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Abreviaturas

Ast. Astrocitoma

AstA. Astrocitoma Anaplasico

AstAg. Astrocitoma de alto grado

AstBg. Astrocitoma de bajo grado

AstD. Astrocitoma Difuso

AstP. Astrocitoma pilocitico

EGFR. Receptor del factor de crecimiento epidermal
ER. Reticulo endoplasmico

ErB-2. Receptor de crecimiento epidérmico humano
FGFR1. Receptor del factor de crecimiento Fibroblastico
GBM. Glioblastoma Mutltiforme

HPLC. Cromatografia liquida de alta afinidad

IRS1. Sustrato del receptor de baja densidad 1
LRD-1. Lipoproteina de baja densidad 1

MAPK. Cinasas activadas por mitégenos

NF-1. Neurofibromatosis tipo 1

OMS. Organizacién Mundial de la Salud

PTEN. Homologo de fosfatasa y tensina

RB. Retino blastoma



SNC. Sistema nervioso central

2D-PAGE. Electroforesis bidimensional



Resumen

Los astrocitomas son el principal tipo de tumor que se desarrolla en el sistema
nervioso central, siendo la principal causa de muerte asociada a cancer en edad
pediatrica. Aunque se han identificado distintos mecanismos moleculares
alterados en estos tumores, la mayoria de ellos han sido descritos en astrocitomas
de adultos. Por lo cual, con el objetivo de identificar los mecanismos moleculares
modificados en estos tumores pediatricos, de distintos grados histolégicos, se
determind el patron global de proteinas y microRNAs por medio de electroforesis
bidimensional (2D SDS-PAGE), espectrometria de masas (MALDI-TOF) y RT?
miRNA PCR Array. Los estudios protedmicos, revelaron 49 proteinas con cambio
en su expresion respecto al tejido control y entre los distintos grados histologicos.
El interactoma de vimentina, calreticulina y 14-3-3 epsilon, demostr6 que son
proteinas centrales en estas neoplasias. Las redes de interaccion proteina-
proteina sugieren alteraciones en diversas vias de sefializacién celular como son
la, apoptosis, transcripcion de genes y mitosis. Asimismo, en concordancia con lo
reportado para estas neoplasias, los interactomas de proteinas mostraron un gran
numero de alteraciones tanto en la via de las proteinas activadas por mitégenos
MAPK como en distintos miembros de las proteinas 14-3-3. Mediante western blot,
se demostré una disminucién del 50% en la expresién de la proteina 14-3-3
zeta/delta en los tumores de bajo y alto grado en relacién con el tejido control.
Asimismo, el analisis de la expresion de los miRNAs mostré mi con cambios en su
expresion que no se han asociado a estos tumores y que controlan diversos
“hallmarks” del cancer. Interesantemente, la regulacion a la baja del miR-138 y
mir-145 en los tumores analizados, podria estar relacionada con la progresion
tumoral ya que estos miRNAs estan involucrados en la sobreexpresion de
proteinas importantes como vimentina y Bax, respectivamente. Remarcablemente,
muchas de las proteinas codificadas por los blancos de los miRNAs que
encontramos con cambios en su expresion, interaccionan fisicamente con
proteinas que resultaron también con cambios en su expresién en el analisis de
protedmica. En conjunto, nuestros resultados demuestran un alto nivel de
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prediccidn bioinformatico, basado en lo cual sugerimos posibles biomarcadores

para el prondstico, diagnostico y tratamiento de estos tumores.



Abstract

Astrocytomas, a leading cause of death assocaiated with cancer, are the most
common primary central nervous system tumors in childhood. Although it has been
identified several altered molecular and mechanisms in these tumors, most of them
have been described in adult astrocytomas. Therefore, in order to identify the
molecular mechanisms modified in these pediatric tumors of different histological
grades, we examined the global protein and microRNAs expression pattern by 2D
SDS-PAGE, mass spectrometry (MALDI-TOF), and RT2 29 miRNA PCR Array
System.

Proteomic studies revealed 49 proteins with expression change compared to
control tissue and between different histological grades. Theoretical interactome
showed that vimentin, calreticulin, and 14-3-3 epsilon protein are hub proteins in
these neoplasms. Protein-protein interactions networks suggested alterations in
various cell signaling pathways, apoptosis, gene transcription and mitosis. Also
consistent with those reported for these tumors, the protein interactome showed
many alterations in both the MAPK pathway and other members of the 14-3-3
protein. By western blot, a decrease of about 50 % of the protein 14-3-3 zeta /
delta in tumors of low and high grade compared to the control tissue was
demonstrated. Furthermore, analysis of RT2 PCR arrays showed altered
microRNAs miRNAs that have not been associated with these tumors and
controlling various " hallmarks " of cancer. Interestingly, the downregulation of miR-
138 and miR- 145 in the tumors may be associated with tumor progression
because these miRNAs are involved in overexpression of important proteins such
as Bax and vimentin, respectively . Remarkably, many of the proteins encoded by
the targets of miRNAs that we found altered physically interact with proteins that
were altered in our proteomic analysis. Taken together, our results demonstrate a
high level of bioinformatic prediction, based on which we suggest possible

biomarkers for prognosis, diagnosis and treatment of these tumors.



