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Resumen

Los astrocitomas son un tipo de neoplasias del sistema nervioso central que difieren
en su localizacién y morfologia. Son considerados como tumores solidos heterogéneos
y se presentan frecuentemente en nifios menores de 16 afos. La Organizacion
Mundial de la Salud, los clasifica en 4 grados histolégicos bien definidos: grado | o
pilocitico, grado Il o difuso, grado Il o anaplasico y grado IV o glioblastoma multiforme.
A pesar de existir distintos farmacos para mejorar la sobrevida de los pacientes, ésta
no ha mejorado. Recientemente, se han realizado estudios que demuestran la
participacion de los RNAs no codificantes en estas neoplasias. Segun diversos
estudios, los RNAs largos no codificantes (INcCRNAS) que se encuentran alterados en
diferentes tipos de cancer podrian ser planteados como biomarcadores para estos
tumores. El objetivo de este trabajo fue validar la expresion de los IncRNAs SOX2
overlapping trancript (SOX2-OT) y Brain cytoplasmic RNA 1 (BCYRN1) en
astrocitomas pediatricos de diferentes grados histol6gicos. Los patrones de expresion
se determinaron por medio de PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR) (3 controles
y 14 muestras tumorales) y analizados por el método de Livak y Schmittgen de la
doble delta Ct (2**“"). Posteriormente se realiz6 un andlisis de T de Student para
comparar cada una de las muestras con el control segun correspondiera. Se encontrd
que la expresion de SOX2-OT es heterogénea en cada una de las muestras y los
grados histolégicos en general, el andlisis estadistico T de Student mostr6 cambios
significativos entre el Control y cinco de las muestras (AstP Il, AstD VI, AstA |, GBM | y
I1). En el caso de BCYRNL1, el analisis estadistico T de Student mostré cambios
significativos entre el Control y siete de las muestras (AstP I y I, AstD I, IVy VI, AstA Il
y GBM Ill). Los resultados sugieren que BCYRN1 puede funcionar como un
biomarcador de progresion de grado histologico, ya que en las muestras analizadas se
observa que la expresion decrece cuando aumenta la malignidad del tumor. En el caso
de SOX2-OT, los datos sugieren que puede funcionar como un biomarcador de
glioblastoma multiforme ya que se encuentra subexpresado en este tipo tumoral,
ademas se cumplié la tendencia de expresion de estos dos INcCRNAs previamente

observada en el estudio que funcioné como antecedente.

Palabras clave: Astrocitoma pediatrico, LncRNAs, SOX2-OT, BCYRNL1.

XV



Abstract

Astrocytomas are a type of central nervous system neoplasm that differ in location and
morphology. They are considered heterogeneous solid tumors and occur frequently in
children under 16 years of age. The World Health Organization classifies them into 4
well-defined histological grades: grade | or pilocytic, grade Il or diffuse, grade Il or
anaplastic, and grade IV or multiform glioblastoma. Despite the existence of different
drugs to improve patient survival, it has not improved. Recently, several studies have
demonstrated the participation of non-coding RNAs in these neoplasms. According to
various studies, the long non-coding RNAs (IncRNAs) found altered in different types of
cancer could be considered as biomarkers for these tumors. The objective of this work
was to validate the expression of IncCRNAs SOX2 overlapping trancript (SOX2-OT) and
Brain cytoplasmic RNA 1 (BCYRNL1) in pediatric astrocytomas of different histological
grades. Expression patterns were determined by quantitative real-time PCR (qRT-
PCR) (3 controls and 14 tumor samples) and analyzed by the Livak and Schmittgen

method of comparative expression double delta Ct (24!

). Subsequently, a Student's T
analysis was performed to compare each of the samples with the control as
appropriate. It was found that the expression of SOX2-OT is heterogeneous in each
one of the samples and the histological grades in general, the statistical analysis of
Student's T showed significant changes between the Control and five of the samples
(AstP Il, AstD VI, AstA | , GBM | and Il). In the case of BCYRN1, Student's T statistical
analysis showed significant changes between the Control and seven of the samples
(AstP | and II, AstD I, IV and VI, AstA Il and GBM III). The results suggest that
BCYRNL1 can function as a histological grade progression biomarker, since in the
analyzed samples it is observed that the expression decreases when the tumor
malignancy increases. In the case of SOX2-OT, the data suggest that it can function as
a biomarker for multiform glioblastoma since it is under-expressed in this tumor type,
and the expression trend of these two IncRNAs previously observed in the study that
functioned as a background was fulfilled.

Keywords: Pediatric astrocytoma, LncRNAs, SOX2-OT, BCYRNL1.
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[. Introduccion
1.1 Astrocitos

El sistema nervioso central (SNC) se encarga de recibir estimulos externos, procesar
la informacion y transmitir érdenes de respuesta que seran ejecutadas por los
musculos y nervios, esta formado por el encéfalo y la médula espinal que se
encuentran protegidos por las membranas meninges (duramadre, aracnoides y

piamadre) y los huesos del craneo y la columna vertebral (1) (Figura 1).
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Figura 1. Estructura del sistema nervioso central. Se observa el encéfalo, el tallo y la médula espinal
con sus partes principales [Tomado de (2)]

Microscopicamente, el SNC se encuentra dividido en dos areas: la materia gris donde
se encuentra el soma de las neuronas y la materia blanca donde se encuentran los
axones de las mismas (3). Ademas de las neuronas, el SNC esta conformado por
distintas células que en conjunto forman la neuroglia: los astrocitos, los
oligodendrocitos, las células ependimales y la microglia, de las cuales los astrocitos

son los mas abundantes con aproximadamente el 70% (3,4) (Figura 2).
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Figura 2. Microambiente del sistema nervioso central. Se observan las neuronas y su interaccién con
las células gliales [Tomado y modificado de (1)]

Los astrocitos son las células gliales que se encargan de conectar al encéfalo y la
médula espinal al formar una matriz que le da soporte y movimiento a las neuronas.
Forman la macroglia o astroglia, donde se pueden encontrar los astrocitos
protoplasmaticos en la sustancia gris y los astrocitos fibrosos en la sustancia blanca
(5). Los astrocitos presentan forma estrellada debido a sus numerosas prolongaciones,
sus extremos reciben el nombre de pies terminales o podocitos cuando rodean a los
vasos capilares, formando una membrana glial continta alrededor de ellos que recibe
el nombre de membrana limitante perivascular. Ambos tipos de astrocitos presentan
microtubulos y filamentos intermedios formados por la proteina acida fibrilar glial
(GFAP), lisosomas, granulaciones de glucégeno en su citoplasma y un ndcleo
ovalado, grande y claramente visible en comparacién con el de otras células gliales

como los oligodendrocitos y la microglia (6).



Los astrocitos protoplasmaticos son las células mas abundantes en la
sustancia gris, presentan numerosas prolongaciones muy ramificadas y finas que se
extienden en todas las direcciones (6). Las prolongaciones de estos astrocitos
envuelven al soma y las dendritas de las neuronas, regulando el intercambio
metabdlico y el ambiente intercelular del SNC (Figura 3A, By C) (3).

Los astrocitos fibrosos se encuentran en la sustancia blanca, sus
prolongaciones se encuentran poco ramificadas y se pueden observar en el
microscopio optico como fibras finas, debido a que los filamentos de GFAP son mas
prominentes en estas células (3). En la cara interna de la piamadre, los astrocitos
fiborosos forman una membrana glial limitante externa (glia limitans) que es
relativamente impermeable y estd compuesta por las uniones de los pies terminales

(Figura 3D, Ey F) (6).

Figura 3. Estructura de los astrocitos. A) Esquema de astrocito protoplasmatico (7). B) Astrocitos
protoplasmaticos observados con tincién anti-gfap (rojo) y los nucleos tefidos con DAPI (azul) por
inmunohistoquimica y microscopia confocal (8). C) Astrocitos protoplasmaticos observados con tincion
anti-gfap (café oscuro) por inmunohistoquimica, visto en microscopia de campo claro a 40X (9). D)
Esquema de astrocito fibroso (7). E) Astrocitos fibrosos observados con tincion anti-gfap (rojo) por
inmunohistoquimica y microscopia confocal (10). F) Astrocitos fibrosos observados con tincion anti-gfap
(café oscuro) por inmunohistoquimica, visto en microscopia de campo claro a 40X (9). Las flechas indican
a los nucleos mientras que las prolongaciones con indicadas con puntos.



Actualmente, debido a una gran cantidad de estudios se sabe que los astrocitos se
encargan de transportar nutrientes y metabolitos a las neuronas, regulan la
concentracion intracelular de iones y el pH manteniendo el microambiente del SNC
(11), que actuan regulando la funcién de las uniones de los capilares que forman la
barrera hematoencefalica (5), pueden responder a distintos neurotransmisores como
glutamato (Glu), acido y-aminobutirico (GABA), acetilcolina (Ach), noradrenalina (NE) y
oxido nitico (NO), producir algunos gliotransmisores como ATP, acido 2-
aminopentanodioico o acido glutamico, acido homocisteico o histamina, factor
natriurético atrial (ANF), factor de necrosis tumoral alfa (TNF — o) y taurina, inducidos
por sefializacion de calcio (Ca2+) y por inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3) (4). Ademas, los
astrocitos también estan involucrados en la cicatrizacion del sistema nervioso al
rellenar los defectos tisulares producidos por distintos procesos patolégicos, dando
como resultado un tejido cicatricial mas consistente que el tejido nervioso (formado por

fibras de GFAP y a,B-cristalina), proceso conocido como esclerosis (12,13).

El dafio o alteraciones a estas células estan asociadas con distintas enfermedades
neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson y Huntington (14) y céncer,

principalmente los tumores del sistema nervioso central llamados astrocitomas.



1.2 Astrocitoma pediétrico

Los astrocitomas (Ast) son un tipo de neoplasias presentes en el SNC, que difieren en
su localizacion y morfologia (Figura 4) (15,16). Son los tumores soélidos heterogéneos
mas frecuentes en nifios menores de 16 afios y se denominan tumores cerebrales
primarios debido a que surgen del tejido cerebral normal (17,18). En nuestro pais, los
tumores del SNC ocupan el tercer lugar en frecuencia de todas las neoplasias en edad
pediatrica, por debajo de las leucemias y los linfomas (16,18). Estos tumores pueden
estar asociados con trastornos genéticos como el sindrome de Li-Fraumeni, el
sindrome de Turcot, el sindrome de Ollier (encondromatosis multiple), esclerosis

tuberosa y neurofibromatosis tipo 1 (NF1) (19)
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Figura 4. Anatomia interna del encéfalo. Se observan las dos regiones que dividen al encéfalo:
supratentorial e infratentorial con sus respectivas partes, donde se puede presentar un astrocitoma
[Tomada y modificada de (20)].

A partir de 2007 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifico a los Ast en
cuatro grados histologicos bien definidos: grado | o pilocitico (AstP), grado Il o difuso
(AstD), grado Il o anapléasico (AstA) y grado IV o glioblastoma multiforme (GBM), de
los cuales, los Ast de bajo grado (I y Il) son los mas frecuentes y presentan un mejor

pronéstico (21). En el 2016 la OMS publico una nueva clasificacion de los tumores



cerebrales, basandose en sus caracteristicas histopatol6gicas y genéticas para lograr
un diagnostico integrado mas preciso. Actualmente estan divididos en los mismos
cuatro subgrupos de la clasificacion de 2007 y la nomenclatura cambi6: se debe
escribir el tipo de tumor (histol6gicamente) seguido por sus caracteristicas moleculares
(22,23). Sin embargo es importante destacar que esta nueva clasificacion esta basada
en los astrocitomas de adulto, integrando ciertos tipos histologicos de tumores
pediatricos en algunos de los subgrupos mencionados. Ambas clasificaciones se

mencionaran a continuacion.

