL2D, AMMECR1L, RABGC, CFC1, POTEJ, MGHTS, CCNT2, ACMSD, MAP3K19, TMEM163, ACMSD
14q2 LRFNS, FSCB, SKBP3, LR, POLE2, ARF6, LRI, ARF6, GNG2, FKBP3
3026.2 GOLIM4, MECOM, MYNN, PHC3, SLC7AL4, SAMD?
934-033 TNG, TLR4, €5, GSN, COK9, TSC1, NOTCHI, TNAF-2
12q43 CABPY, SPPL3, P2RX1, HP10, L31, DIABLO, TMED2, UBL, SACRB, DHX37, RAN, MMP17
7936 MNX1, NOM1, NOS3, SSPO, ZNF783, ATG9B, WOR60
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Tabla 10. miRNAs localizados en regiones con alteraciones cromosémicas.

Meduloblastoma

Tumor Region miRNA
9q34 MIR126
2q13 MIR4265, MIR4266, MIR4267, MIR4436B1, MIR4436B1, MIR4436B2,
Ependimoma MIR4435-2, MIR4435-1HG, MIR1302-3
6q23-q16 MIR2113, MIR548AI, MIR587
8q22 MIR3151, MIR548A3
6q27 MIR1913, MIR8939

9q22.3 MIRLET7A1,MIRLET70HG, MIR23B, MIR278, MIR24-1
Oligodendroglioma 22q13 MIR3909, MIR659, MIR4534, MIR4766, MIR1281, MIR33A, MIR1249,
MIR4762, MIR3619, MIRLET7B, MIR3201, MIR4535, MIR3667
19p13.3 MIR27A, MIR23A
Astrocitoma /GBM 19q13.4 MIR125A, MIR372, MIR373
Germinoma 12p12-p13 MIR200C, MIR3974, MIR920, MIR4302

Tabla 11. miRNAs localizados en regiones con patrén de metilacién modificado.

Ependimoma

Tumor Region miRNA
12q24.3 MIR44198B, MIR3612
6q27 MIR1913, MIR3939

14932 MIR370, MIR494, MIR376C, MIR1185-2, MIR134, MIR409, MIR203
Astrocitoma/GBM 10g25-926 MIR4680, MIR5480, MIR548E, MIR4595, MIR4483, MIR4297,
MIR3780, MIR202
8p23 MIR3674, MIR596, MIR124-1, MIR1322
Meduloblastona 17q24-q25 MIR634, MIR548D2, MIR548AA2, MIR4524A, MIR4524B, MIR657,
MIR3065, MIR338
1g41l MIR215, MIR194-1

La Tabla 12 muestra los miRNAs encontrados las regiones con alteraciones

cromosémicas compartidas entre-tumores.
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Tabla 12. miRNAs localizados en regiones compartidas entre-tumores con modificacion de

patron de metilacion y alteraciones cromosdmicas.

Tumores Region Modificacion miRNAs

MIR3610, MIR548D1, MIR1206, MIR1207, MIR1204,
EP/AST/OLI 8924 Hipometilacién MIR1205, MIR1208, MIR3686, MI5194, MIR30B,
MIR1302-7, MIR4472-1

AST/GBM 17p13 Hipometilacién MIR132, MIR212
AST/MED 11p15 Hipometilacion MIR210, MIR4486, MIR4694
EP/OLI/GBM/

Pérdida y/o

MED/GER 1p36.1-p36.3 Hipometilacién

MIR2008B, MIR200A, MIR34A

Para identificar las vias de regulacién en las que se encuentra implicados estos
MiRNAs (Anexo IIl) se seleccionaron los miRNAs involucrados en varios tipos de
cancer (Tabla 13) y a partir de estas vias se seleccionaron algunos genes
involucrados en algun tipo de cancer (Anexo IV), ya que dentro del analisis
bioinformatico se observo que no todos los genes blanco de los miRNAs juegan un

papel primordial durante la regulacion.

Tabla 13. miRNAs reportado en céncer.

MIR126 MIR494 MIR194-1
MIR3151 MIR376C MIR5194
MIRLET7B MIR1185-2 MIR30B
MIR27A MIR134 MIR30D
MIR23A MIR409 MIR132
MIR200C MIR203 MIR149
MIR3974 MIR202
MIR920 MIR124-1
MIR125A MIR1322

MIRLET7AL MIR3065

MIR23B MIR338

MIR24-1 MIR215

Posteriormente se seleccion6 la region 1p36.1-p36.3 como la mas frecuentemente
alterada, asi como el patron de metilacion modificado. En esta region se localizan
genes involucrados con muerte celular programada, desarrollo cerebral, procesos
oncogénicos relacionados a metastasis y algunos supresores de tumores;
igualmente se encuentran miRNAs reportados como supresores en otros tipos de
neoplasias (Tabla 14).
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Tabla 14. Genes y miRNAs involucrados en procesos oncogénicos localizados en laregion

1p36.3-p36.1
GENES miRNAs
TNFRS18 MI200B
TNFRS4 MIR429
TNFRSF25 MIR34A
MMP23B
HESS
TP53
AJAP1

Ademas, la pérdida en el cromosoma 22913 fue observada en los tumores gliales
de bajo grado (ependimoma, astrocitoma, oligodendroglioma), dénde se localizan
genes que participan en la regulacion del ciclo celular (MCM5), regulacion del
crecimiento y division celular (EP300, PDGFB), factores de transcripcion
(POLR2F, ATF4), involucrados en procesos oncogenicos (WNT7B); asi como
miRNAs encontrados en neoplasias (MIRLET7A3, MIRLET7B).
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8. Discusioén

Las muestras para la realizacion de este estudio se colectaron en un periodo de
marzo de 2012 a junio de 2013, se capturaron un total de 12 tumores de SNC
localizados en fosa posterior, se propuso el presente estudio debido a que
actualmente no se tiene en la literatura reportada suficiente informacién sobre las
regiones compartidas que se encuentran alteradas en tumores de SNC por su
localizaciéon. De acuerdo a lo informado previamente existen cambios genéticos y
epigeneticos en las neoplasias de origen glial, asi como otros tumores cerebrales,
de ahi que se considerd importante realizar un escrutinio general de los TSNC
ubicados en fosa posterior pero con diferente origen. De esta forma se tendra un
panorama de las regiones cromosomicas modificadas y del patrén de metilacidon
con especial interés en las regiones compartidas intra y entre tumores, ademas se
analizaron los miRNAs que se encuentran en estas regiones que pueden tener un
papel importante durante el desarrollo y proliferacion tumoral, por lo que se
realizaron las técnicas de CGH y AIMS-CGH.

Se ha informado que las alteraciones genéticas no se localizan al azar, sino cada
una relacionada con la tumorigénesis. En el caso de los TSNC, especialmente en
astrocitoma grado I, muestran alteraciones en los cromosomas 1, 5, 7, 8, 9, 13, 19
y 20 (Sevilhan et al., 2007), en comparacion con lo encontrado en el presente
trabajo que fue encontrada en los cromosomas 1, 5, 8, 9 y 22, este Ultimo
caracteristico de los ependimomas.

En los gliomas, los cambios genéticos incluyen amplificacion y/6 delecion de
oncogenes, pérdida de los genes supresores de tumores y genes de reparacion de
DNA, debido probablemente a mecanismos epigéneticos como la hipermetilacion
(Nord et al., 2009). Dentro de los gliomas, el tumor mas estudiado es el GBM en
los que se ha publicado un largo niumero de alteraciones genéticas, epigenéticas y
transcripcionales, conduciendo a un complejo genoma oncogénico de
supervivencia, donde se observan principalmente genes con funciones
relacionadas con el sistema inmune y regulacion del ciclo celular teniendo efecto

en la tumorogénesis, progresion, respuesta inflamatoria, induccién de la apoptosis
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y angiogénesis (Sintupisut et al., 2013). En las regiones alteradas se encontraron
genes que participan en la regulacion del sistema inmune, regulacion del ciclo
celular y factores de transcripcion; se observa que los genes del sistema inmune
son los mas afectados lo que sugiere un rol importante dentro de la formacion de
los TSNC; igualmente se han visto algunas vias afectadas como: RAS, TP53,
PIK3, las cuales controlan el ciclo celular, proponiéndose que las aberraciones
representan sélo una fraccion de los cambios genéticos involucrados en la
gliomagénesis e igualmente pueden tener un efecto sumatorio y posiblemente
compensatorio con el patron de metilacion caracteristico del tumor estudiado;
dentro de los estudios realizados con los GBM se han involucrado a los
astrocitomas por considerarse como la primera etapa de desarrollo de los GBM,
estos tumores presentan mutaciones o deleciones en CDKN2, TP53, EGFR, IDH1
(Vaitkiené et al., 2013).