Antecedentes

l. Astrocitomas

Los astrocitomas (Ast) son un grupo de tumores del sistema nervioso central
(SNC) que se desarrollna a partir de células especificas de la glia llamadas
astrocitos [1-5]. Este grupo de tumores difieren tanto en su localizacion (pueden
desarrollarse en cualquier region del SNC) como en sus caracteristicas
morfoldgicas y potencial de crecimiento. Se ha reportado una tasa de incidencia,
estandarizada por edad de, 11.8 millones de personas por afo a nivel mundial
representando mas del 50% de los tumores cerebrales infantiles [6-9] y cerca del
13% en edad adulta. La clasificacion de estos tumores, se define con base en
criterios morfologicos, citogenéticos, genéticos moleculares y marcadores
inmunoldgicos establecidos por la organizacién mundial de la salud (OMS) [9]. Es
importante mencionar, que con el fin de hacer mas practica la clasificacion de los
Ast, la OMS clasifica a estos tumores de dos maneras, una simplificada (Tabla I) y

una extensa (Tabla Il) [9].

Los Ast de bajo grado (AstBg), son considerados menos agresivos debido a que
su crecimiento es lento, respondiendo mejor al tratamiento que los Ast de alto
grado (AstAg). El indice de sobrevivencia de nifos que presentan glioblastoma
multiforme (GBM), con dos afios de progresién va desde un 10 hasta un 30%,
mientras que los nifilos con Ast pilocitico (AstP), con 10 afios de progresion es
mayor que el 95% [6-11]. Aunque la mayoria de los AstBg, se cree que son
esporadicos, aquellos que se localizan en la via Optica son asociados
comunmente con el sindrome de predisposicién tumoral: neurofibromatosis de tipo
1 (NF-1) [12].



Tabla I. Clasificacion simplificada de los Ast (OMS 2010).

Grado Nombre (OMS)
(OMS)

Criterios Histologicos

I Astrocitoma Pilocitico

Il Astrocitoma Difuso

Atipia Nuclear

1] Astrocitoma Anaplasico | Atipia Nuclear y alta actividad mitética

v Glioblastoma Multiforme | Atipia Nuclear y alta actividad mitética,

proliferacion del endotelio y/o necrosis

Tabla Il. Clasificacion extensa de

los Ast (OMS 2010).

Astrocitoma Pilocitico

Astrocitoma Pilomixoide

Grado | AstBg

Astrocitoma Subependimal de
Células Gigantes

Grado | AstBg

Xantanastrocitoma Pleomorfico

Grado |l AstBg

Astrocitoma Difuso
Astrocitoma Fibrilar
Astrocitoma Gemiositico

Astrocitoma Protoplasmico

Grado |l AstBg

Astrocitoma Anaplasico

Grado llI AstAg

Glioblastoma

Glioblastoma de Células
Gigantes

Giosarcoma

AstAg

Grado IV

Gliomatosis cerebelosa

Grado IV




ll. Tipos y caracteristicas histologicas

Astrocitomas Grado |
a) Astrocitoma pilocitico

Los AstP, son el tipo de Ast mas comun en nifios de 0-19 afios de edad (Fig.1).
Estos tumores se caracterizan por poseer un patron bifasico: células bipolares
compactas que presentan fibras de Rosenthal, microquistes y cuerpos granulares
(Fig.2). En pocas ocasiones, se observan células en mitosis, nucleos
hipercromaticos, angiogénesis e infiltracion al area de las meninges. En general,
los AstP pueden ser retirados quirurgicamente sin dafar el tejido adyacente,
cuando la estructura anatomica lo permite. Asimismo, estos tumores no progresan
a estados mas agresivos durante afos e incluso décadas, por lo que son
considerados como tumores de buen prondstico. Los tumores de este tipo se
pueden generar a lo largo del neuroeje y se situan preferentemente en el cerebelo
[9 y 13-16]. Es importante mencionar, que existen enfermedades genéticas como
la neurofibromatosis tipo | (NF1), que predisponen a la formacion de AstP.
Aproximadamente, el 15% de los individuos que presentan NF1 desarrollan estos

tumores, especialmente en el nervio éptico [17-19].
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Figura 1. Distribuciéon de los AsP por edad y sexo. La grafica muestra una incidencia mayor

de estos tumores en edades tempranas.Tomado y modificado de Kleihuues et al 2000

f

Figura 2. Caracteristicas morfolégicas de los AstP. Células con prolongaciones
citoplasmaticas sin necrosis ni mitosis acompanandose de escasas fibras de Roshental. La

flecha sefala una de estras caracteristicas fibras de Roshental (aumento 40x).