1.2.1 Clasificacién de 2007 de la OMS para los astrocitomas

a) Astrocitomas de bajo grado

Son los tumores heterogéneos mas comunes, presentandose en las primeras dos
décadas de vida y constituyendo cerca del 50% de tumores del SNC en nifios. En
general no sufren transformacion maligna y rara vez tienen regresion espontanea si
fueron extraidos por medio de cirugia o resecados completamente. Pueden afectar de
manera negativa la calidad de vida, ya que los pacientes pueden presentar
alteraciones adaptativas y cognitivas muy severas. Los Ast de bajo grado mas
frecuentes son el astrocitoma pilocitico (AstP; Grado I) y el astrocitoma difuso fibrilar

(AstD; Grado I1) (15,18).

i) OMS Grado | - Astrocitoma pilocitico

El astrocitoma pilocitico (AstP) es la neoplasia cerebral mas frecuente en la edad
pediatrica, constituyendo el 85% de los Ast cerebrales. Se pueden localizar en
cualquier lugar del cerebro y la médula espinal, son mas frecuentes en el cerebelo,
mientras que los AstP de quiasma Optico y la via éptica son frecuentes en pacientes
con NF1 (21). Son tumores con gran vascularizacion, poca infiltracion y tienen forma

definida, presentan principalmente una forma quistica que desplaza a los tejidos



adyacentes (Figura 5D). En el caso de los tumores del nervio éptico, se produce una
forma fusiforme debido al alargamiento de esta estructura (Figura 5E). En general, el
AstP tiene un crecimiento lento, exceptuando aquellos del nervio optico y el quiasma,
gue pueden presentar crecimiento mas acelerado. Tienen baja celularidad y actividad
mitotica, por lo que rara vez metastatizan. Histolégicamente, los AstP presentan un
patron bifasico, formado principalmente por tejido glial, vacuolas, microquistes,
macroquistes ocasionales (Figura 5C) y tejido piloide compactado, formado por densas
capas de células bipolares alargadas que presentan finos procesos fibrilares (tipo pelo)
y gran abundancia de fibras de Rosenthal (Figuras 5A y 5B). El tejido glial esta
formado principalmente por astrocitos protoplasmaticos y se entremezclan con
productos degenerativos conocidos como cuerpos granulares eosindfilos, que se
relacionan con el lento crecimiento, bajo grado histologico y prondstico favorable (24).
Es poco comun que estos tumores presenten calcificacion, ocurriendo usualmente en
los tumores de nervio 6ptico y talamo — hipotalamo (24,25).

La sintomatologia y el tratamiento del AstP dependen del lugar de origen del
mismo. Los sintomas mas comunes son el dolor de cabeza, nauseas, vOmitos,
trastornos de la marcha, vision borrosa y dolor de cuello. En el caso del AstP del
cerebelo y de los l6bulos, la reseccion quirGrgica es el tratamiento de eleccion y es
considerada como curativa cuando se realiza una reseccion total (24). Para las
ubicaciones menos favorables como los ganglios basales, se puede utilizar la
reseccion estereotictica. La radioterapia se evita estrictamente dado su riesgo de
causar una significativa morbilidad en nifios menores de 5 afios de edad, por lo que se
recomienda la quimioterapia para evitar trastornos en el desarrollo del cerebro y
sistema nervioso. La reseccion se recomienda en Ast de la via Optica y la terapia por
radiacion en Ast del quiasma Optico, siempre que presenten sintomas progresivos o
evidencias de hidrocefalia. En general, el prondstico para los pacientes con un AstP es
excelente, con una tasa de supervivencia a 10 afios de hasta el 94% y una tasa de

supervivencia a 20 afios del 79% (24).
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Flgura 5. Astrocnoma pI|OCI'[ICO cortes hlstologlcos y resonancias magnéticas. A) Patrén celular
caracteristico del AstP con tincién de Hematoxilina-Eosina (HE) en microscopia de campo claro a 40x. Se
observan nudcleos astrociticos en morado (flecha delgada) y fibras de Rosenthal en rosa oscuro (flecha
ancha). B) Células de AstP con tinciébn de HE en microscopia de campo claro a 100x. Se observan
ndcleos astrociticos en morado (flecha delgada), células binucleadas con aspecto de pelo (punta circular)
y fibras de Rosenthal en rosa oscuro (flecha ancha). C) Forma microquistica dentro del tumor, observado
con tincion de HE en microscopia de campo claro a 40x (flecha delgada). D) Resonancia magnética de un
AstP en plano axial, presente en el cerebelo con forma quistica (flecha gris). E) Resonancia magnética de
un AstP en plano axial, presente en el quiasma 6ptico (flecha blanca).

[Tomadas y modificadas: A, B y C de de (26), Dy E de (27)]

i) OMS Grado Il - Astrocitoma difuso

El astrocitoma difuso (AstD) es la neoplasia cerebral que afecta a nifios y adultos
jovenes, siendo mas frecuente entre los 20 - 45 afios de vida. Constituyen el 15% de
los Ast y tienen tendencia a la progresion maligna hacia astrocitoma anaplasico (AstA)
y glioblastoma multiforme (GBM) (28). Se presentan en cualquier nivel del neuroeje,
aunque rara vez aparecen en el cerebelo. Son mas frecuentes en el tallo cerebral de
nifos y en los hemisferios cerebrales de adultos (29). Son tumores con gran
diferenciacién celular, infiltrantes, mal delimitados y en general tienen lento

crecimiento, presentandose como masas solidas localizadas en la sustancia gris y en



la blanca, que pueden presentar cambios quisticos en forma de espongiosis 0 en
verdaderos espacios quisticos que provocan agrandamiento y distorsion de las
estructuras anatomicas invadidas (Figuras 6C y 6D) (30). Tienen celularidad moderada
y la actividad mitética es nula o minima. Histologicamente estan compuestos por
astrocitos fibrilares o células gemistociticas y microquistes. Los astrocitos presentan
atipia discreta, nucleos vesiculosos agrandados, cromatina en masas y nucléolo
prominente (Figura 6A y 6B). Se ha relacionado a la angiogénesis con la progresion
tumoral de estas neoplasias. Existen tres variantes del AstD: fibrilar, protoplasmatico y
gemistocitico, que se clasifican de acuerdo al tipo de astrocito que predomine en el

tumor (25).

La sintomatologia general del AstD son las crisis epilépticas, cefaleas, cambios
de conducta, depresion y fallos de visién; el déficit neuroldgico focal, la hipertension
endocraneal o la hemorragia intratumoral son menos comunes (28,31). El tratamiento
varia dependiendo de la sintomatologia, en el caso de los pacientes con hipertension
endocraneal se realiza una reseccion quirdrgica; para el resto de los sintomas existen
diferentes terapias, por ejemplo, cuando hay signos de progresién se realiza una
biopsia para conocer con mayor exactitud el grado histolégico y plantear un
tratamiento dirigido, también se puede plantear un tratamiento por quimioterapia o
temozolomida en el caso de los adultos. Estos tumores evolucionan hacia gliomas de
alto grado en un tiempo medio de 7 afios y pueden llevar a la muerte del paciente en

un periodo de 2 - 3 afios (28).



Figura 6. Astrocitoma difuso: cortes histolégicos y resonancias magnéticas. A) Patron celular
caracteristico del AstD con tincion de HE en microscopia de campo claro a 40x. Se observan astrocitos
(puntas circulares) y un fondo fibrilar desordenado (flecha delgada). B) Células de AstD con tincion de HE
en microscopia de campo claro a 100x. Se observan nicleos astrociticos en morado (flecha delgada), una
célula binucleada (punta circular) y un astrocito con atipia nuclear (flecha ancha). C) Resonancia
magnética de un AstD en plano axial, presente en el |6bulo frontal (flecha blanca), igualmente se observa
el mismo tumor con contraste, que permite observar la delimitacién del mismo. D) Resonancia magnética
de un AstD en plano sagital, presente en el I6bulo frontal (circulo blanco).

[Tomadas y modificadas: A de (32), B, Cy D de (33)]

b) Astrocitomas de alto grado

Son tumores heterogéneos malignos que se comportan agresivamente provocando
invasion local de la matriz extracelular. Se presentan en mayor frecuencia de los 15-19
afios y representan el 10% de todos los tumores gliales pediatricos (18). Pueden surgir
de manera espontdnea o por la transformacion de un glioma de bajo grado bien
delimitado (29). Los Ast de alto grado mas frecuentes son el astrocitoma anaplasico

(Grado Ill) y el glioblastoma multiforme (Grado V).
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i) OMS Grado Il - Astrocitoma anaplasico

El astrocitoma anaplasico (AstA) es un tipo de neoplasia que se presenta
principalmente en adultos, siendo frecuente entre los 45 - 60 afios. Constituyen el 4%
de los tumores primarios y pueden surgir a partir de un glioma de bajo grado o de
manera espontanea sin un tumor precursor. Se encuentran en los hemisferios
cerebrales, el diencéfalo, vias oOpticas o el tallo cerebral (Figura 7E) (25). Es un tumor
difuso e infiltrante, con gran potencial proliferativo y produce un engrosamiento de las
estructuras invadidas (Figura 7C y 7D). Las formas quisticas son poco comunes,
suelen mostrar granulaciones y tienen consistencia mas blanda. Histol6gicamente se
presenta un aumento de celularidad, atipia nuclear y marcada actividad mitética
(Figura 7A). La anaplasia progresiva presenta nucleos de morfologia compleja y
diferentes tamafios, nucleolos prominentes, inclusiones nucleares, células
multinucleadas y mitosis atipicas (Figura 7C), a veces pueden encontrar células
gemistociticas (Figura 7B). Los vasos capilares se encuentran rodeados por una capa
de células endoteliales y no se evidencian formaciones vasculares glomeruloides ni
necrosis. Estos tumores tienen tendencia a transformarse en GBM glioblastoma
multiforme en un tiempo medio de dos afios (25).

Los sintomas y el tratamiento varian de acuerdo a la localizacion y tamafio del
tumor. La sintomatologia en general son las crisis epilépticas, alteraciones visuales,
déficits focales o deterioro cognitivo progresivo. El tratamiento recomendado es la
cirugia, procurando retirar la mayor parte del tumor sin dafar el estado neuroldgico del
paciente, ya que la reseccién total es imposible. Después, se puede aplicar

radioterapia o quimioterapia con temozolomida (30).
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Figura 7. Astrocitoma anaplasico: cortes histolégicos y resonancias magnéticas. A) Patron celular
caracteristico del AstA con tincion de HE en microscopia de campo claro a 40x. Se observa polimorfismo
celular: células multinucleadas (punta romboide), una célula con mitosis activa (flecha delgada), una
célula gemistocitica (flecha ancha) y una célula en apoptosis (punta circular). B) Células de AstA con
tincion de HE en microscopia de campo claro a 100x. Se observan células multinucleadas (punta
romboide), una célula con mitosis activa (flecha delgada) y una célula gemistocitica (flecha ancha). C)
Célula gigante multinucleada con tincion de HE en microscopia de campo claro a 100x (flecha delgada).
Se observan los nicleos (color morado) y el cuerpo celular (rosa claro). D) Resonancia magnética de un
AstA con forma quistica en plano axial, presente en el I6bulo frontal (circulo blanco), se puede observar
como el tumor desplaza al tejido circundante. E) Resonancia magnética de un AstA en plano sagital,
presente en el I6bulo frontal (circulo blanco). [Tomadas y modificadas: A, B, C de (34), Dy E de (35)].
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ii) OMS Grado IV - Glioblastoma multiforme

El glioblastoma multiforme (GBM) es la neoplasia cerebral mas frecuente y agresiva,
constituyendo cerca del 50% de los tumores cerebrales y aproximadamente el 9% de
los tumores gliales en nifios. EI GBM primario, surge espontdneamente sin evidencia
de un tumor precursor, son los mas comunes y frecuentes en adultos de 45 - 65 afios
de edad, afectando a mas hombres que mujeres (25). El GBM secundario, surge a
partir de un Ast de grado Il o grado Ill y se presenta en pacientes de 45 afios 0 menos
(25,30). Se encuentran principalmente en la sustancia blanca del cerebro y en el caso
de los nifios, es frecuente en el I6bulo frontal y el tallo cerebral (Figura 8E y 8F),
aunque se han descrito en el cerebelo y en la médula espinal (29,30). Es un glioma
pobremente diferenciado e infiltrante, con crecimiento acelerado y pobremente
delimitado por el parénquima cerebral; en caso de tener gran cantidad de colageno, el
tumor tiene mejor consistencia y delimitacion. Histologicamente, presenta astrocitos
pleomorficos (Figura 8A), atipia nuclear marcada y actividad mitética (Figura 8C),
intensa proliferacion microvascular (Figura 8B) y necrosis (Figura 8D). Las células
multinucleadas y gigantes son frecuentes, pero la mayor parte del tumor se encuentra
constituido por células de menor tamafio con ndcleos hipercrométicos y poco
diferenciadas (Figura 8A). El patron de crecimiento puede mostrar focos de disposicion
granuloide, componentes oligodendrogliales o gemistociticos y células granulares o
lipidizadas (25). Los sintomas mas comunes son dolores de cabeza, convulsiones,
pérdida de memoria y cambios de comportamiento. Otros sintomas pueden ser la
pérdida de movimiento o sensibilidad en un lado del cuerpo, disfuncion en el lenguaje
y trastornos cognitivos. Dependiendo del tamafio y la ubicacion del tumor también
pueden aparecer otros sintomas. El tratamiento principal es la cirugia, con el fin de
extraer la mayor parte del tumor, obtener una muestra de tejido y poder dirigir el
tratamiento por radioterapia o quimioterapia, principalmente utilizando temozolomida
en pacientes adultos (30). La media de supervivencia del GBM glioblastoma
multiforme es de 15 meses después de la operacion (36).
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Figura 8. Glioblastoma multiforme: cortes histolégicos y resonancias magnéticas. A) Patron celular
caracteristico del GBM con tincién de HE en microscopia de campo claro a 40x. Se observa polimorfismo
celular: células multinucleadas con nucleos atipicos (punta circular), una célula con mitosis activa (circulo
negro) y un fondo fibrilar desorganizado (flecha) B) Vaso capilar con tincion de HE en microscopia de
campo claro a 100x. Se observa proliferacion endotelial (flecha), mitosis en una célula endotelial (flecha
clara) y la luz del capilar (punta circular). C) Células multinucleadas con tincion de HE en microscopia de
campo claro a 100x (punta circular) y una célula con mitosis activa (flecha). D) Necrosis coagulativa con
tincion de HE en microscopia de campo claro a 40x (flecha ancha) E) Resonancia magnética de un GBM
en plano axial, presente en el |6bulo frontal (circulo blanco), se puede observar como el tumor desplaza al
tejido circundante. F) Resonancia magnética de un GBM en plano coronal, presente en el l6bulo frontal
(circulo blanco), se puede observar como el tumor desplaza al tejido circundante.