Otros tumores gliales son los oligodendrogliomas pediatricos en los que es comun
observar la pérdida de 1p, 199 (Nord et al., 2009) y ganancias en los cromosomas
79, 8qy 20g (Sevilhan et al., 2007). En comparacion con el presente trabajo donde
se encontro la ganancia en el cromosoma 7q, aunque cabe destacar que se
analizé solamente una muestra para este tumor.

Para el meduloblastoma se ha demostrado como caracteristica principal el
isocromosoma 17q, presentando una delecion del brazo corto y una amplificacion
compensatoria en el brazo largo, ademas de la amplificacion de los miembros de
la familia MYC asociados a un peor pronostico (Kool et al., 2008). En las muestras
estudiadas el cromosoma 17 no mostré alguna alteracion cromosémica pero se
observo alterado el patron de metilacion en la regién 17925 y 17924 con respecto

al testigo.

Por otra parte, se sabe que las alteraciones epigenéticas juegan un papel
importante en la tumorogénesis, donde se involucran procesos celulares
incluyendo el ciclo celular, diferenciacion, transcripcion y motilidad. El estatus de la
metilacion de los genes ha demostrado ser de gran importancia durante el
desarrollo tumoral en contexto con los patrones de metilacion del tejido especifico

(Lindsey et al., 2007), por lo que fue importante estudiar el patrén de metilacion de
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los TSNC permitiendo observar cambios importantes, diferentes a las regiones
pérdidas o ganadas permitiendo visualizar a los procesos genéticos y epigenéticos
como un efecto sumatorio entre las dos alteraciones. Ademas se considera a la
metilacion como un mecanismo importante de la inactivacion epigenética y factor
primordial para los tumores de SNC ubicados en fosa posterior. Se sabe que la
metilacion aberrante participa en la patogénesis y progresién de las neoplasias,
siendo la metilacion diferente en todos los tumores hasta ahora estudiados, lo que
sugiere que cada neoplasia tiene un perfil de metilacion distinto, existen
diferencias para cada individuo como resultado de la presion selectiva o reflejan la
pérdida de proteccidn de las islas CpG contra la metilacion del DNA (Ebinger et
al., 2004); al ser la metilacién distinta para cada individuo se puede esperar que
cada muestra estudiada tenga diferencias en este patrén de metilacion.

En el presente trabajo se encontraron regiones modificadas dentro del patron de
metilacion semejante a lo informado lo que puede sugerir un efecto sumatorio
entre las dos alteraciones o bien colocar a los factores epigenéticos como
primordiales dentro del desarrollo de neoplasias.

También encontramos resultados de regiones duplicadas y/o deletadas de los
tumores similar a lo informado, por ejemplo alteracion en 9934 y 2ql3 en
ependimomas, 9p13, 1g36.1, 19913.4 en astrocitomas y GBM, 822 y 6927 en
meduloblastoma, 22913 en oligodendroglioma. Por otra parte se observaron
regiones modificadas, no antes informadas como 12g12, 12p13, y 11913 en
germinales, 6923, 60g21.16 y 14924 en ependimoma, 9922.3, 8pl2 y 1613 en
meduloblastoma; ademas de otras regiones que no se consideran caracteristicas
de los tumores.

Asi mismo, regiones que han sido reportadas como alteraciones cromosémicas,
en el presente estudio se encontraron alteradas en el patrén de metilacion siendo
en el ependimoma el cromosoma 22q una pérdida caracteristica de este tumor, la
cual fue observada como hipometilada en la region 22g13; ademas es importante
mencionar que el cromosoma 17q perdido y/o ganado es caracteristico para el
meduloblastoma, en el presente estudio se encontr6 como hipometilado en la

region 17g25; por otra parte los oligodendrogliomas se caracterizan por tener
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pérdidas en el cromosoma 1p, nosotros encontramos la region 1p36.1 como
hipometilada.

Con respecto a los miRNAs encontramos a MIR1322 y MIR338 que han sido
publicados en neuroblastoma; lo que sugiere que el patron de metilacion y las
alteraciones cromosomicas juegan un papel importante para la regulacion de los
mMiRNAs que afectan directamente a los oncogenes.

La regiobn 1p36.3-p36.2 se vio modificada en los distintos tipos de tumores
estudiados, observandose en algunos casos pérdida y en otros hipometilada,
donde se localizan genes como: TNFRS18, TNFRS4, TP53 y AJAP, los cuales ya
se reportaron en la literatura al estar involucrados en el desarrollo del tumor; se
puede sugerir un papel significativo de esta regién dentro de los TSNC ya que
pueden favorecer o truncar la tumorogénesis dependiendo del estado de la region
ya sea perdida o hipometilada. Sin embargo, es importante considerar que
también se localizan miRNAs relacionados con la tumorogénesis como: MIR200B,
MIR429 y MIR34A, siendo este ultimo un supresor de tumores relacionado con la
via de p53. Por lo tanto, si la regibn cromosémica 1p36.3-p36.2 esta pérdida se
mostrara bloqueada la via de p53, debido a que se localiza tanto TP53 y MIR34A
en esta banda cromosdmica, posiblemente favoreciendo el desarrollo tumoral.
Igualmente la region 1p36.3-p36.2 hipometilada, sugiere que existe mayor
expresion de TP53 pero menor expresion de MIR34A. A pesar de conocerse que
este miRNA depende de la expresion de p53, se puede esperar que se encuentre
bloqueada debido a la subexpresion de MIR34A, afectando la retroalimentacion
entre TP53 y MIR34A.

Cabe mencionar que es importante ampliar el nUmero de muestras asi como
también realizar otros estudios con mayor resolucion y especificidad para poder
ubicar las alteraciones cromosOmicas y el patron de metilacibn que tengan en
comun los TSNC ubicados en fosa posterior asi como también las regiones que
permitan distinguir entre cada tipo de tumor de acuerdo a su origen ya sea
germinal, glial y embrionario. Asi como estudiar la expresion de algunos genes

gue se sugiere se localizan sub o sobre expresa
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9. Conclusiones

En el presente estudio se observaron alteraciones cromosémicas y patrén de
metilacion en regiones compartidas entre e intra-tumores de fosa posterior a pesar
de ser de diferente origen ya sea germinal, glial o embrionario. La region
encontrada con mas alteraciones cromosémicas y patron de metilacion aberrante
es 1p36.1-p35, mientras que diferentes regiones de otros cromosomas como 5q,
7q, 17q y 22 se perciben como caracteristicas en los distintos TSNC estudiados, lo
gue sugiere gque existen regiones caracteristicas para cada tipo de tumor, como
las regiones hipometiladas 7p13 en astrocitomas, 3929 en Germinoma y 17q24-
g25 en meduloblastomas; asi como regiones compartidas entre tumores
localizados en fosa posterior.

Los genes mayormente afectados estan relacionados con sistema inmune,
regulacion del ciclo celular, factores de transcripcion y adherencia. Ademas los
resultados obtenidos sugieren que el patron de metilacion sumado a las
alteraciones cromosoémicas tiene un papel importante en la regulacion de los
MiRNAs para el desarrollo tumoral en TSNC.