Astrocitomas Grado Il
b) Astrocitoma Difuso

Por su parte, los Ast difusos (AstD) se caracterizan por presentar una alta
diferenciaciéon celular, crecimiento lento e infiltracion difusa hacia las estructuras
vecinas. Este tipo de tumores se presentan con una mayor frecuencia en los
adultos jovenes (Fig. 3), mostrando una tendencia inminente a progresar hacia los
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grados Ill y IV. Los AstD, estan conformados por astrocitos neoplasicos tanto
fibrilares como gemiociticos bien diferenciados. Como rasgo caracteristico, la

celularidad es moderada con algunos nucleos atipicos [9].
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Figura 3. Distribucién por edad y sexo de los AstD. La grafica muestra mayor incidencia

de esto tumores entre los 20-30 afos de edad. Tomado y modificado de Kleihuues et al 2000

c) Astrocitomas Fibrilares.

Los Ast fibrilares (AstF), son la forma mas comun de los Ast de grado Il. Debido a
su naturaleza infiltrante, usualmente se observa alargamiento y distorsion del
tejido, sin llegar a la destruccién (Fig.4). Los AstF, estdn compuestos
predominantemente por astrocitos neoplasicos fibrilares, presentando atipia
nuclear, nucleo hipercromatico y bajo indice mitdtico; la necrosis y la
microvascularizacion estan ausentes. Los tumores de este tipo, pueden formar
quistes tanto en la materia gris como en la blanca, con una densidad celular de
baja a moderada; el citoplasma suele ser escaso, con apariencia de nucleos
desnudos y una matriz fibrilar (Fig.5) [9 y 20]. Estos tumores, pueden desarrollarse
en cualquier region del SNC, con preferencia a la region supratentorial del cerebro;
los I6bulos frontal y temporal son los mas afectados en nifios y adultos. Asimismo,
la presencia de estos tumores en el tallo cerebral y la médula espinal es comun,

mientras que en el cerebelo se presentan con poca frecuencia [9].
10



Figura. 4. Corte histolégico de AstF. En la que se observa una neoplasia homogénea de

astrocitos con leves cambios nucleares sobre un fondo fibrilar (40x).

Hombres

Numero de casos

Figura 5. Distribucion por edad y sexo de los AstF. La grafica muestra una notoria incidencia
de estos tumores entre los 10y 19 anos de edad Tomado y modificado de Kleihuues et al
2000.

Astrocitomas de alto grado
Astrocitomas Grado Il
d) Anaplasicos

Los AstA, se describen como tumores infiltrantes con anaplasias focales y
dispersas, ademas de poseer un potencial proliferativo muy evidente. Se
presentan con mayor frecuencia en adultos jévenes y tienen una incidencia mayor
en hombres que en mujeres (Fig.6). Estos tumores pueden generarse a partir de
AstBg o diagnosticarse sin existir un antecedente previo. La naturaleza intrinseca
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de estos tumores, es progresar hacia GBM y su localizacion es la misma que la de
los Ast grado Il, aunque con una proliferacion mas elevada. Los quistes
macroscopicos son inusuales, sin embargo, comunmente se observan areas de
granulacion opaca y de consistencia suave. Asimismo, los AstA muestran
microvascularizacion y nucleos celulares atipicos, lo cual indica que estos tumores

son progresivos y que poseen un nivel mitético elevado (Fig.7) [9, 21].

50-100

Hombres

Mujeres

Namero de casos

Figura 6. Distribucion por edad y sexo de AstA. La grafica muestra que las personas
mayores de 30 anos y hasta 69 anos presentan una mayor incidencia de estos tumores

respecto a otros rangos de edad. Tomado y modificado de Kleihuues et al 2000.

Figura 7. Caracteristicas morfolégicas de los AstA con alta celularidad, atipia nuclear muy

marcada y actividad mitética en astrocitos neoplasicos fibrilares y gemistociticos (20x).
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Astrocitomas Grado IV
e) Glioblastoma multiforme

El GMB, corresponde a la forma mas agresiva de los tumores astrociticos, debido
a que presentan una invasion muy rapida hacia los tejidos circundantes. Estos
tumores son mucho mas frecuentes en adultos que en nifios, con una mayor
incidencia entre 45 y 70 afos de edad (Fig.8). Este tumor, esta compuesto por
astrocitos neoplasicos, pobremente diferenciados, que histolégicamente se
caracterizan por presentar atipia nuclear, alta actividad mitotica, trombosis
vascular, microvascularizacion y necrosis (Fig. 9). EI GBM, se puede generar a
partir de astrocitomas de grado Il (AstF) y Il (AstA); sin embargo, en la mayoria de
los casos son diagnosticados de novo. En general, el GBM se encuentra
pobremente delimitado, presentando quistes macroscopicos llenos de fluido que
corresponden a tejido necrotico de desecho; la necrosis representa mas del 80%

de la masa total de estos tumores [9, 23-26].