[Tomadas y modificadas: A, B, Cy D de (37), E y F de (38)]
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Tabla 1. Caracteristicas y localizacion de los Ast en el SNC (OMS 2007)
Grado histologico

Caracteristicas

Localizaciéon

OMS grado |

OMS grado I

OMS grado I

OMS grado IV

Lesiones con bajo potencial
proliferativo, crecimiento
expansivo, posibilidad de cura
luego de la reseccion
quirurgica.

Lesiones con bajo potencial
proliferativo, crecimiento
infiltrante y tendencia a la
recurrencia. Algunas de estas
lesiones tienden a progresar a
grados mayores.

Lesiones con evidencia
histoléogica de malignidad,
mitosis, anaplasia y capacidad
infiltrante.
Lesiones
mitéticamente
tendencia a la necrosis Yy
evolucion rapida tanto pre
Ccomo postoperatoria.

malignas,
activas,

Nervio  Optico, quiasma
Optico, hipotalamo, talamo,
ganglios basales,
hemisferios cerebrales,
cerebelo, tallo cerebral y
médula espinal.

Cerebro, tallo cerebral,
médula espinal, nervio
Optico, quiasma Optico, via
Optica, hipotalamo y talamo

Cerebro, diencéfalo,
cerebelo, tallo cerebral, via
Optica y médula espinal.

Principalmente en cerebro,
rara vez en el I6bulo frontal,
cerebelo, tallo cerebral vy
médula espinal.
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1.2.2 Nueva clasificaciéon de los astrocitomas

La nueva clasificacién de la OMS 2016, esta basada en los astrocitomas de adulto y
sOlo incluye algunos subtipos pediatricos (Tabla 2). Una de las modificaciones es la
fusion de todos los gliomas difusos independientemente de que se originen por
oligodendrocitos o astrocitos, basandose en las mutaciones de los genes IDH1 e IDH2
(isocitrato deshidrogenasa 1 y 2), se incluye en esta clasificacibn a los tumores
astrociticos grado Il — AstD, grado Ill — AstA y grado IV — GBM, asi como los
oligodendrogliomas de grado Il y Il (22,39) (Tabla 2).

Los AstD y AstA ahora se han dividido en las categorias de IDH — mutante, IDH
— silvestre e IDH — NOS (no especificado). Dos de las variantes del AstD
protoplasmico y el fibrilar fueron descartadas debido a que el diagnostico se
consideraba vago, manteniendo solamente la variante de AstD gemistocitico que es
diferente del AstD IDH — mutante. El caso de IDH — mutante, se divide en pérdida de
ATRX (helicasa ATRX dependiente de ATP) o mutacion de TP53 para AstD y en
presencia o ausencia de codelecciones 1p / 19q para oligodendrogliomas. Esta
clasificacion solamente aplica en tumores adultos ya que estos cambios genéticos se
consideran raros en tumores pediatricos a pesar de que la histologia de ambos
tumores sea muy parecida. Sin embargo, en esta clasificacion se realizo la separacion
de tumores adultos y pediatricos basandose en marcadores moleculares, por ejemplo
los gliomas difusos de la linea media con mutacion H3 K27M, que incluyen a los
gliomas pontinos y gliomas de alto grado con localizacion en el talamo, estos tumores
son considerados de mal pronéstico (22,23).

En el caso de los GBM, se clasifican en las categorias de IDH — mutante, IDH —
silvestre e IDH — NOS (no especificado). Ademas se agregé una nueva variante, el
glioblastoma epiteloide que presentan largas células epitelioides con abundante
citoplasma eosindfilico, cromatina vesicular y nucléolos prominentes, ocasionalmente

pueden presentar células rabdoides. Son comunes en nifios y adultos jovenes,
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presentandose como masas cerebrales superficiales o diencefalicas y a menudo

albergan una mutacién BRAF V600E (22,39).

Tabla 2. Clasificacion OMS 2016 de los gliomas del SNC

Grado OMS Tumor

Astrocitoma pilocitico

OMS Grado |
Astrocitoma subependimal de células gigantes
Astrocitoma difuso, IDH mutante

OMS Grado I Oligodendroglioma, IDH mutante y codelecion 1p/19q
Xantoastrocitoma pleomoérfico

OMS Grado Il Astrocitoma anaplasico, IDH mutante
Glioblastoma, IDH silvestre

OMS Grado IV Glioblastoma, IDH mutante

Glioma difuso de la linea media, H3 K27M mutante

Es importante destacar que en un estudio realizado por Mackay et al 2017 (40), se
sugiere una nueva clasificacion de los Ast pediatricos de alto grado (aquellos
encontrados en OMS Grado Il y Grado 1V) basandose en la presencia o ausencia de
las mutaciones de la histona H3.3: H3.3G34R/V, H3.3K27M, H3.1/3.2H27M vy la
mutacioén en los genes BRAFV600E e IDH1R132, asi como la presencia o ausencia de
ciertos rasgos epigenéticos como metilacion y cambios en el nimero de copias de
DNA. Igualmente se encontraron diferentes genes relacionados con cada una de las
mutaciones que podrian ser de gran utilidad para que la clasificacion sea mas exacta

(Figura 9).
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Figura 9. Clasificacion de los astrocitomas pediatricos de alto grado segin Mackay et al (2017).
Se observa que los Ast se encuentran clasificados por su mutacion principal (y los genes alterados

relacionados), la etapa en la que se presentan y su prondéstico una vez diagnosticado [Tomado de (40)]
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1.3 RNAs largos no codificantes

Los RNAs largos no codificantes (en inglés Long non-coding RNAS) son transcritos de
mas de 200 nt en longitud que no son traducidos en proteinas (41). Son transcritos por
la RNA polimerasa Il (RNA pol II) y en su mayoria presentan una estructura idéntica a
un mMRNA con un grupo metil-guanosina unido al grupo trifosfato (Cap) en el extremo
5 y una cola de poli-A en la region 3’ terminal, la mayor parte de ellos presenta un
namero pequefio de exones (en promedio dos) y exhiben sefiales estandar de splicing
canonico y splicing alternativo (41,42). Al igual que los mRNA, muchos IncRNAs
presentan marcados los dominios "K4-K36" (histona 3 con trimetilacion en la lisina 4 -
histona 3 con trimetilacién en la lisina 36), sin importar que el IncRNA se origine a
partir de su propio promotor o de un potenciador. Estas marcas de histonas se
observan principalmente en genes que codifican mRNA, mientras que la marca
caracteristica de potenciadores H3K4 metilada es méas prominente en regiones
genémicas codificantes para IncRNAs, estos sitios corresponden con sitios
hipersensibles a la Desoxirribonucleasa | (DNse I) que indican cromatina accesible
(42). Sin embargo, a pesar de presentar la estructura de un mRNA, los IncRNAs
pueden ser sintetizados por la RNA polimerasa Il (RNA pol 1) (43).
Taxondémicamente, los RNAs no codificantes son considerados como genes
constitutivos y reguladores de mRNAs (41). La mayoria de los IncRNA estan
pobremente conservados en comparacion a los mRNA (43), se han encontrado
algunos IncRNAs en las regiones gendmicas sinténicas (42) altamente conservados en
cerebro de raton y en especies distantes como zarigiieyas y pollos, por lo que se
sugiere que estos RNAs cumplen roles importantes en este tejido (43) y que pudieron
contribuir a la evolucion de las especies debido a que estos presentan un nivel de
expresion diferente dependiendo de las células y el tejido (41) por lo que podrian
promover caracteristicas especificas de la especie y la complejidad de los 6rganos que

presentan. En relacion a los genes codificantes, las secuencias de INcCRNA estan
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menos conservadas que los exones pero estan mas conservadas que los intrones de
los mMRNAs (42), mientras que sus promotores estan tan conservados como los de los
genes codificantes de proteinas (43). Algunos IncRNA pueden presentar marcos de
lectura abiertos (ORFs) cortos no conservados (aprox. de 100 nt), que no presentan
homologia con secuencias de péptidos conocidos y que no coinciden con los que han
sido identificados por espectrometria de masas, por esta razon son considerados
genes no codificantes (41-43). Sin embargo en algunas ocasiones se han encontrado
oligopéptidos funcionales (menores a 100 aminoacidos) que se traducen a partir de un
IncRNA (41,43). Hay algunos genes que pueden producir secuencias codificantes de
proteinas y al mismo tiempo secuencias no codificantes por medio de splicing
alternativo, sin embargo hay pocos estudios que demuestran que estos pueden ser

funcionales, lo que provoca algunos problemas al clasificarlos (42).

1.3.1 Categorizacién por localizacion genémica

Los IncRNAs son altamente heterogéneos, por esta razén han sido colocados en
diferentes categorias basandose en su proximidad con los genes codificantes de
proteinas, estos son: intergenicos cuando se encuentran distantes a otro gen,
aproximadamente mas de 10 Kb (lincRNAs), divergentes cuando se transcriben en la
cadena opuesta de la misma regién del promotor que un gen codificante de proteinas
(pancRNASs), convergentes cuando se transcriben a partir de cadenas contrarias y se
encuentran entre si, intrénicos cuando se transcriben a partir de los intrones de otros
genes, sobrelapados en sentido cuando se encuentran superpuestos con genes de
la misma cadena, sobrelapados en antisentido cuando se encuentran sobrelapados
con genes de la cadena opuesta, asociados a promotores cuando se expresan a
partir de un promotor con alta proporcion de H3K4me3 a H3K4mel (pIncRNAs), RNAs
enhancer cuando se transcriben a partir de potenciadores ya sea de manera

unidireccional o bidireccional (eRNAs), algunos de estos solo se transcriben
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unidireccionalmente a partir de un promotor con baja proporciéon de H3K4me3 a
H3K4mel y reciben el nombre de RNAs asociados al enhancer (elncRNAS),
circulares cuando se generan a partir de la separacién de intrones de mRNAs o de
otros INcRNAs (circRNAs) y gen huésped de microRNAs cuando funcionan como

precursores al contener la secuencia principal de estas moléculas (Figura 10) (42—45).