El estudio permiti6 una visualizacion general de las similitudes que poseen los
TSNC por ubicacion, abriendo la posibilidad de otros estudios mas especificos
sobre algunos tumores y sobre genes blanco que proporcionen mayor informacion

gue ayude a la comprension de las vias de regulacion involucradas en los TSNC.
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Anexo |

Método de Fenol-Cloroformo-lsoamilico

Centrifugar a 14,000 rpm durante 10 min.
Recuperar el sobrenadante.

Centrifugar a 14,000 rpm durante 10 min.
Recuperar la fase acuosa.
Precipitar con isopropanol en una relacion Vol:Vol

© ©®© N o R~ wDdPE

Incubar a -20 °C por 3 horas.

10.Centrifugar a 10,000 rpm por 10min.
11.Elimina el sobrenadante, recuperando la pastilla.
12.Lavar la pastilla con 500 pl de etanol al 70%.
13.Centrifugar a 10,000 rpm durante 15 min.
14.Recuperar la pastilla.

15.Lavar la pastilla con 500 pl de etanol al 70%
16.Centrifugar a 10,000 rpm durante 15 min.
17.Recuperar la pastilla.

18.Dejar secar.

19.Resuspender en 20 ul de Agua libre de DNAsas
20.Almacenar a -20 °C.

Colocar el tejido en 500 pl de Amortiguador de lisis.

Disgregar el tejido en TissueLyser a 30 Htz por 2 min.

Hacer extraccion Vol:Vol con Fenol-Cloroformo-lsoamilico (25:24:1).
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Anexo Il
Marcaje con Random Primers DNA Labeling System (Invitrogen)

Desnaturalizar 25 ng de DNA por calentamiento durante 5 min en un bafo
de agua hirviendo y enfriar en hielo.

Agregar 2 pl de dATP, 2 ul de dGTP, 2 pl dTTP, 15 ul de Buffer y a un
volumen de 49 pl.

Mezclar brevemente.

Anadir 5ul de enzima “Klenow Fragment”, mezclar.

Incubar a 25 °C durante 1 hora.

Para detener la reaccién afadir 5 pl de “buffer stop”.
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Anexo Il

En las siguientes tablas se muestran las vias en que participan los miRNAs

encontrados en las regiones con alteraciones cromosomicas o con patrén de

metilacion modificado con respecto al grupo testigo; dentro del paréntesis se hace

referencia como fue observada la region donde se localiza el miRNA.

Tabla 1. Vias y neoplasias en las que participa hsa-miR-126 (Region amplificada)

Vias Blanco

Genes

Carcinoma Renal

CRK

Leucemia mieloide crénica

CRK

Via de sefializacién ErbB

CRK

Via de sefalizacion Wnt

LRP6

Via de sefializacion MAPK

CRK

Tabla 2. Vias y neoplasias en las que participa hsa-miR-920 (Region pérdida)

Vias Blanco Genes
Cancer de pulmén de células pequefias ITGA3, AKT3
Via de sefializacion AKT3, SPNS1

Cancer endometrial AKT3
Céncer de pulmén de células no pequefias AKT3
Leucemia mieloide aguda AKT3

Via de sefalizacion MAPK MAP2K1IP1, AKT3
Via de sefalizacion de células B AKT3
Glioma AKT3
Carcinoma Renal AKT3
Via de sefializacion VEGF AKT3
Melanoma AKT3
Céancer de pancreas AKT3
Leucemia mieloide crénica AKT3
Apoptosis AKT3
Cancer colorectal AKT3
Via de sefalizacion ErbB AKT3

Via de sefalizacion TGF-beta SMURF1

Cancer de préstata AKT3
Via de sefalizacion Jak-STAT AKT3

Tabla 3. Vias y procesos celulares en las que participa hsa-miR-1185 (Regién hipometilada)

Vias Blanco

Genes

Via de sefializacién p53

CCND2

Via de sefnalizacion VEGF

MAPK14

Ciclo celular

CCND2

Via de senalizacion Wnt

CCND2

Via de sefalizacion Jak-STAT

CCND2

Via de sefalizacion MAPK

MAPK14
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Tabla 4. Vias, procesos celulares y neoplasias en las que participa hsa-let-7b (Regién

pérdida)

Vias Blanco

Genes

Via de Sefializacion MAPK

MAP4K3, MAP4K4, DUSP4, TGFBR1, MAP3K1, PDGFB,
MAP3K71P2, MAPK11, DUSP9, FASLG, CACNG4, CACNA1D,
DUSP16, MAP3K3, PAK1, TP53, FGF11, AKT2, ACVRI1B,
PLA2G3, NLK, DUSP1, FGF5, ACVRI1C, FAS, RPS6KA3, CASP3

Leucemia Mieloide Crénica

GAB2, TGFBR1, CDKN1A, CBL, E2F2, RB1, TP53, AKT2,
ACVRI1B, ACVRI1C, BCL2L1, CCND1

Via de sefializacién p53

CDKN1A, RRM2, STEAPS, TP53, THBS1, CCND2, PMAIP1, FAS,
IGF1, CASP3, CCND1

Melanoma

IGF1R, CDKN1A, PDGFB, E2F2, RB1, TP53, FGF11, AKT2,
FGF5, IGF1, CCND1

Céancer de pancreas

TGFBR1, RALB, SMAD2, E2F2, RB1, TP53, AKT2, ACVRI1B,
ACVRI1C, BCL2L1, CCND1

Cancer Colorectal

APC2, DVL3, TGFBR1, IGF1R, SMAD2, TPS53, AKT2, ACVR1B,
ACVRI1C, FZD4, CASP3, CCND1

Cancer de vejiga

CDKN1A, DAPK1, E2F2, RB1, TP53, THBS1, CCND1

Glioma

IGF1R, CDKN1A, PDGFB, E2F2, RB1, TP53, AKT2, IGF1,
CCND1

Via de sefalizacion TFG-
beta

E2F5, TGFBR1, SMAD2, ACVR2A, GDF6, THBS1, ACVR2B,
ACVR1B, ACVRI1C, ZFYVE16

Cancer de prostata

IGF1R, CDKN1A, PDGFB, E2F2, RB1, TP53, AKT2, IGF1,
CCND1

Via de sefializacion Wnt

APC2, NKD1, DVL3, VANGL2, SMAD2, TP53, WNT1, NLK,
CCND2, FZD4, SENP2, CCND1

Céancer de pulmén de
células pequefias

COL4A6, E2F2, RB1, TPS53, AKT2, BCL2L1, COL4Al, CCND1

Ciclo celular

CDKN1A, SMC1A, SMAD2, E2F2, RB1, TP53, CCND2, CDC25A,
CCND1

Céancer de pulmén de
células no pequefias

E2F2, RB1, TP53, AKT2, CCND1

Via de sefalizacion Notch

DTX2, DVL3, NUMBL, DTX4

Via de sefnalizacion Jak-

SOCS4, CBL, IL13, OSMR, GHR, IL10, AKT2, CCNDZ2, BCL2L1,

STAT CCND1
Apoptosis FASLG, TP53, AKT2, FAS, CASP3, BCL2L1
Via de sefnalizacion
Hedgehog WNTL
APC2, TP53, AKT2, CCND1

Cancer endometrial

Via de sefnalizacion de

ICOS, CBL, VAV3, PAK1, IL10, AKT2

celulaT
Via de senalizacion de
célula B VAV3, AKT2
Via de sefnalizacion ErbB CDKNI1A, CBL, PAK1, ABL2, AKT2
Cancer de tiroide TP53, CCND1
SCD, OLR1, ACSL6, PPARA

Via de senalizacion PPAR

Carcinoma Renal

PDGFB, PAK1, AKT2

Leucemia mieloide aguda

AKT2, CCND1

MAPK11, AKT2, PLA2G3

Via de senalizacion VEGF
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Tabla 5. Vias, procesos celulares y neoplasias en las que participa hsa-miR-27b (Regién

amplificada)