S0-100

Hombres

Mujeres

200 150 200

Numero de casos

Figura 8. Distribuciéon por edad y sexo de GBM. La incidencia como se muestra en la grafica

es mucho mayor en adultos. Tomado y modificado de Kleihuues et al 2000.
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Fig. 9. Corte histologico de GBM. Se observa hiper-celularidad, con areas de necrosis
tumoral que son delimitadas por células neoplasicas en empalizada; la necrosis representa

mas del 80% de la masa total de estos tumores.
lll. Diferencias entre nifios y adultos

Los tumores astrociticos, en nifios y adultos, a pesar de ser histologicamente
indistinguibles, presentan alteraciones genéticas y moleculares que permiten
separarlos en distintos grupos [27-28]. Importantemente, la mayoria de los
estudios realizados hasta ahora han sido realizados en Ast de alto grado de
poblacién adulta. Sin embargo, los pocos analisis genéticos realizados en Ast
pediatricos de alto grado, demostraron que estos tumores presentan una
frecuencia menor de variantes en el niumero de copias (CNV) y un menor niumero
de mutaciones (15 mutaciones por tumor), comparado con su contraparte en
adultos (36 mutaciones por tumor) [28]. Asimismo, aun cuando existen vias de
sefalizacion preferencialmente alteradas como la via de las (MAPK), los
componentes alterados en esta via son distintos y especificos para cada grupo
(Tabla 3) [28].
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Tabla 3.Localizacién y alteraciones mas frecuentes en Astrocitomas de alto grado
en las diferentes edades.

Alteracion Genética Infantes Nifnos(3— Adolecentes Adultos Adultos
Localizacion de los Tumores (<3arios) 14aios) (4-21 anos) jovenes mayores
(21-45 (>45 anos)
supratentorial (AstAg) afios)
Transformacion - - + +++ +
Numero de alteraciones - + + ++ +++
Ganancia 1q ++ ++ ++ + -
Pérdida 16q ++ ++ ++ - -
Ganancia del 7q - - - + ++
Pérdida 10q + + + ++ +++
Genoma estable ++ ++ ++ - -
Amplificacion EGFR - + + ++ +++
Amplificacion PDGFRA - ++ ++ ++ +
Pérdida de CDKN2A/ CDKN2B + ++ ++ +++ +++
Alteraciones en la via de +++ ++ ++ ++ ++
sefalizacién de p53
Alteraciones en la via de + ++ ++ ++ +++
sefnalizacion de PI3K
Alteraciones en la via de + + + ++ +4++
sefializacion de Rb
MUTACIONES
BRAF V600E - + + ++ +++
IDH1 R132X - + ++ + -
H3F3A K27M NR +++ ++ + -
H3F3A G34R/V NR + ++ + -
HIST1H3B K27M NR - - - R

Abreviaturas: - bajo, + moderado, ++ alto, +++ muy alto, NR no reportado. Tomado y
modificado de Kleihuues et al 2000.

IV. Vias de senalizacion celular alteradas en los Ast

La formacion de un tumor, es un proceso complejo en el que interviene la

acumulacion de dafio genético sobre genes que estan involucrados en procesos

celulares como la proliferacion, diferenciacion y muerte [29-30]. En este sentido, la

via de MAPK se encuentra alterada en un 88% de los Ast de alto y bajo grado, sin

importar la edad del paciente (Fig. 10) [31-32]. Estas alteraciones, ocurren tanto a

nivel de receptores de membrana: Receptor del factor de crecimiento epidermal
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(EGFR), receptor de crecimiento epidérmico humano (ErbB-2), receptor del factor
de crecimiento fibroblastico (FGFR1), como de ligandos y de proteinas especificas
que participan rio abajo de la via: neurofibromina 1, B-Raf, homologo de la
fosfatasa y tensina (PTEN), y los miembros H-Ras, K-Ras y N-Ras de la subfamilia

de GTPasas pequefias Ras [31-33].

Figura 9. Via de las MAPK. Principal via desregulada en los astrocitomas de todos los
grados histolégicos.
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a) Mecanismos moleculares de la via de las MAPK que estan unicamente
alterados en los AstP
Como se mencion6 anteriormente, los AstP son tumores que se encapsulan,
raramente progresan a los grados II-IV y no invaden tejido circundante, lo que los
hace ser considerados como tumores de buen prondstico [9, 32]. Aun cuando se
conoce poco a cerca de los mecanismos moleculares y genéticos que median su
formacion, la via de sefalizacion de las MAPK se encuentra constitutivamente
activada, en la mayoria de los casos, a nivel de las proteinas p21™*-Raf-MEK-
ERK [9, 32-33]. En los AstP de origen hereditario, la pérdida de la actividad de

NF1 incrementa los niveles de la forma activa de p21™°

, promoviendo la
proliferacion de los astrocitos [9, 12, 17-18]. En el caso de los AstP, de origen
esporadicos, el 82% de los casos presentan alteraciones en la via de las MAPK,
en los cuales, la fusion de los genes KIAA1549-BRAF es la alteracion mas
frecuente (70% de los casos) [34-35]; importantemente, esta alteracién no se
presenta en los AstP hereditarios [35-36]. Esta fusion incluye el dominio BRAF
cinasa y la carencia del autoinhibidor N-terminal, resultando en una proteina de
fusidén que tiene la actividad cinasa de BRAF, perosin region inhibidora. A demas
de esta fusion, la duplicacién de la treonina 599 activa de forma constitutiva a la
cinasa B-Raf. Estudios in vitro, mostraron que la sobreexpresion de la forma activa
de BRAF incrementa la proliferacion de astrocitos primarios de raton, efecto que
es bloqueado por el inhibidor de la cinasa sorafenib, el cual es un farmaco
ampliamente utilizado como parte del tratamiento de estos tumores de bajo grado

[36].