A sl  Divergente (pancRNA)
Gen no codificante —
Gen codificante B —= Convergente
C = ————————————— ——— Intergénico

D —— ey  —ssssly———— ——— sl Sobrelapado - antisentido
e s e —  sobrelapado - sentido

L — _,-«-":,~—;: o . o .
S S Unidireccional-Bidireccional

E & & RNAs enhancer
\‘—__ B \ﬁ.h__ —

“\_‘______,- K___»—'-'-
—— —-—-—— p—
F Intrénico
e —_— — —
miRNA
G ——- e e Gen huésped de miRNA

Figura 10. Clasificacién de los IncRNAs. A) RNA no codificante divergente o pancRNA. B) RNA no
codificante convergente. C) RNA no codificante intergénico (lincRNAs). D) RNAs no codificantes
sobrelapados en antisentido y en sentido a los genes codificantes de proteinas. E) RNAs no codificantes
enhancer (eRNAs). F) RNA no codificante intrénico. G) RNA no codificante, huésped de miRNA. Los
genes no codificantes se indican en verde, mientras que los genes codificantes se indican en amarillo.
[Tomado y modificado de (42)]

1.3.2 Posibles estructuras

Los transcritos de RNA y los IncRNA tienen la capacidad de formar complejas
estructuras, sus conformaciones principalmente consisten en bucles/asas de cadena
simple y tallos de doble cadena, por lo que pueden presentar una conformacién 3D
gue les permite formar interacciones entre moléculas como otros &cidos nucleicos

(DNA o RNA) por apareamiento de bases o formacion de redes y complejos de
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proteinas. Actualmente, se han descubierto las estructuras secundarias de algunos
IncRNAS, pueden presentar una estructura parecida a un RNA de transferencia (tRNA)
(por ejemplo MALAT1), una estructura helicoidal o apareamiento de bases (el
activador de RNA del receptor de esteroides/SRA). Algunos pueden presentar
horquillas largas (SPRY4-IT1) y otros funcionar como andamios moleculares con una
estructura muy compleja (HOTAIR). Los cambios en la estructura les permite actuar
como dominios de unién para distintos complejos de proteinas y también pueden servir
como sefial, guia o andamio en diferentes niveles celulares como su interaccion con la
cromatina y RNAs pequefios como los micro RNAs (miRNAs) (43). La estructura de
algunos IncRNAs ha sido determinada experimentalmente por medio de ensayos
guimicos y apareamiento de bases por medio de RNAsas, asi como con el uso de
métodos computacionales (Figura 11) sin embargo estos solo pueden predecir la

estructura secundaria y no la estructura terciaria (42).

'OOVJ o

SOX2-OT:1
716 bp

Figura 11. Estructura secundaria del IncRNA SOX2-OT:1. Se observan las estructuras secundarias
mas comunes en un IncRNA. A) Bucle o hélice. B) Pseudonudo, dos bucles que se encuentran apareados
en un solo punto. C) Bucle en horquilla o estructura tallo-asa. D) Protuberancia, una regién de la
secuencia no se encuentra apareada. E) Bucle mdltiple y bucles internos [Tomado y modificado de (46)].
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1.3.3 Funciones descritas

Segun experimentos realizados por medio de secuenciacion de especies aisladas de
RNA a partir de fracciones citosélicas o nucleares, la mayor parte de los IncRNAs
detectados se encuentran en el ndcleo (asociados a cromatina), y una fraccion menor
se encuentra en el citoplasma.

El hecho de que estos RNAs se encuentran a nivel subcelular sugiere que los
IncRNAs tienen una funcién especifica. Por ejemplo, los INncRNAs que se encuentran
en el ndcleo pueden interaccionar con la cromatina y coregular la transcripcion o
pueden regular la estructura de la cromatina cerca o en el sitio de transcripcion (42),
sin embargo la funcion de la mayor parte de IncRNAs hasta la fecha descritos es
desconocida (41).

Los IncRNAs participan de manera activa en la modulacion de modificaciones
epigenéticas del DNA, splicing alternativo, regulacién postranscripcional, estabilidad y
traduccién de los genes codificantes de proteinas, regulando de esta manera la
expresion génica (43). Asimismo, participan en diferentes procesos celulares que
incluyen proliferacion, migracion, apoptosis, desarrollo y mantenimiento de
pluripotencia, por lo que los INcRNAs se pueden clasificar como sefial, guia, andamio y
sefiuelo. lgualmente, pueden interaccionar con otras moléculas como los microRNAs
(miRNAs), con complejos de proteinas y elementos reguladores, por lo que se sugiere
gue estos RNAs cumplen un papel regulador por medio de ensamblaje de proteinas y
otras moléculas como DNA y RNA (42,47). La expresion de los IncRNAs es regulada
de manera dinamica durante el desarrollo embrionario y la diferenciacion celular, e
igualmente, algunos pueden producir polipéptidos pequefios e interactuar con otros

RNAs y proteinas (Figura 12).
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Figura 12. Funciones de los IncRNAs. A) Categorizacion por localizacién genémica. Como ejemplo se
observan los IncRNAs intergénicos, antisentido, sobrelapado y bidireccionales (IncRNAs en dorado, genes
codificantes de proteinas en negro). B) Distintas funciones de los IncRNAs. bl) Xist como un
componenete del cuerpo de Barr en células somaticas de hembras. b2) Potenciador o enhancer,
induciendo la transcripcidon en cis o trans. b3) Sefiuelo para proteinas reguladoras como factores de
transcripcion y modificadores de histonas, bloquean su unioén al DNA. b4) Sefiales moleculares, activan o
silencian la expresion génica. b5) Guia para proteinas modificadoras de cromatina a sitios especificos. b6)
Andamios para complejos epigenéticos o diferentes proteinas, formando complejos ribonucleoproteicos
afectando la expresion génica. b7) Interaccién con enzimas, regulando o potenciando su capacidad
catalitica y alterando su sefalizacién. b8) Modulacion del empalme alternativo. b9) RNA enddgeno
competitivo (ceRNA) funcionando como esponja para miRNAs. b10) Blanco de proteinas, formando
complejos moleculares que bloguean/inducen efectos funcionales o alterar la ubicacién de los mismos en
la célula. b11) Blanco de mRNAs, inhiben su traduccién en los ribosomas. b12) Trasfeccion de IncRNAs
por medio de vesiculas extracelulares. b13) Precursores de miRNAs y otros RNAs reguladores pequefios.
[Tomado y modificado de Salviano-Silva, et al, 2018 (48)]
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1.4 LncRNAS en cancer

Recientemente, diversos estudios de expresion de RNA han relacionado a los
INcRNAs con el céncer, estos estudios, realizados en diferentes muestras como
tumores primarios, biopsias metastasicas, tejido normal adyacente y lineas celulares
cancerosas, han revelado una alta especificidad de los INcRNAs en comparacion a los
genes que codifican proteinas. Los patrones de expresion de los INCRNAs son muy
Utiles para identificar subtipos tumorales, por lo que podria ser posible definir subtipos
gue sean capaces de responder a terapias dirigidas. Un estudio realizado para el
proyecto “atlas del genoma del cancer (TCGA)”, demostrd que genes codificantes y no
codificantes se encontraban desregulados y que aproximadamente el 60% de los
IncRNAs detectados son especificos para un solo tipo de tumor. Se han observado
cambios en el nimero de copias de DNA en loci donde se encuentran IncRNA, por
ejemplo, se ha demostrado que el IncRNA FAL1 esta amplificado en diferentes tipos
de tumores y es importante para los efectos tumorigenicos de lineas celulares con un
mecanismo mediado por BMI1, de manera que el nivel de expresion y el nimero de
copias esta correlacionado con la supervivencia del paciente (42). Otros estudios han
demostrado que estos INCRNAs pueden funcionar como genes supresores de tumores
0 como oncogenes (36,41) algunos pueden funcionar como biomarcador y pueden ser
Gtiles como pronostico para la supervivencia general de los pacientes (42).

MEGS3 o Gtl2 es un IncRNA humano que tiene una longitud proximada de 1.6
kb y presenta doce isoformas de empalme diferentes. Zhang X, et al (49) demostré
gue al silenciar la isoforma Meg3 en tumores pituitarios, se inhibia el crecimiento de
las células cancerosas por su expresion ectOpica, de manera que se sugirié que la
isoforma Meg3 funcionaba como supresor de crecimiento. En otro estudio (50) se
encontro que la expresion de MEG3 en meningiomas esta asociada al grado tumoral y
gue suprime la sintesis de DNA y estimula la activacién en trans mediada por p53.

Ademas, la isoforma Meg3 presenta efectos atitumorales de alta importancia en la
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patogénesis del carcinoma de células escamosas de lengua y podria ser utilizado
como hiomarcador de prondstico en este tipo de cancer (51).

En un estudio en modelos de ratén con cancer de pulmén y cancer de mama
con metastasis, la expresion de el IncRNA MALAT1 fue inhibida y después de la
induccion del tumor se redujo la formacion de metéstasis, los ratones knockout para
MALAT1 no mostraron los fenotipos evidentes de anormalidades histoldgicas de la
zona afectada, por lo que es posible que la regulacién negativa de MALAT1 podria no
causar dafios en células humanas normales y podria ser utilizado en pacientes,
ademas, MALAT1 est4 involucrado en la modificacion del RNAm al realizar corte y
empalme del mismo (42,47). Otro ejemplo es el pseudo INcCRNA BRAFP1 que esta
mutado o se expresa de manera aberrante en diferentes tipos de cancer, asi como su
gen homoélogo BRAF. En modelos de raton se demostrd que al inducir la expresion del
gen Braf-rs1 (homologo de BRAFP1) conduce a la formacién de tumores parecidos a
linfomas difusos de células B grandes; pero cuando el transgen se indujo para
formacion de tumores y después se inhibio, los tumores sufrieron regresion
demostrando la importancia de este pseudogen. También se demostré que en
modelos murinos Braf-rs1 aumenta la regulacion del gen Braf actuando como un RNA
enddégeno competitivo (ceRNA) y por lo tanto funcionando como esponja para miRNAs
que son blancos para los transcritos de BRAF (42). Un mecanismo para prevenir la
formacion de tumores son los oncogenes inductores de senescencia (OIS), por
ejemplo el locus supresor de tumores INK4B-ARF-INK4A es silenciado en las células
en proliferacion por proteinas del grupo Polycomb, el mecanismo depende del IncRNA
ANRIL que actlia en cis y se transcribe a partir del locus mencionado, el gen MIR31HG
en direccion 5 codifica un INcRNA que esta involucrado en la regulacién del gen
INK4A, el IncRNA UCA1l también esta involucrado en OIS estabilizando mRNAs

involucrados en senescencia posiblemente al secuestrar a hnRNPKAL (42).
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Como ultimo ejemplo, podemos mencionar a el gen supresor de tumores p53 el cu

se ha demostrado puede tener interaccién con distintos INcRNAs uno de ellos es

al

el

linc-p21 que al unirse con hnRNP-K regula la expresion de genes blanco de p53 (47).
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Figura 13. Funciones de IncRNAs en cancer [Tomado y modificado de Rao, AKDM, et al, 2017 (52)]

En la literatura se pueden encontrar una gran cantidad de estudios de IncRNAs

involucrados en el cancer, sin embargo, los mecanismos de accién de estos RNAs

necesitan ser investigados arduamente, ya que pueden funcionar de manera diferente

entre un tipo de cancer y otro. Dos de los IncRNAs con los que se han realizado pocos

estudios en astrocitomas pediatricos son SOX2-OT y BCYRNL1 de los cuales se

hablara a continuacion.
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1.5 SOX2-0OT

SOX2 overlapping transcript (transcrito sobrelapado de SOX2), también llamado
SOX2-OT, se encuentra en la cadena positiva del brazo largo del cromosoma 3
humano, en una region altamente conservada de ~700 kb (Localizacién 3g26.33)
(Figura 14). Contiene entre 5 - 10 exones y puede presentar hasta 128 isoformas, de
los cuales el més largo es el transcrito 90 con 4109 nt, ademas se encuentra
superpuesto con al menos cinco genes distintos: SOX2, FAUP2, RNU6-P4, RPL7AP25
y LOC102724604 (Figura 15) (53).