Vias Blanco

Genes

Cancer colorectal

FZD7, PDGFRA, TGFBR1, MET, KRAS, SMAD2, SOS1, APC, GRB2,
DVL2, ACVRI1C, FZD4, PIK3CD

Via de sefalizacion
ErbB

CAMK2D, HBEGF, KRAS, MAP2K4, SOS1, ABL2, GRB2, PAK6, MAP2K?7,
CBLB, SHC4, RPS6KB1, PIK3CD

Via de sefalizacion

PRKY, PDGFRA, TGFBR1, MAP3K4, MAPKAPK3, KRAS, CACNB2,
MEF2C, DUSPS5, MAPT, TAOK1, MAP2K4, SOS1, PRKX, RPS6KAS,

MAPK FGF1, CDC42, GRB2, MAP2K7, RAP1B, NLK, NF1, MAPK14, ACVR1C,
MAP3K12, MAP3K14, GNG12
Glioma CAMK2D, PDGFRA, KRAS, CDK6, SOS1, CALM1,CALM2,CALM3, GRB2,

IGF1, SHC4, PIK3CD

Via de sefalizacion
Wnt

FZD7, WNT3A, CAMK2D, PRKY, LRP6, SFRP1, VANGL2, SMAD2, PRKX,
APC, VANGL1, DVL2, NLK, DKK2, FZD4, NFAT5, PRICKLE2

Cancer de pulmoén
de células no

RASSF5, PDPK1, KRAS, CDK6, SOS1, GRB2, PIK3CD, RXRA

pequefias

Leucemia mieloide | TGFBRL, KRAS, CDK6, SOS1, RUNXL, GRB2, CBLB, ACVRIC, SHC4,

créonica PIK3CD

Via de sefalizacion TGFBRL, ID3, SMAD2, SMAD5, ACVR2A, GDF6, ACVR2B, SP1,

TGF-beta ACVRI1C, RPS6KB1, BMPR1A
Carcinoma renal MET, KRAS, VEGFC, SOS1, CDC42, GRB2, PAK6, RAP1B, PIK3CD

Cancer de TGFBR1, ARHGEF6, KRAS, CDK6, SMAD2, VEGFC, CDC42, ACVRIC,
pancreas PIK3CD

Leucegéi Q“a:e'o'de KRAS, SOS1, RUNX1, GRB2, RARA, RPS6KB1, PIK3CD

Céancer de prostata

PDGFRA, PDPK1, KRAS, SOS1, FOX0O1, GRBZ, IGF1, CREB1, PIK3CD

Cancer de tiroides

KRAS, RET, PPARG, RXRA

Cancer endometrial

PDPK1, KRAS, SOS1, APC, GRB2, PIK3CD

Melanoma

PDGFRA, MET, KRAS, CDK®6, FGF1, IGF1, PIK3CD

Ciclo celular

CDC27, YWHAB, CDK6, SMAD2

Via de sefalizacion
p53

CCNG1, CDK6, SESN2, APAF1, IGF1, BBC3

Sefalizacion SHH

WNT3A, PRKY, PRKX, PTCH1, CSNK1G1

Via de sefalizacion

MAPKAPK3, KRAS, CDC42, MAPK14, NFATS5, PIK3CD

VEGF
Apoptosis APAF1, MAP3K14, PIK3CD
Via de sefalizacion
de células B KRAS, VAV3, VAV2, NFATS5, PIK3CD
Via de ﬁ,i,r‘AaF'z'zaC'on LPL, PDPK1, PPARG, RXRA, PPARA
Via de senalizacion
Jak-STAT LEP, LIFR, SOCS4, SOS1, IL10, GRB2, CBLB, PIK3CD, SPRY2
Via de sefnalizacion
Notch DVL2, DTX4

Céncer de vejiga

KRAS, VEGFC, RPS6KAS5
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Tabla 6. Vias, procesos celulares y neoplasias en las que participa hsa-miR-23a (Regidn

amplificada)

Vias Blanco

Genes

Carcinoma renal

MET, EPAS1, SOS1, PTPN11, CREBBP, PAK2, PAKG6, RAP1B, TGFA,
RAP1A, ARNT, ARNT2, PIK3R3

Via de sefalizacion
Wnt

FZD7, CTNNBIP1, SFRP4, LRP5, CSNK2A2, FZD5, SFRP1, CREBBP,
FRAT2, PPP3CA, NLK, FZD4, CCND1, FRAT1

Via de sefalizacion
MAPK

MAP4K4, MAP3K1, FLNB, MEF2C, DUSP5, RRAS2, STK4, SOS1,
MAP3K3, FGF2, PAK2, RAP1B, PPP3CA, NLK, TGFBR2, RAP1A,
ACVRI1C, FAS, MAP3K5, PDGFA

Cancer colorectal

FZD7, FZD5, MET, SOS1, TGFBR2, ACVR1C, FZD4, PIK3R3, CCND1

Leucemia mieloide

STATSB, SOS1, PTPN11, RUNX1, TGFBR2, ACVRI1C, PIK3RS3,

cronica CCND1
Viade Sggg'izaCié” CCNG1, RCHY1, SESN2, APAF1, PMAIP1, FAS, CCND1
Via de sefializacion | IL21R, STAT5B, SOS1, PTPN11, CREBBP, JAKL, IL12B, IL11, PIK3R3,
Jak-STAT CCND1, SPRY?, IL6R
Viade SEerFt‘)aB“Z""Cié” STATSB, SOS1, ABL2, PAK2, PAK6, TGFA, ERBB4, PIK3R3

Cancer de prostata

PDPK1, SOS1, HSP90B1, CREBBP, TGFA, PIK3R3, CCND1, PDGFA

Céancer de pancreas

ARHGEF6, TGFA, TGFBR2, JAK1, ACVRI1C, PIK3R3, CCND1

Melanoma MET, MITF, FGF2, PIK3R3, CCND1, PDGFA
Leucer;éﬁé“;e'o'de SOS1, RUNX1, RUNX1T1, PIK3R3, CCND1
Via d?éle:f'sgt;ac'on RBL2, SMAD5, CREBBP, ACVR2B, TGFBR2, BMPR1B, ACVR1C
Glioma SOS1, TGFA, PIK3R3, CCND1, PDGFA
Via de sefalizacion
SPAR PDPK1
Cancer endometrial PDPK1, SOS1, PIK3R3, CCND1
Apoptosis CASP7, APAF1, PPP3CA, FAS, PIK3R3

Céancer de pulmon de

células pequefias

COL4A4, APAF1, PIK3R3, COL4A1, CCND1

Via de sefalizacion
VEGF

PPP3CA, PIK3R3

Céncer de vejiga CCND1
Ciclo celular RBL2, CCNH, CREBBP, YWHAG, CDC23, CCND1
Via de sefalizacion CREBBP

Notch

Via de sefalizacion de

células B

PPP3CA, PIK3R3

Via de sefnalizacion
Shh

CSNK1G3, CSNK1G1, IHH
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Tabla 7. Vias, procesos celulares y neoplasias en las que participa hsa-miR-200c (Region

pérdida)

Vias Blanco

Genes

Carcinoma renal

KRAS, TCEB1, CRKL, PTPN11, VEGFA, RAC1, CREBBP, PAKSG,
RAP1B, AKT2, ETS1, PAK7, EP300, GAB1, EGLN1, JUN

Via de sefalizacion

CDKN1B, PRKCA, KRAS, CBL, CRKL, SHC1, PAK6, AKT2, ERBB4,

ErbB PAK7, PLCG1, GAB1, RPS6KB1, JUN
Via de sefializacion RHOA, SMURF1, SMAD2, ACVR2A, NOG, PPP2R2C, CREBBP,
TGF-beta PPP2CA, ACVR2B, SMURF2, SP1, ACVR1C, EP300, RPS6KB1
Leucemia mieloide CDKN1B, E2F3, KRAS, CBL, CRKL, PTPN11, SHC1, IKBKB, AKT2,
cronica