La mutacion BRAF (V600E), se encuentra presente en la mayoria de los Ast grado
II; sin embargo, en el 9 % de los casos de AstP esta mutacion también esta
presente [37]. Ademas de la mutacién BRAF (V600E), en un pequefio porcentaje
de AstP esporadicos se han descrito mutaciones en el gen K-Ras, las cuales
inducen la activacion constitutiva de la via de las MAPK mediante el mismo
mecanismo descrito para los tumores hereditarios con alteraciones en NF1 [37-
38].
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Similar a lo reportado para BRAF, la duplicacion en tandem del cromosoma 3p25
causa la fusion de los genes SRGAP3-RAF1, generando como resultado una

proteina fusionada con actividad constitutiva de Raf-1 cinasa [39].

b) Mecanismos moleculares involucrados en Ast de Grado Il, lll y IV.

Se han descrito multiples mecanismos y alteraciones moleculares involucradas en
la formacion de Ast grado |IlI, Il 'y IV, las cuales estan implicadas
fundamentalmente en el mantenimiento, progresion e invasion de las células que
conforman al tumor. Sin embargo antes de comenzar a describir los mecanismos
que median estos procesos, es importante mencionar que estas alteraciones se
encuentran presentes a lo largo de los grados histologicos I, Il y IV, apoyando de
esta manera la teoria de que los AstP (I) son entidades muy distintas a los demas
grados histologicos. Asimismo es importante mencionar que los GBM pueden
desarrollarse de dos formas distintas, es decir, pueden generarse como un tumor
sin antecedentes de un lesion previa, en cuyo caso se denomina GBM primario o
de “novo” (GBM1), o generarse a partir de un AstBg (a partir de un tumor grado Il)
que va sufriendo transformacion anaplasica e ir evolucionando hasta generar un
GBM, en cuyo caso se denomina GBM secundario (GBM2). Los mecanismos
moleculares que estan involucrados en ambos casos son distintos, siendo la
desregulacion del receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR) la
alteraciéon mas comun para GBM1 mientras que para GBM2 las mutaciones en el
gen p53 corresponden a la alteracion mas frecuente reportada. Estos datos
sugieren que tanto el GBM1 como el GBM2 conforman dos entidades diferentes
en cuanto a su origen (Fig.11). Es importante mencionar que ademas de las
mutaciones en EGFR y p53, se han descrito diversas alteraciones genéticas que
afectan a diversas vias de senalizacion, muchas de las cuales son criticas para el
desarrollo del 6rgano, regulacién de la apoptosis, detencion del ciclo celular,

proliferacion y supervivencia [9, 20 y 40]
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Célula Precursora
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Mutacién de Pérdida del Cromosoma 10
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Figura.11. Mecanismos moleculares involucrados en la formacion y progresion de los GBM1
y GBM2. Modificado de Kleihues et al 2000.

b) Mecanismos moleculares que estan involucrados en la patogénesis de los
GBM.

i) Via de senalizacion Sonic Hedgehog (SHH)

La via de senalizacion de SHH, como ya es conocido, es fundamental durante la
embriogénesis para el desarrollo de multiples 6rganos. Durante este proceso, esta

via controla eventos especificos como proliferacion, supervivencia celular y
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especificacion de los distintos tipos celulares. La activacion de la via se produce
cuando Hedgehog (Hh) se une fisicamente con su receptor Patch (Ptc) el cual
activa a su vez a Smoothened (Smo). Una vez activado Ptc inicia su
internalizacion liberando a Smo, el cual inicia la cascada de transduccion de la
sefal que culmina con la modulacién de la actividad de los factores de
transcripcion Gli (homdlogo del oncogén asociado a glioma 1). En ausencia de Hh,
Ptc reprime la actividad de Smo lo que se traduce en la fosforilacion de Gli1 y su
subsecuente procesamiento proteolitico. Las proteinas Gli son factores de
transcripcion multifuncionales que pueden actuar como activadores o represores
de la transcripcion. Estudios genéticos y bioquimicos indican que Gli1 funciona
como un activador transcripcional, el cual una vez activado, se transloca al nucleo
acumulandose y promoviendo la transcripcion de sus genes diana, que incluyen a
los factores angiogénicos angiopoietin-1 y angiopoietin-2, asi como las ciclinas D1
y B1, promoviendo asi mismo la represién de genes antiapoptéticos como Fas.
Por su parte, Gli2 y Gli3 pueden actuar como activadores o represores segun el
contexto o las necesidades requeridas por la célula. La presencia de Shh evita que
Gli3 sea procesada a una forma corta de 83 kD, procesamiento que le otorga la
capacidad de ser un potente represor transcripcional de Gli1. Alteraciones en la
via de Shh ha sido reportada en tumores cerebrales como el meduloblastomas y
mas recientemente en los Ast grado Il, Ill y principalmente grado IV. La alteracion
mas frecuente de esta via presente en GBM es la pérdida de la actividad de Ptc
por mutaciones. Como se mencioné Ptc, reprime la actividad de Smo, por lo que la
pérdida de su actividad causado por mutaciones, permitira la activacion de la via
independiente de la presencia del ligando y por consiguiente permitiendo la
transcripcion de los genes ya mencionados, promoviendo la progresion tumoral
(Fig. 7) [9 y 41]. Otra de las alteraciones frecuentes en GBM corresponde a
eventos de empalme alternativo en una variante de GLI1 que promueve la
invasividad y la migracién de las células de los GBM. Durante la transcripcion de
GLI1 se ha reportado la generacién de una isoforma llamada tGLI, la cual es
producida por medio de empalme alternativo y solo se ha encontrado presente en