En tejidos normales, se encuentra mayormente expresado en el cerebro, ya
gue es un regulador de la neurogénesis. Esta conservado en el SNC del pez cebra, las
aves y el raton y se encuentra sobreexpresado durante el desarrollo embrionario. Se
ha estudiado ampliamente en cancer, encontrandose sobreexpresado en cancer de
pulmén y de mama; involucrado en la progresion de los mismos, asi como en la
tumorigénesis del cancer de pancreas, prostata, estmago y eséfago (53). Se ha
encontrado que la baja expresion de SOX2-OT esta relacionada con la motilidad de las

células de GBM de adulto y con mal prondstico para el paciente (54).
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Figura 14. Mapa del cromosoma 3. Se puede observar la localizacién del RNA no codificante SOX2-OT
en 3¢g26.33. Tomado de (55).
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Figura 15. Mapa de superposicion de SOX2-OT. Se puede observar que SOX2-OT se superpone con al

menos seis secuencias distintas. Tomado de (56)
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1.6 BCYRN1

Brain cytoplasmic RNA 1 (RNA citoplasmatico cerebral 1), también llamado BCYRNL1 o
BC200, se encuentra en la cadena positiva del brazo largo del cromosoma 2 humano
(Localizacion: 2p21) (Figura 16). Contiene solo un exdn y es una secuencia de 200 nt
(Figura 17). Produce una pequefia proteina codificada en la familia de los DNA
repetitivos intercalados, se cree que este gen fue generado por retroposicion y reclutd
una funcion para la regulacion de la biosintesis de proteinas dendriticas. Se ha
estudiado en la ataxia espinocerebelosa autosémica recesiva 1 y el sindrome de
Periman (55,57) y en distintos tipos de cancer como plumén, mama, cérvix, estbmago
y colon esta involucrado en la induccién o progresion de los mismos al regular
proliferacién celular, migracion y resistencia apoptotica. Ademas se ha propuesto
como biomarcador para cancer ya que varios estudios han mostrado que su
transcripcion no se detecta en las etapas tempranas de la enfermedad o en tejido
normal adyacente, pero aumenta de manera gradual cuando el tumor progresa a
etapas mas avanzadas, mostrando agresividad en las células cancerosas, también se
ha observado que la alta expresion de BCYRN1 se correlaciona con mal pronéstico y

una supervivencia mas corta para el paciente (58).
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Figura 16. Mapa del cromosoma 2. Se puede observar la localizacion del RNA no codificante BCYRN1
en 2p21. Tomado de (55)
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Figura 17. Mapa de la secuencia de BCYRN1. Tomado de (57)
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Il. Antecedentes directos

En un estudio realizado por Ruiz Esparza-Garrido R, et al 2017 (59), se analizaron 7
muestras de astrocitoma pediatrico de diferente grado histolégico por medio de
microarreglos de expresion (HTA 2.0, Affymetrix) y se obtuvieron cambios en la
expresion de diferentes RNAs. Se encontré una gran cantidad de IncRNAs alterados,
entre ellos SOX2-OT y BCYRNL1, de los cuales se han registrado muy pocos estudios
en astrocitomas, por esta razon es importante realizar mas investigaciones sobre estos

IncRNAs y su papel en estas neoplasias (Figura 18).
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Figura 18. Mapas de calor de los IncRNAs BCYRN1 y SOX2-OT. A) Expresion de BCYRN1 en 9
muestras (dos controles y 7 tumores), notando una tendencia a la sobreexpresion (espectro rojo). B)
Expresion de dos isoformas de SOX2-OT en siete muestras tumorales (tres de bajo grado y cuatro de alto
grado), notando una tendencia a la sobreexpresién (espectro rojo) en las muestras de bajo grado y
subexpresion (espectro azul) en las muestras de alto grado. En la parte superior del mapa de calor se
presentan las muestras segun su histologia: control (azul) y tumor (rojo) en A, bajo grado (rojo) y alto
grado (azul) en B.
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[ll. Justificacidon y planteamiento del problema

Los astrocitomas son la principal causa de muerte por tumores sélidos en pacientes
pediatricos (menores de 18 afos). Aun cuando en los ultimos afios se han generado
una gran cantidad de fArmacos para tratar de mejorar la sobrevida de estos pacientes,
esta no ha cambiado, por esta razon, el estudio de nuevas moléculas que puedan
contribuir con el entendimiento de estas neoplasias es imperativo. Debido a que estos
IncRNAs frecuentemente se encuentran desregulados en diferentes tipos de cancer y
ya que en experimentos previos se observo el cambio en su expresion en astrocitomas
pediatricos, es fundamental validar estos cambios para posteriormente poder

plantearlos como biomarcador para estas neoplasias.

IV. Hipodtesis

La expresion de los INcRNAs SOX2-OT y BCYRNL1 sera aberrante en los astrocitomas
pediatricos en comparacion a un tejido no neoplasico o entre los distintos grados

tumorales

V. Objetivos

Validar la expresion de los INcRNAs SOX2-OT y BCYRNL1 en astrocitomas pediatricos
de diferente grado histoldgico
e Determinar por gRT-PCR el patron de expresion de los IncRNAs en
astrocitomas pediatricos.
e Asociar los datos clinicos de los pacientes con la expresion de los IncRNAs

estudiados.
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VI. Materiales y Métodos

6.1 Obtencion de muestras de Astrocitomas y tejidos control

Las muestras fueron proporcionadas por el Laboratorio de Tumores Cerebrales del

Hospital de Pediatria “Dr. Silvestre Frenk Freund” de Centro Médico Nacional Siglo

XXI. Se obtuvieron 14 muestras de astrocitoma pediatrico de distinto grado histologico,

asi como 3 muestras de pacientes con epilepsia que funcionaron como control. Los

criterios de inclusion fueron: pacientes mexicanos de 1 a 16 afios de edad, sin

antecedentes familiares de cancer, sin tratamiento previo y que la cantidad de tejido

fuera suficiente para realizar los experimentos.

Tabla 3. Muestras de tejido control

Control | Gliosis (epilepsia)
Control Il Gliosis (epilepsia)
Control Il Gliosis (epilepsia)

Tabla 4. Caracteristicas de las muestras analizadas (astrocitoma pediatrico)
Histologia

Muestra

Grado OMS

Localizacién

AstP |
AstP Il
AstP IlI
AstD |
AstD Il

AstD Il

AstD IV
AstD V

AstD VI
AstA |
AstA ll

GBM |
GBM I

GBM Il

Astrocitoma pilocitico
Astrocitoma pilocitico
Astrocitoma pilocitico
Astrocitoma difuso fibrilar
Astrocitoma difuso fibrilar
microquistico
Astrocitoma difuso
Astrocitoma difuso fibrilar
Astrocitoma difuso

Astrocitoma difuso fibrilar
Astrocitoma anaplasico
Astrocitoma anaplésico

Glioblastoma multiforme
Glioblastoma multiforme

Glioblastoma multiforme

(brioplastico neuroepitelial)

Tallo (Mesencéfalo)
Tallo (Mesencéfalo)
Fosa posterior
Supratentorial
Fosa posterior

Supratentorial

SIN LOCALIZACION
Supratentorial

Tallo (Puente)
Talamo
Supratentorial (L6bulo
frontal derecho)
Fosa posterior
Supratentorial (L6bulo
frontal derecho)
Supratentorial (L6bulo
parietal)

T T m Z T T b e 1 e s

<

7 afos
14 afios
5 afios
16 afios
11 afos

4 afos

4 afos
7 afos
14 afos

14 afos
4 afnos

16 afos
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6.2 Extraccion de RNA total a partir de tejido por medio de Trizol

Para extraer el RNA total, se coloc6 cada muestra de tejido en un tubo de 1.5 ml, en
cada tubo se agregaron 800 uL de Trizol y se conservaron a temperatura ambiente por
5 minutos. Pasado ese tiempo, el tejido se disgregé con minipistilos previamente
lavados y esterilizados con luz UV en la campana de trabajo. Se agregaron 200 pL de
cloroformo, se agitaron los tubos vigorosamente por 15 segundos y se incubaron a 4°C
por 15 minutos. Después, las muestras se centrifugaron a 12000 r.p.m. durante 15
minutos a 4°C y la fase acuosa obtenida se transfirié a un tubo Eppendorf de 1.5 mL. A
cada tubo se le agreg6 isopropanol volumen/volumen con el fin de precipitar el RNA y
se dej6 30 minutos a temperatura ambiente. La muestra se centrifugé a 12000 r.p.m
durante 10 minutos y posteriormente se lavé la pastilla con 300 pL de etanol al 75%,
se agitaron los tubos y se dejaron a temperatura ambiente por 10 minutos. Los tubos
se centrifugaron a 7500 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C y se descarto el
sobrenadante, este paso se repitié dos veces con el fin de limpiar el RNA. Finalmente,
la pastilla se dej6 secar a temperatura ambiente dejando el tubo invertido sobre una
toalla absorbente dentro de la campana y se resuspendidé en 30 pL de agua libre de

nucleasas previamente calentada a 65°C.

6.3 Cuantificacion de RNA total

El RNA total obtenido por la extracciobn se cuantific6 con el espectrofotometro
Nanodrop 1000 de Thermofisher Scientific, se selecciond la opcién de acidos
nucleicos y se activé con 1 pL de agua inyectable. Se seleccioné la opcion de RNA y
calibré con una longitud de onda de 260 nm. Se utilizé 1 uL de agua como blanco y
cada muestra se analizé por duplicado, utilizando 1 pL de las muestras en cada

repeticion.

34



6.4 Realizacion de electroforesis de RNA en gel de agarosa

Con el fin de conocer la integridad del RNA obtenido, las muestras se corrieron en un
gel de agarosa al 1.5%. Para el gel, se pesaron 0.45 g de agarosa en la balanza
granataria y se diluyé en 30 mL de buffer TBE 1X en un matraz Erlenmeyer de 100
mL. La mezcla se calent6 a intervalos regulares en un horno de microondas cuidando
gue la mezcla no burbujeara. Se dej6 de calentar hasta que la mezcla se tornd
transparente y se dejé enfriar a temperatura ambiente unos minutos, después se le
agregaron 2 pL del colorante EpiQuik DNA Stain. La mezcla de agarosa se vacio en la
camara de electroforesis, se coloco el peine y se dejo gelificar durante una hora.
Cuando el gel estuvo listo, las muestras se prepararon para cargarlas: se coloco un
trozo de parafilm sobre la mesa, se tomaron 5 L del Marcador de peso molecular de
10 kpb y para las muestras se tomaron 2 UL de RNA y 2 uL de colorante azul. Una vez
gue las muestras se cargaron, se conectaron los electrodos de la fuente de
alimentacion y se calibr6 a 70 V, se dejé correr aproximadamente 40 min. Una vez

terminado el tiempo de corrida, el gel se observé con un transiluminador.

6.5 Sintesis de cDNA a partir de RNA total

Para obtener el DNA complementario (cDNA) se utilizé el paquete “SCRIPT cDNA
Synthesis Kit” de Jena Bioscience, segun las indicaciones del fabricante. En
microtubos para PCR se colocaron distintos compuestos hasta obtener 20 L totales:
Agua libre de RNAsas (UL variables), la muestra de RNA (aproximadamente 1000 ng
de cada muestra), 0.5 uL de primers random (hexameros que delimitan secuencias
aleatoriamente), 4 pL de SCRIPT RT Buffer Complete, 1 pL de dNTP Mix
(desoxirribonucleétidos para formar el DNA), 1 uL de DTT Stock Solution, 1 pL del
inhibidor de RNAsa y finalmente 1 pL de la enzima SCRIPT Reverse Transcriptase
gue lleva a cabo la reaccion de pasar el RNA a DNA, todas las sustancias necesarias

se colocaron en hielo para evitar degradacion.
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Los tubos se taparon y se colocaron en el termociclador, se incubaron a 42°C
durante 10 minutos para activar la enzima, a 50°C durante una hora para la sintesis de
cDNA vy finalmente a 70°C durante 10 minutos para inactivar la enzima.

El cDNA obtenido se cuantificd por duplicado utilizando el espectrofotometro
Nanodrop 1000 de Thermofisher Scientific y se utilizé6 agua inyectable como blanco.
Una vez cuantificado, se realizaron diluciones 1:9 de cDNA (1 puL de cDNA con 9 pL de

agua libre de nucleasas) que fueron cuantificadas para utilizarlas en gRT-PCR.

6.6 Disefo de Primers

Los primers fueron disefiados utilizando el programa Primer Blast (NCBI) vy

sintetizados posteriormente por T40ligo (Guanajuato, México) (Tabla 5, Figura 19, 20).

Tabla 5. Secuencias de los primers utilizados

Primer con orientacion Secuencia

SOX2-OT Forward GCTCGTGGCTTAGGAGATTG
Reverse CTGGCAAAGCATGAGGAACT
BCYRN1 Forward CTGGGCAATATAGCGAGAC
Reverse TGCTTTGAGGGAAGTTACG
SOX2 Forward CCATCCACACTCACGCAAAA
Reverse TATACAAGGTCCATTCCCCCG
B-Actina Forward TTAGTGCTGCTGCGATTCA
Reverse TGACAAACACCGGCTTTAGC

5r
620 rtaaggetogtggottaggagattgtgacctggortgoate attoraagac TLOTAtCgTCtgTtticaaa acccaaggaggacctocttttetgtgtgat BgtEeeteatetEtgeeag coactgggte

Ecaaggag:a:gaaacgg:c

3" Primer reverse 57

5' Primer forward 3'

botogt ggottaggagatia)
att EEEEcEaatactgga cogaacgtag taagatlcty aagatageay acaaaagtii tgggttectc clggagyaaaagacacactatcaaggagiacgaaacggic ggtgacceag 730
3" 5"

Figura 19. Secuencia de SOX2-OT y sus sitios de unién a los primers. Se observa la secuencia de
SOX2-OT desde la base 620 a la 730 en orientacion 5’-3’, los primers (amarillo) se unen a sus bases
complementarias en la cadena opuesta (verde), dando como resultado un producto de ~120 pb.
[Secuencia tomada y modificada de (60)].
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sr 3
21 tcgagacctgcoctgggcaatatagcgagaccoocgttoctoc agaaaaagga aaaaaaaana caaaagacaa aaaaaaaataagEgtaactt cocteasagea acaaccoce

gcattgaa gggagtttegt

3" Primer reverse 5’

5" Primer forward 37

cctgggcaat atagcgagac

agerctggac GEEECEgtta tategetety JyJcaagjagy ottt tCOT CETELTETEE LTI LYt CTETTETTAt Tegcattgaa Jggagttiegt tattggggy 191

3 5

Figura 20. Secuencia de BCYRNL1 y sus sitios de union a los primers. Se observa la secuencia de
BCYRNL1 desde la base 81 a la 191 en orientacion 5'-3’, los primers (amarillo) se unen a sus bases
complementarias en la cadena opuesta (verde), dando como resultado un producto de ~100 pb.
[Secuencia tomada y modificada de (61)].