ACVRI1C, CTBP2

Céancer de prostata

CCNE2, BCL2, CDKN1B, E2F3, PDPK1, KRAS, CREBBP, IKBKB,
CREBS5, AKT2, CDK2, EP300

Vias de sefializacion
MAPK

MAP4K3, MAP4K4, RPS6KA2, PRKCA, NTF3, MAP3K1, PPM1B,
KRAS, CRKL, RAC1, SRF, MAPK7, IKBKB, RAP1B, AKT2, DUSP1,
ACVR1C, RPS6KA3, MAP3KS5, PRKACB, JUN

Via de sefalizacion
Notch

NUMB, CREBBP, LFNG, EP300, JAG2, CTBP2

Céancer de pulmoén

CCNE2, BCL2, CDKN1B, E2F3, IKBKB, APAF1, AKT2, CDK2, LAMC1

Céancer de pancreas

E2F3, KRAS, SMAD2, VEGFA, RAC1, IKBKB, AKT2, ACVR1C

Via de sefalizacion
Wnt

PRKCA, RHOA, SMAD2, PPP2R2C, RAC1, CREBBP, FBXW11,
PPP2CA, EP300, PRKACB, JUN, CTBP2

Ciclo celular

CCNE2, CDKN1B, E2F3, YWHAB, SMAD2, YWHAQ, CREBBP,
YWHAG, CDK2, EP300

Céancer de pulmén de
células no pequefias

E2F3, PRKCA, PDPK1, KRAS, AKT2, PLCG1

Via de sefalizacion

chh RAB23, GLI3, FBXW11, PTCH1, CSNK1G3, PRKACB
Viade f/eE”(;':'zac'O” PRKCA, KRAS, VEGFA, RAC1, KDR, AKT2, PLCG1
Cancer colorectal BCL2, APPL1, KRAS, SMAD2, RAC1, AKT2, ACVRI1C, JUN
Glioma E2F3, PRKCA, KRAS, SHC1, AKT2, PLCG1
Apoptosis BCL2, PRKAR2B, IKBKB, APAF1, AKT2, PRKAR1A, PRKACB
Via de sefalizacion
i KRAS, RAC1, IKBKB, AKT2, JUN
Viade Ssgg"zac'on CCNE2, SESN1, APAF1, CDK2, PMAIP1
Leucemia mieloide
aguda KRAS, IKBKB, AKT2, RPS6KB1

Cancer de vejiga

E2F3, KRAS, VEGFA

Via de sefnalizacion

PPAR SCD, PDPK1
Cancer de tiroide KRAS
Melanoma E2F3, KRAS, AKT2
Carcinoma de células
basales GLI3, PTCH1
Via de sefnalizacion
Jak-STAT CNTFR, LEPR, CBL, PTPN11, CREBBP, AKT2, EP300
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Tabla 8. Vias, procesos celulares y neoplasias en las que participa hsa-miR-23b (Region

amplificada)

Vias Blanco

Genes

Carcinoma renal

MET, EPAS1, SOS1, PTPN11, CREBBP, PAK2, PAKG6, RAP1B, TGFA,
RAP1A, ARNT, ARNT2, PIK3R3

Via de sefalizacion
Wnt

FZD7, CTNNBIP1, SFRP4, LRP5, CSNK2A2, FZD5, SFRP1, CREBBP,
FRAT2, PPP3CA, NLK, FZD4, CCND1, FRAT1

Via de sefalizacion
MAPK

MAP4K4, MAP3K1, FLNB, MEF2C, DUSP5, RRAS2, STK4, SOS1,
MAP3K3, FGF2, PAK2, RAP1B, PPP3CA, NLK, TGFBR2, RAP1A,
ACVRI1C, FAS, MAP3K5, PDGFA

Cancer colorectal

FZD7, FZD5, MET, SOS1, TGFBR2, ACVRI1C, FZD4, PIK3R3, CCND1

Leucemia mieloide

STATSB, SOS1, PTPN11, RUNX1, TGFBR2, ACVRI1C, PIK3RS3,

cronica CCND1
Viade Sggg'izaCié” CCNG1, RCHY1, SESN2, APAF1, PMAIP1, FAS, CCND1
Via de sefalizacion | IL21R, STAT5B, SOS1, PTPN11, CREBBP, JAKL, IL12B, IL11, PIK3R3,
Jak-STAT CCND1, SPRY?, IL6R
Viade SEerFt‘giza‘:ié” STATSB, SOS1, ABL2, PAK2, PAK6, TGFA, ERBB4, PIK3R3

Cancer de prostata

PDPK1, SOS1, HSP90B1, CREBBP, TGFA, PIK3R3, CCND1, PDGFA

Céancer de pancreas

ARHGEF6, TGFA, TGFBR2, JAK1, ACVR1C, PIK3R3, CCND1

Melanoma MET, MITF, FGF2, PIK3R3, CCND1, PDGFA
Leucer;éﬁé“;e'o'de SOS1, RUNX1, RUNX1T1, PIK3R3, CCND1
Via d?éle:f'sgt;ac'on RBL2, SMAD5, CREBBP, ACVR2B, TGFBR2, BMPR1B, ACVR1C
Glioma SOS1, TGFA, PIK3R3, CCND1, PDGFA
Via se sefializacion
SPAR PDPK1
Cancer endometrial PDPK1, SOS1, PIK3R3, CCND1
Apoptosis CASP7, APAF1, PPP3CA, FAS, PIK3R3

Céancer de pulmon de

células pequefias

COL4A4, APAF1, PIK3R3, COL4A1, CCND1

Via se sefializacion
VEGF

PPP3CA, PIK3R3

Via de sefalizacion
células T

SOS1, PAK2, PAKG6, PPP3CA, PIK3R3

Céancer de vejiga

CCND1

Ciclo celular

RBL2, CCNH, CREBBP, YWHAG, CDC23, CCND1

Cancer de tiroide

CCDC6, CCND1

Via de sefnalizacion

Notch CREBBP
Via de sefnalizacion
células B PPP3CA, PIK3R3
Viade stsaﬂﬁllzacmn CSNK1G3, CSNK1G1, IHH
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Tabla 9. Vias, procesos celulares y neoplasias en las que participa hsa-miR-494 (Regién

hipometilada)

Vias Blanco

Genes

Vias de sefializacion Wnt

CAMK2D, CUL1, PPP2R2B, TBL1X, ROCK1, APC, PLCB1,

CCND2, NFATS, PRICKLE2

Via de sefalizacion TGF-beta

CUL1, PPP2R2B, ROCK1, INHBB, ACVR1C, BMPR2, PITX2

Glioma CAMK2D, IGF1R, CDK6, PIK3R3
Via de sefializacion GnRH CAMK2D, ADCY7, PLA2G12B, PLCB1, ADCY6
Melanoma IGF1R, CDK®6, FGF7, PIK3R3

Leucemia Mieloide Crénica

CDK6, PTPN11, ACVRIC, PIK3R3

Cancer colorectal

IGF1R, APC, ACVR1C, PIK3R3

Carcinoma de célula basal

GLI3, APC, HHIP

Via de sefalizaciéon Shh

GLI3, HHIP, CSNK1G1

Via de sefializaciéon p53

CDK6, CCND2, BBC3

Carcinoma renal

PTPN11, RAP1B, PIK3R3

Via de sefalizacion VEGF

PLA2G12B, NFATS5, PIK3R3

Via de sefializacion Jak-STAT

PTPN11, LIF, CCND2, IL12B, PIK3R3

Céancer de pancreas

CDK6, ACVRI1C, PIK3R3

Via se sefializacion MAPK

TAOKS, PPM1B, FGFR2, PLA2G12B, FGF7, RAP1B,
ACVR1C

Cancer pulmonar de células
pequefias

CKS1B, CDK6, PIK3R3

Cancer de prostata

IGF1R, FGFR2, PIK3R3

Céancer endometrial

APC, PIK3R3

Céancer de pulmén de células no
pequefias

CDK®6, PIK3R3

Ciclo celular

CUL1, CDK6, CCND2

Via de sefalizacion células T

NFATS5, PIK3R3

Via de sefnalizacion ErbB

CAMK2D, PIK3R3

Apoptosis

PIK3R3

Tabla 10. Vias y neoplasias en las que participa hsa-miR-1322 (Regién hipometilada)