GBM. La formacion de esta isoforma se genera por la pérdida de 123 pares de
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bases dentro del marco de lectura del coddon 41, lo que origina una isoforma
trunca. Un aspecto importante de esta variante es que conserva todos los
dominios funcionales conocidos de GLI1, por lo que posee la capacidad de activar
todos los genes blanco de GLI1, sin embargo, esta variante no ha sido detectada
en células normales, mientras que se encuentra altamente expresada en célula de
GBM. Por otra parte, se ha descrito que esta variante presenta la capacidad de
activar a CD24 a diferencia de GLI1, el cual es un gen asociado con invasion. Con
base en lo anterior se ha sugerido que la expresion de CD24 mediada por tGLI1
es indispensable para la migracién e invasion de las células tumorales de los GBM
[42-43].

ii) Via de senalizacion e Notch.

La via de sefalizacion de NOTCH inicia cuando los ligandos transmembranales
se unen a los receptores NOTCH, que se encuentran localizados en una célula
adyacente, provocando que la y-secretasa medie la liberacion proteolitica de un
dominio intracelular de NOTCH denominado NICD. Posteriormente NICD se
translocara al nucleo donde interactua con el co-factor transcripcional CBF1
activando blancos especificos como los genes HES y HEY, encargados de la
modulacién y diferenciacion neuronal y gial. En los vertebrados se han identificado
por lo menos cuatro receptores NOTCH, cinco ligandos JAG1, JAG2, DLL1, DLLS3,
DLL4 asi como multiples efectores como HES1-6, HEY1, 2. Tanto los receptores,
ligandos y efectores de esta via se encuentran alterados en los distintos tipos de
neoplasias, siendo en especifico Notch-1, Delta-like1 y Jagged-1 los elementos
criticos alterados por mutaciones en Ast y meduloblastomas. Esta via es
fundamental en la patogénesis de los GBM, ya que se ha observado que la
actividad incrementada de NOTCH promueve el crecimiento tumoral aumentando
de forma proporcional el niumero de células CD133+, por consiguiente, si esta via
es bloqueada, las células tumorales que expresan CD133 ira en decremento (Fig.
7)[9, 44-45].
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iii) Via de senalizacién Wingless e Int (Wnt)

Esta via es fundamental en el desarrollo embrionario normal asi como en diversos
tipos de cancer en los que se ha visto implicada como colon, mama, prostata,
ovario y algunos tumores cerebrales como el meduloblastomas y GBM. Su
activacion se lleva a cabo cuando el ligando de Wnt se una a su receptor
denominado frizzled (FZD) junto con sus co-receptores LRP5 or LRP6. Una vez
unidos, este complejo promueve la activacion y el reclutamiento de Ila
fosfoproteina Dishevelled (Dvl). Dvl recluta a su vez a la proteina Axin a la
membrana plasmatica, permitiendo la transcripcion y acumulacion de B-catenina
en el nucleo. B-catenina es indispensable ya que interactua con los factores de
transcripcion Tcf/Lef que inducen la expresién de genes como c-Myc, N-Myc, c-
jun y la ciclina D1, los cuales, como ya se habia mencionado, inducen
proliferacion, promoviendo un estado indiferenciado de las células. Aunque esta
via no habia sido muy estudiada para los Ast, estudios recientes reportaron la
sobre expresion de mRNA de Dvl y por consiguiente el aumento de -catenina en
astrocitomas de diversos grados (ll, 1l y IV), correlacionando el grado del tumor
con el aumentando de la expresion de Dvl. Por otra parte, debemos mencionar
que WIF-1 agonista endogeno de Wnt, se ha encontrado regulado a la baja en
AstAg en especifico GBM, lo cual podria explicar la acumulacion de B-catenina en
el nucleo que ha sido reportada en este tipo de tumores, sin que aparentemente
algun componente dela via se encuentre alterado. En un estudio reciente se
demostré que tanto la sobreexpresiéon del mMRNA de WIF-1, como de la proteina,
correlaciona directamente con el grado de malignidad en astrocitomas. Sugiriendo
por lo tanto, que WIF-1, frecuentemente se encuentra regulado a la baja en
astrocitomas, especialmente en los de alto grado. Uno de los mecanismos
propuestos para explicar la regulacién a la baja de WIF-1 es la hipermetilacion del
promotor del gen WIF-1, la cual ha sido reportado en cerca del 54.29 % de los
GBM, sugiriendo que este podria ser un evento temprano en la desregulacion de
esta via de esta via (Fig. 7) [46-48].
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iv) Via de Senalizacion de las Proteinas Morfogenéticas de Hueso (BMPs).