6.7 Realizacion de qRT-PCR utilizando el cDNA obtenido para amplificar
los diferentes INncCRNAs a estudiar (SOX2-OT y BCYRNL1), el gen SOX2 y el gen
constitutivo B-Actina

Para las reacciones de gRT-PCR se utilizé el Kit Real Q Plus 2x Master Mix Green,
High Rox de Ampligon. Las reacciones se realizaron por duplicado en microtubos para
PCR, se colocaron 10 pL de Master Mix, 1 pL de primer Forward (SOX2-OT,
BCYRNL1), 1 uL de primer Reverse (SOX2-OT, BCYRN1), 100 ng de la dilucién de
cDNA (uL variables) y agua libre de nucleasas (pL variables) para un total de 25 pL.
Simultaneamente, se amplific6 un gen constitutivo, en este caso B-Actina en las
mismas muestras. Se decidio probar el gen SOX2 debido a que este gen se transcribe
en la misma region que el IncRNA SOX2-OT. Los tubos se taparon y se colocaron en
el termociclador Step One Plus de Applied Biosystems, que se calibré a 95°C durante
15 minutos, después a 95°C durante 30 segundos para desnaturalizar el cDNA y la
temperatura para el alineamiento de los primers fue variable dependiendo del IncCRNA,

SOX2 o B-Actina, durante 40 ciclos (Tabla 6).

Tabla 6. Temperatura de alineamiento de los primers utilizados

Primer (IncRNA o RNA) Temperatura (°C)

SOX2-0OT 64.5°C
BCYRN1 60.65°C

SOX2 66.2°C
B-Actina 64.1°C
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6.8 Electroforesis en gel de agarosa de los productos obtenidos por gRT-PCR

Con el fin de observar los productos de PCR, las muestras se corrieron en un gel de
agarosa al 2%. Para el gel, se pesaron 0.6 g de agarosa en la balanza granataria y se
diluy6é en 30 mL de buffer TBE 1X en un matraz Erlenmeyer de 100 mL. La mezcla se
calent6 a intervalos regulares en un horno de microondas cuidando que la mezcla no
burbujeara. Se dejo de calentar hasta que la mezcla se torno transparente y se dejo
enfriar a temperatura ambiente unos minutos. La mezcla de agarosa se vacié en la
camara de electroforesis, se coloco el peine y se dejo gelificar durante una hora.
Cuando el gel estuvo listo, las muestras se prepararon para cargarlas: se
colocé un trozo de parafilm sobre la mesa, se tomaron 5 uL del marcador de peso
molecular de 10 kpb al que se le agregaron 3 de SYBR Green, para las muestras se
tomaron 2 pL de RNA, 2 pL de colorante azul y 1 yL de SYBR Green. Una vez que las
muestras se cargaron, se conectaron los electrodos de la fuente de alimentacion y se
calibré a 90 V, se dejé correr aproximadamente 40 min. Una vez terminado el tiempo

de corrida, el gel se observé con un transiluminador.

6.9 Célculo de la doble delta Ct (2*“°Y para conocer las diferencias en los
patrones de expresion de los IncRNAs en tumores gliales y en tejidos control

Se realiz6 el calculo de la expresion diferencial de los IncRNA utilizando el método de
Livak - Schmittgen (62). Los datos utilizados fueron el promedio de los valores de Ct
(ciclo umbral) obtenidos en las reacciones de gRT-PCR con los IncRNAs o con SOX2
y con el gen B-Actina que se utilizd como control, los valores de Ct se compararon
entre las muestras control y las muestras tumorales. A partir de los datos de la 2%,
se realiz6 el andlisis estadistico utilizando el software GraphPad Prism 7. Se utiliz6 un
andlisis de T de Student para comparar cada una de las muestras con el control, asi
como cada uno de los grados histolégicos contra el grupo control. Los datos se
consideraron estadisticamente significativos si presentaban un valor de P menor a

0.05.
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VIl. Resultados

En este trabajo se analizaron los patrones de expresion de los INCRNAs SOX2-OT y
BCYRNL1 en astrocitomas pediatricos de los cuatro grados histolégicos y tejidos control
por medio de PCR cuantitativa por transcriptasa reversa (QRT-PCR) y el calculo de la

doble delta Ct (2*“") por el método de Livak-Schmittgen.

Para lograrlo, primero se extrajo el RNA total de cada una de las muestras por
medio del método de Trizol. EI RNA obtenido se cuantifico utilizando el equipo
NanoDrop 1000 (Thermofisher Scientific) y posteriormente se corrio en un gel de
agarosa al 1.5% para observar la integridad del mismo. El gel de agarosa mostré que
la mayoria de las muestras presentan integras las subunidades 28S y 18S del
ribosoma, asi como secuencias de RNAs pequefios al final de cada carril. Debido a
que la integridad en algunas de las muestras present6 degradaciones, se pudo realizar

la gRT-PCR.
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7.1 Cuantificacion de RNA total

Tabla 7. Cuantificacion del RNA total obtenido.
Se observan los promedios de cada una de las muestras, analizadas por duplicado.

Muestra Promedio de RNA (ng/uL)

Control | 254.35

Control Il 3333.3

Control 1l 409.005
AstP | 203.05
AstP I 1359.7
AstP Il 593.3
AstD | 172.25
AstD Il 108.9
AstD Il 232
AstD IV 453
AstD V 490
AstD VI 345
AstA | 299
AstA ll 63.3
GBM | 46.3
GBM I 471.8
GBM llI 312

7.2 Electroforesis de RNA en gel de agarosa

Se realiz6 con el fin de observar la integridad del RNA total de cada una de las
muestras y controles. El experimento mostré que el RNA total se encuentra un poco
degradado, observando las subunidades del ribosoma 28S y 18S en cinco muestras,
los RNAs pequerios se observan en todas las muestras utilizadas (Figura 21).

La cantidad de muestra que se utilizo en este experimento fue por convencion, ya que
de cada tejido se obtuvo una concentracion diferente de RNA y al tratar de
homogeneizar las cantidades se obtenia un volumen muy grande o muy pequefio para

ser sometido a este experimento.
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Figura 21. Electroforesis de RNA total en gel de agarosa al 1.5%. Carriles laterales: Marcador de peso
molecular de 10 kpb, 5 pL; carriles centrales: 2 pL de cada una de las muestras tumorales + 2 pL de
buffer de carga. El gel contenia 2 pL del colorante EpiQuik DNA Stain. Se puede observar la subunidad
mayor del ribosoma (28S, ~2.5 kb), la subunidad menor del ribosoma (18S, ~1.6 kb) y RNAs pequefios
(miRNAs, Lnc-RNAs, etc) menores a 1 kb. En los carriles AstP I, AstD |y Il se observa degradacion
parcial del RNA y los carriles AstD V, VIy AstA |l presentan una concentracion muy baja de RNA.

A partir del RNA total, se sintetizO DNA complementario con el kit “SCRIPT cDNA
Synthesis Kit” (Jena Bioscience), se cuantificé utilizando el equipo NanoDrop 1000
(Thermofisher Scientific) para conocer la concentracion de cada muestra, a partir de
las cuales se realizaron diluciones de 1uL de muestra con 9 yuL de agua libre de
nucleasas con el fin de obtener los UL necesarios que contuvieran 100 ng de cDNA

para cada reaccion.
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7.3 Sintesis de cDNA a partir de RNA total

Tabla 8. Cuantificacion del cDNA obtenido.
Se observan los promedios de cada una de las muestras, analizadas por duplicado.

Muestra Promedio de cDNA (ng/pL)

Control | 617.3
Control Il 899.1
Control I 431.79
AstP | 551.53
AstP Il 451.95
AstP Il 260.3
AstD | 521.2
AstD Il 184.7
AstD Il 336.2
AstD IV 372.45
AstD V 171.65
AstD VI 186.0
AstA | 339.6
AstA ll 200.5
GBM I 458.4
GBM II 218.3
GBM Il 254.2

Los datos de Ct (ciclo umbral) obtenidos del termociclador StepOne de cada una de
las qRT-PCR realizadas se utilizaron para calcular la expresion diferencial de los Inc-
RNAs en cada una de las muestras tumorales contra tejidos control utilizando el
método de Livak de la doble delta Ct (27*“").

Para esto se realizaron los promedios por experimento de los Ct obtenidos de
cada muestra tumoral y muestras control con SOX2-OT, BCYRNL1 o SOX2 y B-Actina,
estos se utilizaron con los algoritmos correspondientes y se obtuvo el valor de 24,

Los datos obtenidos de cada muestra fueron analizados con un analisis de T de

Student para comparar cada una de las muestras con el control.
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7.4 Estandarizacion de las condiciones de amplificacion por qRT-PCR

Tabla 9. Resultados de la gRT-PCR con SOX2-OT en tejidos control y muestras
tumorales, promedios por experimento e histologia

Muestra Promedio de Ct (Exp 1y 2) Promedio por histologia
Control | 27.888 27.4813
Control Il 28.4
Control Il 26.156

AstP | 25.70125 28.841

AstP Il 30.7225

AstP IlI 29.8245

AstD | 28.7785

AstD Il 26.6875

AstD Il 27.6845 28.07942
AstD IV 28.327

AstD V 25.0655

AstD VI 31.9335

AstA | 26.731 28.65813

AstAll 30.5853

GBM | 36.0465

GBM I 32.9175 32.40875

GBM Il 28.26225

Tabla 10. Resultados de la qRT-PCR con B-Actina en tejidos control, promedios
por experimento e histologia

Muestra Promedio de Ct (Exp 1y 2) Promedio por histologia
Control | 31.435

Control 1l 30.940 32.1213

Control Il 33.989

Tabla 11. Resultados de la qRT-PCR con SOX2 en tejidos control y muestras
tumorales, promedios por experimento e histologia

Muestra Promedio de Ct (Exp 1y 2) Promedio por histologia
Control | 30.31
Control Il 29.829 29.7233
Control lll 29.031
AstP | 23.649
AstP I 20.415 25.59716
AstP 1lI 32.7275
AstD | 21.0825
AstD lll 33.978
AstD IV 34.278 27.4077
AstD V 24.225
AstD VI 23.475
AstA | 31.413 28.1715
AstA ll 24.93
GBM | 23.79
GBM I 27.8955 26.7565
GBM I 28.584
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Tabla 12. Resultados de la qRT-PCR con BCYRNL en tejidos control y muestras
tumorales, promedios por experimento e histologia

Muestra Promedio de Ct (Exp 1y 2) Promedio por histologia
Control | 28.73 28.52
Control 1l 28.31

AstP | 20.65

AstP Il 22.805 21.7158

AstP Il 21.59

AstD | 21.1875

AstD llI 26.7525

AstD IV 20.9675 24.1495

AstD V 31.015

AstD VI 20.825

AstA | 25.98 23.6862

AstA Il 21.3925

GBM | 28.1475

GBM I 26.0075 25.2525

GBM Il 21.6025

7.5 Graficas de amplificacién de SOX2-OT

En la Figura 22 se ilustran los resultados de una reaccién de gRT-PCR para obtener el
amplicon del IncRNA SOX2-OT. En cada una de las muestras SOX2-OT amplifico de
manera diferente, en la Figura 22A se observa que el IncRNA amplificé antes que el
Control y en la Figura 22B se observa que amplificé después. Esto se debe a la
cantidad de cDNA molde que se encuentra en cada una de las muestras y la

fluorescencia que emite para ser identificado por el termociclador.
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Figura 22. Gréficas de amplificacion de SOX2-OT. A) AstP 1, 25.0075. B) GBM 1, 36.123. Se puede
observar que algunas muestras amplifican antes que otras, el tejido Control se indica con una flecha
negra. Eje Y = Cambio en la fluorescencia. Eje X = Ciclo de reaccion.