Vias Blanco Genes

Glioma

CAMK2D, PRKCA

Vias de sefalizaciéon ErbB

CAMK2D, PRKCA

Vias de sefalizacion TGF-beta

SMAD7, BMPR2

Via de sefnalizacion Wnt

CAMK2D, PRKCA

Céncer pulmonar de células no pequefias PRKCA
Via de sefializacion MAPK PRKCA, CACNA2D1
Via de sefializacién VEGF PRKCA
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Tabla 11. Vias y neoplasias en las que participa hsa-miR-134 (Region hipometilada)

Vias Blanco Genes
Céancer de pancreas KRAS, RAD51
Leucemia mieloide crénica KRAS, STAT5B
Via de sefalizacion ErbB KRAS, STAT5B
Cancer de tiroide KRAS
Céancer de vejiga KRAS
Cancer endometrial KRAS
Carcinoma de célula basal PTCH1
Céancer de pulmén de células no pequefias KRAS
Via de sefializacién Shh PTCH1
Leucemia mieloide aguda KRAS
Via de sefializacion células B KRAS
Via de sefializacion Jak-STAT STAT5B
Glioma KRAS
Via de sefalizacion p53 SERPINE1
Carcinomarenal KRAS
Via de sefalizacion PPAR ANGPTLA4
Via de sefalizacion VEGF KRAS
Via de sefalizacion MAPK KRAS, BDNF
Melanoma KRAS
Céancer colorectal KRAS
Céancer de préstata KRAS

Tabla 12. Vias, procesos celulares y neoplasias en las que participa hsa-miR-376¢ (Region

hipometilada)

Vias Blanco

Genes
CREBBP, GRB2, ARNT

Cancer renal

Céancer de préstata

IGF1R, CREBBP, GRB2

DLL1, CREBBP

Via de sefalizacion Notch
Céncer de pulmoén de células no pequefias RARB, GRB2
Leucemia mieloide aguda GRB2, FLT3
Glioma IGF1R, GRB2
Via de sefalizacion MAPK MAP3K7IP2, CACNB2, SRF, GRB2
Cancer colorectal IGF1R, GRB2
Via de sefalizacion ErbB HBEGF, GRB2
Via de sefalizacion Wnt CREBBP, NFAT5
Via se sefializacién TGF-beta CREBBP
Via de sefalizacion Jak-STAT CREBBP, GRB2
Céncer pulmonar de células pequefias RARB
Leucemia mieloide crénica GRB2
Cancer endometrial GRB2
Via de sefalizacion VEGF NFAT5
Via de sefalizacion PPAR ACSL1
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Tabla 13. Vias y neoplasias en las que participa hsa-miR-203 (Regidon hipometilada)

Vias Blanco Genes
Vias de sefalizacion ErbB PIK3CA, HBEGF, PRKCA, C':AI?BLL,1CRK, SRC, AKT2, PRKCBI1,

Leucemia mieloide crénica

PIK3CA, E2F3, CBL, CRK, AKT2, ABL1, SMAD3

Glioma

PIK3CA, E2F3, PRKCA, PDGFRA, AKT2, PRKCB1

Cancer colorectal

PIK3CA, BIRCS5, PDGFRA, APPL1, APC, AKT2, SMAD3

Céancer de pulmon de células
pequefias

PIK3CA, E2F3, ITGA2, COL4A4, AKTZ2, ITGAV, LAMC1

Céancer de prostata

PDGFD, PIK3CA, E2F3, PDGFRA, CREB3, AKT2, SRD5A2

Via de sefalizacion VEGF

PIK3CA, PRKCA, VEGFA, SRC, AKT2, PRKCB1

Melanoma

PDGFED, PIK3CA, E2F3, PDGFRA, AKT2, FGF5

Céancer de pulmén de células
no pequefias

PIK3CA, E2F3, PRKCA, AKT2, PRKCB1

Céancer de pancreas

PIK3CA, E2F3, PLD1, VEGFA, AKT2, SMAD3

Via de sefalizacion TGF-beta

CUL1, ID4, ACVR2A, ACVR2B, SP1, SMAD3

Carcinoma renal

PIK3CA, VEGFA, CRK, AKT2, RAP1A

Via de sefalizacion Wnt

CUL1, PRKCA, SFRP1, APC, NLK, PRKCB1, PRICKLE2,
SMAD3

Via de sefalizacion MAPK

PRKCA, PDGFRA, MAP3K1, MAP3K13, DUSP5, CRK, AKT2,
NLK, FGF5, RAP1A, PRKCB1

Via de sefializacion Jak-STAT

PIK3CA, CNTFR, IL24, CBL, SOCS3, AKT2, IL15

Céancer endometrial

PIK3CA, APC, AKT2

Carcinoma de células basales

GLI3, APC, PTCH1

Cancer de tiroides RET
Leucemia mieloide aguda PIK3CA, AKT2
Via de sefializacion Shh GLI3, PTCH1
Via de sefializacion p53 CCNG1, ATM
Via de sefializacion PPAR ACSL1, ACSL3
Céncer de vejiga E2F3, VEGFA

Tabla 14. Vias y neoplasias en las que participa hsa-miR-215 (Regién hipometilada)

Vias Blanco Genes
Leucemia mieloide aguda RUNX1, RUNX1T1
Préstata de cancer CREBS5, IGF1
Via de sefalizacion Wnt CTNNBIP1, NFAT5
Via de sefalizacion mTOR IGF1
Glioma IGF1
Via de sefializacién p53 IGF1
Via de sefalizacion PPAR FABP3
Via de sefalizacion VEGF NFAT5
Melanoma IGF1
Leucemia mieloide crénica RUNX1
Via de sefalizacion ErbB EREG
Via de sefalizacion TGF-beta ACVR2B
Via de sefnalizacion de células B NFAT5
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Tabla 15. Vias, procesos celulares y neoplasias en las que participa hsa-miR-202 (Regi6n
hipometilada)

Vias Blanco Genes
Via de senalizacion p53 RRM2, STEAP3, TP53, THB?:%:, NchlNDz, PMAIPL, IGF1, CASP3,
Melanoma IGFIR, HGF, RB1, TP53, FGF11, FGF5, IGF1, CCNDL
. - MAP4K3. MAP4K4. DUSP4. TGFBR1, MAP3K7IP2, DUSPO, FASLG,
Via de,\SAeAr‘;‘}QzaC'O” CACNA1D, DUSP16, MAP3K3, TP53, FGF11, DUSP1, FGF5,
ACVRI1C, CASP3
Cancer colorectal TGFBRL, IGFIR, TP53, ACVRIC, FZD4, CASP3, CCND1
Via d?éle:f‘;‘gtzac'on TGFBR1, ROCK1, ACVR2A, GDF6, THBS1, ACVR2B, ACVR1C
Leucecr?éer‘]g;e'o'de TGFBR1, CBL, RB1, TP53, ACVR1C, CCND1
Viade sefalizacion wnt | WNT2B, LRP6, ROCKL, VANCGé_NZb';PSS, CCND2, FZD4, SENP2,