La via de senalizacion de las BMPs, ha surgido como importante en la
patogénesis de los GBM debido a que son factores cruciales que regulan la
proliferacion y la apoptosis en las NSCs, promoviendo su diferenciacion hacia
neuronas y células de la glia. Las BMPs llevan a cabo su funcién a través de la
unién con receptores tipo cinasa, los cuales son fosforilados por Smad 1/5/8,
permite que esta proteina se una al co-activador Smad4, el cual se transloca al
nucleo y regula la transcripcion de factores especificos. EI mecanismo de pro-
diferenciacion que modulan las BMPs se ha encontrado conservado en las CSCs.
Es decir, cuando las CSCs son promovidas en ensayos in virto a expresar las
BMPs, la proliferacion de estas células se inhibe promoviendo su diferenciacion
hacia astroglia y neuronas. Sugiriendo que la activacion esta via podria

representar un blanco terapéutico importante en GBM (Fig. 7) [9,49-51].

v) Receptores de Tipo Tirosina Cinasa (RTC). Alteraciones en el gen EGFR

La familia de los RTC media los efectos de multiples factores de crecimiento,
dentro de los cuales el receptor para el factor de crecimiento epidermal (EGFR) es
uno de los mejores caracterizados en Ast. En AstAg, en especifico GBM, es
comun encontrar a EGFR sobre-expresado. Se ha descrito que esta sobre-
expresion se genera como resultado de las distintas variantes del mMRNA que son
generadas durante el proceso de empalme alternativo que se lleva a cabo durante
la regulacién de este gen, dando lugar a diferentes variantes de la proteina; la mas
comun es la variante EGFRUVIII. Esta variante se caracteriza por presentar una
pérdida de 801 pares de bases, que abarca desde los exones 2 al 7 y una fusion
del resto de los exones, dando lugar a una amplificacion en tandem del gen. De
esta manera se genera un receptor truncado, el cual funciona de manera
constitutiva independientemente del ligando; como resultado la célula comienza a
dividirse de forma incontrolada. Es importante mencionar que la polisomia de
cromosoma 7, una de las alteraciones mas frecuentes en los GBM, puede

provocar la sobreexpresion de este gen (Fig. 7) [9, 40, 51-53].
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Otra via activada por los RTC y que se encuentra alterada en los GBM es la via
especifica de AKT/ posfoinositido 3-hidroxicinasa. Se ha comprobado que la
activacién descontrolada de esta ruta contribuye a la transformacion celular y a la
progresion tumoral en diversos tipos de tumores como los de Ast, mama, ovario y
carcinomas renales. Esta ruta desempefia un papel fundamental en la progresion
del ciclo celular ya que disminuye la apoptosis e incrementan la capacidad
metastasica de las células tumorales. La activacion de PI3K puede ocurrir a través
de Ras o directamente por algunos receptores tirosina quinasa, que responden a
varios factores de crecimiento o citocinas como IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, factor de
crecimiento tipo insulina (IGF), factor de crecimiento epidermal (EGF), factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factores de crecimiento de insulina
(IGF-1 e IGF-2) y el factor estimulador de colonias (CSF). La activacion de estos
receptores con actividad tipo tirosina cinasas conduce a la autofosforilacién de la
porcion intracelular de los mismos, sirviendo como punto de arranque para otras
proteinas intracelulares. La activacion de la ruta PI3K/Akt inicia con el
reclutamiento de PI3K, el cual a su vez recluta a la serina/treonina cinasa Akt (c-
Akt, también llamada proteina-quinasa B, PKB) a la membrana plasmatica. Una
vez que Akt se localiza en la membrana, sera fosforilado por una serina/treonina
cinasa, la cinasa 1, dependiente de fosfatidil inositol-3 (PKD1), resultando en la
activacion de Akt. Esta activacion controlara la supervivencia celular a través de la
fosforilacion de dianas que median este proceso, resultando en un incremento de
la supervivencia celular y proliferaciéon. Las dianas que activa Akt han sido
clasificadas en tres grupos distintos: proteinas apoptoéticas, factores de
transcripcion y proteina-cinasas. Una de las funciones especificas de Akt es
fosforilar a BAD y caspasa 9, dos proteinas apoptoéticas, inhibiendo su actividad y
promoviendo por tanto la supervivencia celular. Akt activa de igual manera a los
factores de transcripcion NF-kB, HIF-la y CREB, lo que tiene como consecuencia
un incremento en la transcripcion de genes anti-apoptoticos. Sin embargo cabe
destacar que estos factores transcripcionales pueden ser tanto activados como
inhibidos tras la fosforilacion de Akt. NF-kB como ya es conocido, es el mediador