La curva de disociacion se utilizé para asegurarse de que el amplicén obtenido fue del
IncRNA de interés (Figura 23). Se pudo suponer que la reaccion ocurrié6 de manera
correcta ya que solo se observo un pico en la temperatura de 79.62-79.77°C en cada
una de las muestras analizadas. Después de la reaccion de qRT-PCR se realizoé una

electroforesis para comprobar que se obtuvo el amplicén de 150 pb.
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Figura 23. Graficas de la curva melt o curva de disociacién de SOX2-OT. A) Control I. B) GBM I. La
grafica muestra la especificidad de los primers en Tm = 79.62-79.77°C al presentarse solo un pico. El
tejido control se indica con una flecha negra. Eje Y = Cambio en la fluorescencia. Eje X = Temperatura
melting o temperatura de disociaciéon.
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7.6 Graficas de amplificacién de SOX2

Debido a que SOX2-OT se encuentra sobrelapado en la misma region con el gen
SOX, se decidié medir su expresion en las muestras control y las muestras tumorales.
En la Figura 24 se ilustran los resultados de una reaccion de gRT-PCR para obtener el
amplicon de SOX2. Cada una de las muestras de los distintos grados histol6gicos
amplificé de manera diferente este gen, en la Figura 24B se observa la amplificacion
de SOX2 después que el control, en el caso de las muestras restantes, el gen

amplificé antes en estas que en el control.
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Figura 24. Gréficas de amplificacién de SOX2. A) AstP Ill, 32.676. B) GBM I, 23.81. Se puede observar
gue algunas muestras amplifican antes que otras, el tejido Control se indica en color rojo. Eje Y = Cambio
en la fluorescencia. Eje X = Ciclo de reaccion.
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De igual manera, para SOX2 se utiliz6 la curva de disociacién para saber si se obtuvo
el amplicén deseado (Figura 25), al observarse solo un pico en la temperatura de
89.88°C se supuso que la reaccién ocurri6 de manera correcta, posteriormente se

realizd una elecroforesis para comprobar que el amplicén obtenido fuera de ~550 pb.
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Figura 25. Gréficas de la curva melt o curva de disociaciéon de SOX2. A) AstP 1ll. B) GBM I. La gréafica
muestra la especificidad de los primers en Tm = 89.88°C al presentarse solo un pico. El tejido control se
indica en color rojo. Eje Y = Cambio en la fluorescencia. Eje X = Temperatura melting o temperatura de

disociacion.
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7.7 Graficas de amplificacion de BCYRN1

Se ilustran los resultados de una reaccion de gRT-PCR para obtener el amplicon del

RNA largo no codificante BCYRN1. Se puede observar en la Figura 26 que en cada

una de las muestras de los distintos grados histologicos el IncRNA amplifico

de

manera diferente, en la Figura 26A BCYRN1 amplific6 después que el control y en el

resto de las muestras amplificé antes, ejemplificado con la Figura 26B. Esto se debe a

la cantidad de RNA molde presente en cada una de las muestras utilizadas.
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Figura 26. Graficas de amplificacion de BCYRN1. A) AstP I, 21.795. B) GBM IIl, 21.495. Se puede

observar que algunas muestras amplifican antes que otras, el tejido Control se indica en color rojo.
Eje Y = Cambio en la fluorescencia. Eje X = Ciclo de reaccién.
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La curva de disociacion fue utilizada para observar la especificidad de la reaccion, al

observarse solo un pico en la temperatura 75.87°C se pudo suponer gue se obtuvo el

amplicon correcto (Figura 27). Para comprobar que el amplicon era de ~200 pb se

realizd una electroforesis en gel de agarosa.
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Figura 27. Gréficas de la curva melt o curva de disociaciéon de BCYRN1. A) AstP Ill. B) GBM IIl. La
grafica muestra la especificidad de los primers en Tm = 75.87°C al presentarse solo un pico. El tejido
Control se indica en color rojo (flecha negra). Eje Y = Cambio en la fluorescencia. Eje X = Temperatura

melting o temperatura de disociacion.

50



7.8 Electroforesis en gel de agarosa de los productos obtenidos por gRT-PCR

Los geles de agarosa fueron analizados con el método de Rf que consistié en medir la
distancia de los pozos a la banda dividiendo esta cantidad entre la distancia total de
migracion, el resultado fue interpolado con el marcador para conocer el tamafio de
cada uno de los fragmentos.

Se puede observar en cada uno de los geles que en las muestras probadas se
obtuvo el amplicon deseado, para SOX2-OT de ~150 pb (Figura 28), SOX2 de ~550
pb (Figura 29) y BCYRNL1 de ~180 pb (Figura 30). En el caso del gel de SOX2, en el
carril 2 se observa la muestra degradada, posiblemente debido al tiempo que

permanecié almacenada la muestra.

Figura 28. Electroforesis de los productos de SOX2-OT en gel de agarosa al 2%. Se observan
algunas muestras y controles. Carriles laterales, M: Marcador de peso molecular de 1000 pb, 5 puL + 3 pL
de SYBR Gold; carriles centrales: 2 pL de cada una de las muestras tumorales + 1 pL de colorante azul +
3 UL de SYBR Gold. 1 = Control I, 2 = AstP |, 3 = AstD |, 4 = Control I, 5= GBM | y 6 = AstP Il. Solo se
observa una banda de ~150 pb, el producto esperado.
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Figura 29. Electroforesis de los productos de SOX2 en gel de agarosa al 2%. Se observan algunas
muestras y controles. Carriles laterales: Marcador de peso molecular de 50 - 800 pb, 5 pL + 1 pL de
SYBR Gold; carriles centrales: 2 pyL de cada una de las muestras tumorales + 2 uL de colorante azul + 1
pL de SYBR Gold. M = Marcador, 1 = Controles, 2 = AstP |, 3 = AstP IIl, 4 = AstD llI, 5 = AstD IV. Solo se
observa una banda de ~550 pb.

Figura 30. Electroforesis de los productos de BCYRNL en gel de agarosa al 2%. Se observan
algunas de las muestras y controles. Carriles laterales: Marcador de peso molecular de 50 - 800 pb, 5 puL
+ 1 pL de SYBR Gold; carriles centrales: 2 pyL de cada una de las muestras tumorales + 2 pL de colorante
azul + 1 yL de SYBR Gold. M = Marcador, 1 = Control lll, 2 =AstP |, 3=AstD|,4=AstD I, 5=AstA |, 6 =
GBM I. Solo se observa una banda de ~180 pb.

52



7.9 Andlisis de la expresion relativa de SOX2-OT, SOX2y BCYRN1

Se utilizé el método de Livak - Schmittgen para conocer las diferencias relativas en los
patrones de expresion de los INcRNAs en tumores gliales y en tejidos control.

Los célculos mostraron que la expresion de SOX2-OT es heterogénea en cada una de
las muestras y en los grados histoldgicos en general. El analisis estadistico de todas
las muestras con T de Student se consideré significativo si los datos presentaban un
valor de P menor a 0.05, los resultados mostraron cambios significativos entre el
Control y las muestras AstP I, AstD VI, AstA |, GBM | y GBM Il con un valor de P de
0.0009, 0.0114, 0.0279, <0.0001 y 0.0011 respectivamente (Figura 31). Cabe
mencionar que las muestras AstP | y AstD Il presentan una mayor expresion de SOX2-
OT respecto al control, sin embargo no mostraron cambios estadisticamente

significativos.
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Figura 31. Gréficas de la expresion relativa del IncRNA SOX2-OT en astrocitomas vs controles.

A) Comparacion de la expresion de SOX2-OT en todas las muestras de astrocitoma de distinto grado
histologico con el control. Se observa la expresion heterogénea de SOX2-OT en todas las muestras.

B) Comparacion global de la expresion de SOX2-OT en astrocitomas vs controles. Se observa que SOX2-
OT se encuentra sobreexpresado en astrocitoma pilocitico (AstP) respecto al control y los grados
histolégicos mas altos, esto debido a la muestra AstP | que eleva la expresion global. Los datos se
analizaron con una prueba de T de Student y se consideraron estadisticamente significativos si
presentaban un valor de P menor a 0.05. (Ver Anexo 1)

53



En el caso del gen SOX2, su expresion es heterogénea entre el tejido control y en los
grados histologicos. Se realizé un analisis de T de Student para comparar cada una de
las muestras con el control y se consideré estadisticamente significativo si los datos
presentaban un valor de P menor a 0.05. Se encontraron cambios estadisticamente
significativos entre el Control y las muestras AstP I, AstP II, AstP Ill, AstD I, AstD lIl,
AstD 1V, AstD V, AstA Il, GBM | y GBM lll con los valores de P de 0.0450, <0.0001,

<0.0001, <0.0001, 0.0030, 0.0075, 0.0003, 0.0179, 0.0002 y 0.0250 respectivamente.
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Figura 32. Grafica de la expresion relativa del mRNA SOX2 en astrocitomas vs controles. A)
Comparacion de la expresion de SOX2 en todas las muestras de astrocitoma de distinto grado histolégico
con el control. Se observa la expresion heterogénea de SOX2 en todas las muestras. Las muestras Ast P
Il'y AstD se encuentran mas sobreexpresadas que el resto. B) Comparacion global de la expresion de
SOX2 en astrocitomas vs controles. Se observa que SOX2 se encuentra sobreexpresado en astrocitoma
pilocitico (AstP) respecto al control y los grados histolégicos mas altos, esto debido a la muestra AstP I
gue eleva la expresion global. Los datos se analizaron con una prueba de T de Student y se consideraron
estadisticamente significativos si presentaban un valor de de P menor a 0.05. (Ver Anexo 2)
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2

Expresion relativa

La expresién de BCYRNL1 es heterogénea en cada una de las muestras y en los
grados histolégicos en general. El analisis estadistico T de Student mostré cambios
significativos entre el Control y nueve de las muestras: AstP I, AstP Ill, AstD I, AstD V,
AstD VI, AstA |, AstA Il y GBM II, GBM lIl, con un valor de P de 0.046, 0.0051, 0.0019,
0.0091, 0.0039, 0.0493, 0.0033, 0.0073 y 0.0056 respectivamente. En la grafica global
se observa que la expresion de BCYRN1 disminuye segin aumenta el grado

histolégico (Figura 33).
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Figura 33. Gréficas de la expresion relativa del IncRNA BCYRNL en astrocitomas vs controles.

A) Comparacion de la expresion de BCYRN1 en todas las muestras de astrocitoma de distinto grado
histologico con el control. Se observa la expresién heterogénea de BCYRNL1 en todas las muestras.

B) Comparacion global de la expresion de BCYRN1 en astrocitomas vs controles. Se observa que
BCYRNL1 se encuentra sobreexpresado en astrocitoma pilocitico (AstP) respecto al control y los grados
histolégicos mas altos, esto debido a la muestra AstP | que eleva la expresion global. (Ver Anexo 3)
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7.10 Analisis de la expresion relativa de SOX2-OT, SOX2 y BCYRN1 por
localizacién tumoral

La expresion de SOX2-OT, SOX2 y BCYRN1 también se analiz6 por la localizacion del
tumor en el SNC, cabe mencionar que las muestras solo se ordenaron por su
localizacion y no por su grado histolégico. La expresion de SOX2-OT es heterogénea
en todas las localizaciones en general, encontrandose sobreexpresado en los tumores

de tallo cerebral y subexpresado en los tumores supratentoriales (Figura 34).
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Figura 34. Grafica de comparacion de la expresion relativa del IncRNA SOX2-OT
por localizacion tumoral

En el caso de SOX2, la expresion es heterogénea en todos los grupos (Figura 35), se
observa sobreexpresion de las muestras de tallo cerebral de la misma manera que
SOX2-OT, también se observa que SOX2 en los tumores de talamo se encuentra

subexpresado.
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Figura 35. Gréafica de comparacion de la expresion relativa del mMRNA SOX2
por localizacién tumoral

Para BCYRNL, la expresion es heterogénea en todos los grupos (Figura 36), cabe
mencionar que se observa sobreexpresion en los tumores de tallo de la misma manera
que SOX2-OT y SOX2, también cabe mencionar que este LncRNA se encuentra

subexpresado en los tumores de talamo, muy parecido a la expresion de SOX2.
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Figura 36. Grafica de comparacion de la expresion relativa del IncRNA BCYRN1
por localizacion tumoral
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VIII. Discusion

Los astrocitomas pediatricos son la tercera causa de muerte infantil por cancer en
México (17,18). A pesar de ser histologicamente muy parecidos a un astrocitoma
adulto, estos tumores se comportan molecularmente diferente, presentando distintas
mutaciones de genes de histonas (por ejemplo H3) o genes involucrados en el
crecimiento celular (por ejemplo BRAF) (22,23). Debido a que la sobrevida de los
pacientes no ha mejorado a pesar de existir una gran cantidad de estudios y farmacos,
se ha propuesto analizar la expresion de nuevas moléculas que puedan funcionar
como biomarcadores, en este caso los INcRNAs SOX2-OT y BCYRNL1.