Céancer de higado RB1, TP53, THBS1, CCND1

Glioma IGF1R, RB1, TP53, IGF1, CCND1

Céancer de pancreas TGFBR1, RB1, TP53, ACVR1C, CCND1

Carcinomade células
basales WNT2B, TP53, GLI2, FZD4
Via de sefalizacion
Notch DTX2, NUMBL, DTX4
Cancer de prostata IGF1R, RB1, TP53, IGF1, CCND1
Via de sefalizacion
PPAR SCD, OLR1, ACSL6, PPARA
Via de sefalizacion
mTOR EIF4EBP1, PRKAA2, IGF1
Cancer de tiroides TP53, CCND1
Céancer de pulmén de
células pequefias RB1, TPS3, CCND1
Carcinoma renal HGF
Ciclo celular SMCI1A, RB1, TP53, CCND2, CCND1
Via de sefnalizacion de
células T CBL, VAV3, LCK, IL10
Via de sefalizacion de
células B VAV3
Via de sefalizacion
Jak-STAT CBL, IL13, GHR, IL10, CCND2, CCND1
Via de sefalizacion Shh WNT2B, GLI2
Cancer endometrial TP53, CCND1

FASLG, TP53, CASP3

Apopotosis




Tabla 16. Vias, procesos celulares y neoplasias en las que participa hsa-miR-30b (Regién

hipometilada)

Vias Blanco Genes
Glioma CAMK?2D, E2F3, IGF1R, KRAS, SOS1, PIK3R2, IGF1, PLCG1,
PDGFRB, PIK3CD

Via de sefalizacion
ErbB

CAMK2D, NCK2, KRAS, CRKL, SOS1, ABL2, PIK3R2, CBLB, ABL1,
PLCG1, PIK3CD

Céancer de prostata

CCNEZ2, BCL2, E2F3, IGF1R, KRAS, SOS1, PIK3R2, IGF1, AR,
PDGFRB, PIK3CD

Cancer colorectal

BCL2, RALGDS, IGF1R, KRAS, SMAD2, SOS1, PIK3R2, PDGFRB,
CASP3, PIK3CD

Leucemia mieloide
crénica

E2F3, KRAS, CRKL, SOS1, RUNX1, PIK3R2, CBLB, ABL1, PIK3CD

Via de sefalizacion
mTOR

RPS6KA2, TSC1, PIK3R2, DDIT4, IGF1, PIK3CD

Céancer de pancreas

RALGDS, E2F3, ARHGEF6, KRAS, SMAD2, PIK3R2, JAK1, PIK3CD

Via de sefalizacion
Jak-STAT

SOCSL1, LIFR, LEPR, SOS1, IFNAR2, IL2RA, SOCS3, PIK3R2, CBLB,
JAK1, IL28RA, CLCF1, PIK3CD

Apoptosis

BCL2, IL1A, PPP3CA, PIK3R2, PRKAR1A, CASP3, PIK3CD, PPP3CB

Carcinoma renal

KRAS, CRKL, SOS1, CUL2, RAP1B, PIK3R2, PIK3CD

Via de sefalizacion

MAP4K4, RPS6KA2, KRAS, CACNB2, BDNF, CRKL, TAOK1, IL1A,
SOS1, RAP1B, PPP3CA, NLK, NF1, RASA1l, MAP3K12, MAP3K5,

MAPK PDGFRB, CASP3, PPP3CB
Viade f/eE”c;':'zaC'O” KRAS, PPP3CA, PIK3R2, NFAT5, PLCG1, PIK3CD, PPP3CB
Melanoma E2F3, IGFIR, KRAS, PIK3R2, IGF1, PDGFRB, PIK3CD

Ciclo celular

CCNE2, DBF4, E2F3, SMAD2, YWHAZ, ORC2L, CDC7, TFDP1, ABL1

Cancer endometrial

FOXO3, KRAS, SOS1, PIK3R2, PIK3CD

Céancer pulmonar de
células no pequefias

CCNE2, RARB, BCL2, E2F3, ITGAG6, PIK3R2, PIK3CD

Via de sefalizacion
Notch

JAG2

Via de sefalizacion Wnt

CAMK2D, LRP6, TBL1X, SMAD2, VANGL1, PPP3CA, PRICKLEL,
NLK, NFAT5, PPP3CB

Via de sefalizacion Shh

RAB23, CSNK1G1, GLI2

Via de sefalizacion
TGF-beta

SMADZ2, ACVR1, THBS2, SMAD1, TFDP1

Via de sefializacion p53

CCNE2, SERPINEL, IGF1, CASP3

Cancer de tiroide

KRAS, CCDC6

Cancer de vejiga

E2F3, KRAS
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Tabla 17. Vias, procesos celulares y neoplasias en las que participa hsa-miR-30d (Regién

hipometilada)

Vias Blanco

Genes

Glioma

CAMK2D, E2F3, IGF1R, KRAS, SOS1, PIK3R2, IGF1, PLCG1,
PDGFRB, PIK3CD

Via de sefalizacion
ErbB

CAMK2D, NCK2, KRAS, CRKL, SOS1, ABL2, PIK3R2, CBLB, ABL1,
PLCG1, PIK3CD

Céancer pulmonar de
células no pequefias

RARB, E2F3, FOXO3, KRAS, SOS1, PIK3R2, PLCG1, PIK3CD

Céancer de prostata

CCNEZ2, BCL2, E2F3, IGF1R, KRAS, SOS1, PIK3R2, IGF1, AR,
PDGFRB, PIK3CD

Cancer colorectal

BCL2, RALGDS, IGF1R, KRAS, SMAD2, SOS1, PIK3R2, PDGFRB,
CASP3, PIK3CD

Via de sefalizacion
mTOR

RPS6KA2, TSC1, PIK3R2, DDIT4, IGF1, PIK3CD

Céancer de pancreas

RALGDS, E2F3, ARHGEF6, KRAS, SMAD2, PIK3R2, JAK1, PIK3CD

Via de sefalizacion
Jak-STAT

SOCSL1, LIFR, LEPR, SOS1, IFNARZ2, IL2RA, SOCS3, PIK3R2, CBLB,
JAK1, IL28RA, CLCF1, PIK3CD

Apoptosis

BCL2, IL1A, PPP3CA, PIK3R2, PRKAR1A, CASP3, PIK3CD, PPP3CB

Carcinoma renal

KRAS, CRKL, SOS1, CUL2, RAP1B, PIK3R2, PIK3CD

Via de sefalizacion
MAPK

MAP4K4, RPS6KA2, KRAS, CACNB2, BDNF, CRKL, TAOK1, IL1A,
SOS1, RAP1B, PPP3CA, NLK, NF1, RASA1l, MAP3K12, MAP3K5,
PDGFRB, CASP3, PPP3CB

Via de sefalizacion

KRAS, PPP3CA, PIK3R2, NFATS, PLCG1, PIK3CD, PPP3CB

VEGF
Via de sefalizacion
PPAR MEL
Melanoma E2F3, IGF1R, KRAS, PIK3R2, IGF1, PDGFRB, PIK3CD
Carcinomade célula GLI2
basal

Ciclo celular

CCNE2, DBF4, E2F3, SMAD2, YWHAZ, ORC2L, CDC7, TFDP1, ABL1

Cancer endometrial

FOXO3, KRAS, SOS1, PIK3R2, PIK3CD

Céancer pulmonar de
células pequefias

CCNE2, RARB, BCLZ2, E2F3, ITGAG6, PIK3R2, PIK3CD

Leucemia mieloide
aguda

KRAS, SOS1, RUNX1, PIK3R2, PIK3CD

Via de sefalizacion
Notch

JAG2

Via de sefnalizacion Wnt

CAMK2D, LRP6, TBL1X, SMAD2, VANGL1, PPP3CA, PRICKLEL,
NLK, NFAT5, PPP3CB

Via de sefnalizacion Shh

RAB23, CSNK1G1, GLI2

Via de sefializacion p53

CCNE2, SERPINEL, IGF1, CASP3

Cancer de tiroide

KRAS, CCDC6

Cancer de vejiga

E2F3, KRAS
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Tabla 18. Vias, procesos celulares y neoplasias en las que participa hsa-miR-132 (Regi6n

hipometilada)

Vias Blanco

Genes

Céancer de prostata

CDKN1A, RB1, SOS1, FOXO01, MAPK1, MAPKS, CREBS,
TCF7L2, TCF7L1, EP300

Via de sefalizacion TGF-beta

E2F5, SMAD2, SMADS, ACVR1, MAPK1, MAPK3, ACVR2B,
GDF5, EP300, PPP2CB

Céancer endometrial

FOXO3, SOS1, MAPK1, MAPK3, TCF7L2, TCF7L1

Cancer de tiroide

MAPK1, MAPK3, TCF7L2, TCF7L1

Carcinoma renal

SLC2A1, SOS1, CRK, MAPK1, MAPKS, EP300

Via de sefializacion Wnt

SMAD2, FBXW11, TCF7L2, PPP3CA, NFATS, TCF7L1,
PRICKLEZ2, EP300, PPP2CB

Leucemia mieloide créonica

CDKN1A, RB1, SOS1, CRK, MAPK1, MAPK3

Céancer pulmonar de células
pequefias

FOXO3, RB1, SOS1, MAPK1, MAPK3

Leucemia mieloide aguda

SOS1, MAPK1, MAPK3, TCF7L2, TCF7L1

Cancer colorectal

SMAD2, SOS1, MAPK1, MAPK3, TCF7L2, TCF7L1

Via de sefializacion ErbB

HBEGF, CDKN1A, SOS1, CRK, MAPK1, MAPKS3

Glioma

CDKN1A, RB1, SOS1, MAPK1, MAPK3

Céancer de higado

CDKNI1A, RB1, MAPK1, MAPK3

Via de sefalizacion MAPK

GNA12, DUSP9, MAPT, SOS1, MAP3K3, CRK, MAPK1, FGF7,
MAPK3, PPP3CA, RASAl

Melanoma

CDKNI1A, RB1, MAPK1, FGF7, MAPK3

Carcinoma de células basales

PTCH1, TCF7L2, HHIP, TCF7L1

Via de sefalizacion VEGF

MAPK1, MAPK3, PPP3CA, NFAT5

Céancer de pancreas

SMADZ2, RB1, MAPK1, MAPK3

Ciclo celular

CDKN1A, SMAD2, RB1, YWHAG, EP300

Via de sefalizacion Shh

FBXW11, PTCH1, HHIP

Via de sefalizacion mTOR

MAPK1, MAPK3

Via de sefalizacion Jak-STAT

SOS1, SPRY1, SPRED1, EP300

Via de sefializacion p53

CDKN1A, APAF1

Via de sefalizacion PPAR

FABP2

Via de sefalizacion Notch

EP300

Apoptosis

APAF1, PPP3CA
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Anexo IV

Se muestran genes encontrados en las alteraciones cromosémicas 0 con patron

de metilacion modificado. Ademas estos genes fueron reportados como regulados

por los miRNAs antes mencionados.

Tabla 1. Alteraciones asociadas a TP53 en varios tipos de neoplasias

Nombre Genes
Leucemia mieloide crénica BCR-ABL, EVI1, AML1, p16/INK4A, p53, RB1
Leucemia linfocitica crénica Bcl-2, p53, ATM, Fas

Mesontelio pleural maligno

p53, p16/CDKN2A, p15/CDKN2B, NF2, PDGF-A, PDGF-B, IGF-1,

IGF-R1
Céancer de vejiga H-ras, FGFR3, p16/INK4A, p53, RB1, EGFR, ERBB2, RASSF1,
DAPK1
Melanoma maligno BRAF, NRAS, CDK4, MITF, PTEN, p16/INK4A, p53
Carcinoma de célula basal SHH, SMO, p53, PTCH

Carcinomade célula

p53, pl6/INK4A, H-ras, K-ras

escamosa
Kaposi's sarcoma Bcl-2, c-MYC, c¢-INT, K-ras, p53
Tabla 2. Alteraciones asociadas a CCND1 en varios tipos de neoplasias
Nombre Genes
Mieloma CCND1-IgH, CCND3-IgH, IgH-FGFRS3, IgH-MMSET, IgH-MAF, N-ras, K-ras, c-
multiple MYC, p53
Ca;;;rade BRCAL, BRCA2, p53, RB1, PTEN, c-MYC, ERBB2, CDH1, CCND1

Tabla 3. Alteraciones asociadas a KRAS en varios tipos de neoplasias

Nombre Genes

Carcinoma de célula escamosa | p53, p16/INK4A, H-ras, K-ras

Céncer de vesicula p53, pl6/INK4A, K-ras, APC

Tabla 4. Alteraciones asociadas a JUN en varios tipos de neoplasias

Nombre Genes

Linfoma lipoplasmatico Pax5-IgH

Céncer de vesicula p53, pl6/INK4A, K-ras, APC

Tabla 5. Alteraciones asociadas a AKT2 en varios tipos de neoplasias

Nombre

Genes

Cancer de ovario

BRCA1, BRCA2, MSH2, MLH1, ERBB2, K-ras, AKT2, PIK3CA, c-MYC, p53
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Tabla 6. Alteraciones asociadas a APC en varios tipos de neoplasias

Nombre Genes
C:S”éﬁ;ge EGFR, p53, p16/INK4A, RB1, iNOS, COX2, APC, Cyclin D1, FAS
Céancer K-ras, c-met, K-sam, ERBB2, EGFR, EGF, TGF-alpha, VEGF, p53, APC, DCC,
gastrico E-Cadherin, beta-Catenin, CD44, Bcl-2, Cyclin E
Céancer beta-Catenin, K-ras, APC, DCC, TGF-betaRIl, Smad2, Smad4, BAX, p53,
Colorectal MLH1, MSH2, MSH3, MSH6

Tabla 7. Alteraciones asociadas a CDK6 en varios tipos de neoplasias

Nombre

Genes

Céancer de pulmon de células
no pequefias

K-ras, RAR-beta, FHIT, RASSF1, p16/INK4A, p53, EML4-ALK,
TFG-ALK, SLC34A2-ROS1

Tabla 8. Alteraciones asociadas a RAR-BETA en varios tipos de neoplasias

Nombre Genes
Céancer pulmonar de células
pequefias c-MYC, RAR-beta, FHIT, p53, RB1, PTEN, Bcl-2

Cancer pulmonar de células
no pequefias

K-ras, RAR-beta, FHIT, RASSF1, p16/INK4A, p53, EML4-ALK,
TFG-ALK, SLC34A2-ROS1

Carcinoma hepatocelular

PTEN, H-ras, K-ras, N-ras, AXIN1, beta-Catenin, p53, p73,
RB1, p16/INK4A, E-Cadherin, IGF2R

Tabla 9. Alteraciones asociadas a SMAD 2 en varios tipos de neoplasias

Nombre Genes
Céncer beta-Catenin, K-ras, APC, DCC, TGF-betaRIl, Smad2, Smad4, BAX, p53,
Colorectal MLH1, MSH2, MSH3, MSH6

Tabla 10. Alteraciones asociadas a RB1 en varios tipos de neoplasias

Nombre

Genes

Leucemia mieloide cronica

BCR-ABL, EVI1, AML1, p16/INK4A, p53, RB1

Céancer pulmonar de células
pequefias

c-MYC, RAR-beta, FHIT, p53, RB1, PTEN, Bcl-2

Céancer de eséfago

EGFR, p53, p16/INK4A , RB1, iINOS, COX2, APC, Cyclin D1,

FAS
Cancer de vejiga H-ras, FGFR3, p16/INK4A, pggpilil EGFR, ERBB2, RASSF1,
Cancer de mama BRCAL, BRCA2, p53, RB(lj’CFI)\nglN’ c-MYC, ERBB2, CDH1,
Osteosarcoma MDMZ2, SAS, p53, RB1, p16/INK4A, CDKN2B, c-MYC
Glioma EGFR, MDM2, PTEN, p16/INK4A, PDGF-A, PDGF-B, PDGFR-

alpha, PDGFR-beta, CDK4, p53, RB1

Carcinoma hepatocelular

PTEN, H-ras, K-ras, N-ras, AXIN1, beta-Catenin, p53, p73, RB1,
pl6/INK4A, E-Cadherin, IGF2R
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