SOX2-OT contiene en uno de sus intrones la secuencia del mRNA SOX2
(localizacion 3g26.3), que funciona como un factor de transcripcion involucrado en el
mantenimiento y la auto-renovacion de las células madre embrionarias-no
diferenciadas y por la misma razén se considera como un marcador de pluripotencia
(53). Ya que SOX2 y SOX2-OT estan relacionados porque se transcriben a partir de la
misma region y la misma orientacion, en el presente trabajo se decidié estudiar la
expresion de ambos genes, encontrando que su expresion es heterogénea en todos
los grados histol6gicos en general. Se ha observado que SOX2-OT y SOX2 estan
sobreexpresados en células madre y que su expresion disminuye significativamente
cuando comienza la diferenciacion celular (53), también SOX2-OT se ha encontrado
desregulado en distintos tipos de cancer como carcinoma esofagico de células
escamosas, carcinoma pulmonar de células escamosas y cancer de mama al
favorecer la metéstasis, proliferacion e invasion de las células cancerosas y se ha
encontrado involucrado en la tumorigénesis del cancer de higado, pancreas, prostata,
y estdmago (53,63). Zhi Wang et al, 2017 (64) ha propuesto a SOX2-OT como posible
biomarcador pronéstico para osteosarcoma, ya que al modular a SOX2 favorece la
motilidad y proliferacién celular ademas de que presenta sobreexpresion en los

pacientes con la enfermedad mas avanzada (64). En el caso de los astrocitomas, se
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ha estudiado en una gran cantidad de muestras tumorales y lineas celulares de
adultos, encontrando que su expresién juega un rol oncogénico al favorecer la
proliferacién e invasién de las células, por otro lado se ha encontrado que la alta
expresion esta relacionado con un buen pronostico para los pacientes que presentan
un astrocitoma de bajo grado y en el caso de los GBM esta relacionado con mal
pronéstico para el paciente ya que las células presentan motilidad (54). Saghaeian et
al (2015) encontré por medio de qRT-PCR nuevas variantes de SOX2-OT y al analizar
este INCRNA en diferentes lineas celulares de cancer como adenocarcinoma mamario
(linea MCF7), carcinoma hepatocelular (linea HepG2), gliobastoma multiforme (linea
U-87MG) y carcinoma embrionario (NT2) se encontré6 que SOX2-OT est4 asociado con
la alta regulacion de SOX2, presentando una expresion relativa casi idéntica en las
muestras (63). En este trabajo se observa que la expresion de SOX2-OT es alta en los
tumores de bajo grado y que se encuentra subexpresado en los tumores de alto grado,
un hecho muy similar a lo reportado en la literatura (54). En este trabajo la expresién
relativa de SOX2-OT y SOX2 no es similar, ya que SOX2 se encuentra altamente
expresado en las muestras en comparaciéon con SOX2-OT, hecho que no concuerda
con los datos reportados en diferentes estudios (63,64), posiblemente se debe a que
todos los analisis se han realizado muestras de pacientes adultos cuyo
comportamiento molecular es diferente al de los tumores pediatricos (22,39).

BCYRNL1 es el IncRNA mas corto con 200 nt, cuya secuencia se encuentra
entre dos genes codificantes de proteinas: el de la calmodulina 2 (CALM2) y el de la
molécula de adhesion celular epitelial (EPCAM) (58). En tejidos normales, se
encuentra sobreexpresado en las dendritas neuronales y en las génadas, también se
ha encontrado en diferentes tipos de cancer, en enfermedades neurodegenerativas
como el Alzheimer y en trastornos genéticos como el sindrome de Perlman y la ataxia
espinocerebelosa autosdmica recesiva 1 (55,57). En este trabajo la expresion relativa
de BCYRN1 es heterogénea en controles y tumores, mostrdndose altamente

expresado en los tumores de bajo grado y disminuyendo la expresién conforme
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aumenta el grado histolégico. BCYRNL1 se ha encontrado altamente expresado en
carcinomas de mama, cérvix, eso6fago, pulmon, ovario y lengua sin ser detectado en
tejido normal. Hu y Lu, 2015 reportaron en una linea de cancer pulmonar de células no
pequefias (NSCLC) que c-Myc (gen regulador y protooncogén) se une al promotor de
BCYRNL1 e induce su expresion, también observaron que al hacer un knockout de
BCYRNZ1 la migracion e invasion de estas células disminuye debido a la reduccién de
expresion de las metaloproteinasas de matriz MMP9 y MMP13 que son importantes
para la invasion de células y metastasis (65). En lineas celulares de cancer de mama
se ha observado que BCYRNL1 esta involucrado en la apoptosis, regulandola de
manera negativa y evitando que las células cancerosas entren a muerte celular,
también se ha observado que el receptor de estrogenos (ER) se une al promotor de
BCYRNL1 regulando su expresion de manera positiva (58). Por otro lado, se ha
propuesto a BCYRN1 como un biomarcador para cancer, por ejemplo en carcinoma
ductal in situ se propuso como marcador de progresion ya que su expresién no se
detecta en las primeras etapas de la enfermedad pero aumenta de manera gradual
cuando el tumor progresa a etapas mas avanzadas y a carcinoma invasivo (66). La
expresion global de BCYRN1 en este trabajo no resultd significativa, sin embargo se
observa que la expresion decrece conforme aumenta la malignidad del tumor, por lo
que podria funcionar como un marcador de progresion en Ast pediatricos. Cabe
mencionar que estos datos no concuerdan con lo reportado en la literatura, pero se
debe notar que no hay estudios de BCYRN1 en Ast y que molecularmente los
astrocitomas pediatricos son diferentes a los astrocitomas adultos, sin embargo lo
ideal es analizar la expresién de este INcRNA en mas muestras tumorales para validar
esta propuesta de manera correcta.

Para los datos clinicos, se ordend la expresion de los genes estudiados de
acuerdo a la localizacion del tumor, encontrando que los dos IncRNAs y SOX2
presentan una alta expresion en los tumores de tallo cerebral, SOX2 y BCYRN1

presentan baja expresion en los tumores de tdlamo y particularmente BCYRNL1 vy
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SOX2 presentan una expresion muy parecida en los tumores supratentoriales, sin
embargo es arriesgado llegar a una conclusion basandonos en la localizaciéon debido a
que la muestra estudiada es muy pequefia y que al menos uno de los tumores de tallo
cerebral sobrexpresa a SOX2-OT y SOX2 en comparacion a las otras muestras que no
son de su mismo grado histolégico, por lo que es necesario realizar estudios en una
muestra de mayor tamafio para poder considerar como biomarcador de localizacion a

alguno de estos INCRNAs.
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IX. Conclusion

e La expresion relativa de los RNAs largos no codificantes SOX2-OT y BCYRN1
es heterogénea entre los controles y los grados histologicos de los tumores,
cumpliendo la tendencia de expresion previamente observada en el estudio de
Ruiz Esparza-Garrido et al, 2017.

e SOX2-OT se encuentra sobreexpresado en los tumores de bajo grado y
subexpresado en los tumores de alto grado, de manera que podria funcionar
como biomarcador de astrocitoma pilocitico o de glioblastoma multiforme

e BCYRNLI1 presenta una tendencia de expresion que decrece dependiendo de la
malignidad del tumor, por lo que podria funcionar como un biomarcador de

progresion de astrocitomas por su grado histologico
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X. Perspectivas

e Analizar la expresion de SOX2-OT y BCYRN1 en un mayor numero de
muestras de astrocitoma pediatrico, todas con diferentes grados histolégicos y
localizaciones

e Realizar estudios de interaccion de SOX2-OT con SOX2 o con otros factores
de trascripcion en astrocitomas pediatricos de diferentes grados histolégicos

® Realizar estudios de interaccion de BCYRN1 con c-Myc en astrocitomas

pediatricos de diferentes grados
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1. LncRNA SOX2-OT. Se presentan las gréaficas individuales de las muestras que
presentaron cambios significativos en comparacion con el control.
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Graficas de la expresion del IncRNA SOX2-OT en
astrocitomas vs controles.

1) Comparacion de la muestra Control con AstP |,
mostré diferencias significativas con P de 0.0009 (n=2,
0.1398 + 0.02631). 2) Comparacion de la muestra
Control con AstD VI mostré diferencias significativas con
P de 0.0114 (n=2, 0.1066 + 0.09634).

3) Comparacién de la muestra Control con AstA |
mostré diferencias significativas con P de 0.0279 (n=2,
1.686 + 0.199). 4) Comparacion de la muestra Control
con GBM | mostré diferencias significativas con P de
<0.0001 (n=2, 0.0026 + 0.0001). 5) Comparacion de la
muestra Control con GBM Il mostré diferencias
significativas P de 0.0011 (n=2, 0.03881 + 0.03118). Los
datos se analizaron con una prueba T de Student y los
datos se consideraron estadisticamente significativos si
presentaban un valor de de P menor a 0.05
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2. mMRNA SOX2. Se presentan las graficas individuales de las muestras que
presentaron cambios significativos en comparacion con el control.
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Graficas de la expresién del mMRNA SOX2 en astrocitomas vs controles.

1) Comparacion de la muestra Control con AstP |, mostré diferencias significativas con P de 0.0450 (n=2,
108.7 + 23.65). 2) Comparacion de la muestra Control con AstP Il, mostré diferencias significativas con P
de <0.0001 (n=2, 691.2 + 2.396). 3) Comparacion de la muestra Control con AstP Ill, mostr6é diferencias
significativas con P de <0.0001 (n=2, 0.1963 + 0.0070). 4) Comparacion de la muestra Control con AstD |,
mostré diferencias significativas con P de <0.0001 (n=2, 400.1 + 2.08). 5) Comparacion de la muestra
Control con AstD Ill, mostré diferencias significativas con P de 0.0030 (n=2, 0.07316 + 0.05095). 6)
Comparacion de la muestra Control con AstD IV, mostr6 diferencias significativas con P de 0.0075 (n=2,
0.08991 + 0.07915). 7) Comparacion de la muestra Control con AstD V, mostré diferencias significativas
con P de 0.0003 (n=2, 45.31 + 0.7851). 8) Comparacion de la muestra Control con AstA ll, mostrd
diferencias significativas con P de 0.0179 (n=2, 28.03 + 3.671). 9) Comparacion de la muestra Control con
GBM I, mostr6 diferencias significativas con P de 0.0002 (n=2, 61.26 + 0.08491). 10) Comparacion de la
muestra Control con GBM lII, mostro diferencias significativas con P de 0.0250 (n=2, 2.217 + 0.1961). Los

datos se analizaron con una prueba T de Student y se consideraron estadisticamente significativos si
presentaban un valor de de P menor a 0.05.
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3. LncRNA BCYRNL. Se presentan las graficas individuales de las muestras que
presentaron cambios significativos en comparacion con el control.
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Graficas de la expresion del IncRNA BCYRNL en astrocitomas vs controles.

1) Comparacion de la muestra Control con AstP |, mostré diferencias significativas con P de 0.0001 (n=2,
233.1 £ 15.79). 2) Comparacion de la muestra Control con AstP Ill, mostro diferencias significativas con P
de 0.0051 (n=2, 112.9 + 8.076). 3) Comparacion de la muestra Control con AstD |, mostré diferencias
significativas con P de 0.0019 (n=2, 160.3 + 6.984). 4) Comparacién de la muestra Control con AstD V,
mostré diferencias significativas con P de 0.0091 (n=2, -0.8065 + 0.07726). 5) Comparacion de la muestra
Control con AstD VI, mostré diferencias significativas con P de 0.0039 (n=2, 206.6 + 12.93).

6) Comparacion de la muestra Control con AstA |, mostré diferencias significativas con P de 0.0493 (n=2,
4,926 + 1.136). 7) Comparacién de la muestra Control con AstA Il, mostr6 diferencias significativas con P
de 0.0033 (n=2, 139.1 + 8.00). 8) Comparacion de la muestra Control con GBM II, mostré diferencias
significativas con P de 0.0073 (n=2, 4.720 + 0.4057). 9) Comparacion de la muestra Control con GBM IlI,
mostro diferencias significativas con P de 0.0056 (n=2, 120.2 + 9.016).

Los datos fueron analizados con una prueba T de Student y se consideraron estadisticamente
significativos si presentaban un valor de P menor a 0.05.
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