central de la respuesta inmune, de la respuesta inflamatoria y la respuesta de
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supervivencia celular. NF-kB es activado por Akt a través de la fosforilacion de la
cinasa IKKa). Tras su activacion, IKK fosforila a I|kB, marcandolo para la
ubiquitinacion y degradacion en el proteosoma. La traslocacion al nucleo ocurre
por la exposicion de sitios de localizacion nuclear de NF-kB, la cual una vez dentro
del nucleo, induce la expresion de genes anti-apoptoticos. Los factores de
crecimiento como EGF pueden activan a NF-kB y proteger de esta manera contra
la apoptosis. Por el contrario, la inhibicion de NF-kB sensibiliza a la célula a una
amplia variedad de estimulos pro-apoptoticos. Como se mencion Akt también
puede fosforila a CREB activandola transcripcionalmente y sobre-expresando

genes antiapoptéticos como Mcl-1[9, 53].

También se ha reportado la inactivacion de factores de transcripcion como FOXO
(familia Forkhead) y p53 por Akt, ya sea directamente por la fosforilacion de
proteinas FOXO o por fosforilacion y activacion de MDM2, regulador negativo de
p53. En ambos casos, la expresion de genes proapoptoticos disminuye causando
un aumento de la supervivencia celular. Otro blanco de regulacion de Akt es
mTOR (mammalian Target of Rapamycin). La regulacién de mTOR ocurre a través
de la inactivaciéon del complejo de esclerosis tuberosa (TSC). Dicho complejo es
un heterodimero que consiste en tuberina (TSC2) no fosforilada y hamartina
(TSC1), que actua como proteina GTPasa activadora (GAP), inhibiendo proteinas
G pequefias como G-Rheb. La fosforilacion de TSC2, por Akt interrumpe el
complejo, permitiendo a la proteina Rheb, unirse a ATP y pasar desde el estado
GDP inactivo al estado activo. Rheb, unido a GTP, activa a mTOR. La familia de
proteinas TOR serina/treonina quinasa, tiene funciones pleiotropicas, participando
en la regulacién del inicio de la transcripcion del mRNA y la traduccion de proteina
en respuesta a concentraciones intracelulares de aminoacidos y otros nutrientes
esenciales. Interviene en la organizacion del citoesqueleto, en el trafico de
membrana, degradacion de proteinas, sefializacion de PKC y biogénesis del
ribosoma. Se ha comprobado que la inhibicion farmacolégica de AKT promueve la
apoptosis de células CSC, mostrando ser sumamente importante para el

mantenimiento y progresion de estas células en los GBM. Dentro de esta via, se
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ha propuesto, que PTEN puede desfosforila a PIP3, actuando de esta manera
como regulador de la ruta de sefalizacion de PI3K. PTEN tiene un dominio
proteina-tirosina fosfatasa y un dominio de homologia a la tensina, lo que sugiere
que PTEN suprime el crecimiento celular tumoral ejerciendo un efecto antagonista
al de las proteinas tirosina quinasas, regulando la invasion de las células
tumorales y la metastasis a través de las interacciones con las adhesiones focales.
Dado que la pérdida en homocigosis de PTEN es bastante rara, el mecanismo que
se postula para su inactivacion es la metilacion de su promotor. Las mutaciones de
PTEN son mas frecuentes en GBM que en AstA, por lo que se sugiere que dichas
mutaciones constituyen una alteracion importante en el desarrollo y progresion de
los GBM, pudiendo representar un paso molecular necesario en la transformacién
de gliomas de bajo a alto grado. Las mutaciones de PTEN son mas frecuentes en
GBM1 (25%) pero no exclusivas, ya que algunos autores han identificado
mutaciones de PTEN en GBM2 (4%). Se han identificado alrededor de 78
mutaciones diferentes de PTEN involucradas en GBM. Estas mutaciones se
localizan frecuentemente en los exones 1-6 de PTEN, region que presenta

homologia con ciertos dominios de las fosfatasas (Fig7). [9, 33 y 53].

FGFR-1 es un receptor de tipo tirosina-cinasa que pertenece a una familia
conformada por cuatro genes cuyos miembros son diferencialmente activados por
uno o mas de los nueve ligandos pertenecientes a los factores de crecimiento
fobroblasticos. Los FGFRs son indispensables en distintos eventos celulares
como la formacién de las extremidades, la organizacion de los queratinocitos y el
desarrollo del cerebro. La gran diversidad de funciones que desempefan se debe,
en parte, al procesamiento alternativo de los transcritos primarios que codifican
para los receptores y sus ligandos, alterando diferencialmente la afinidad de los
receptores por sus ligandos, la especificidad por estos, su asociacion a la
membrana y su actividad de tipo tirosina cinasa. Dentro de la secuencia de este
gen se ha comprobado que el exdn a es indispensable para determinar la afinidad
por sus ligandos. En Ast se ha observado una variante denominada FGFR-[J,

producto de empalme alternativo que carece del exon a. Esta variante del receptor
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parece estar estrictamente relacionada con el grado de malignidad de las células
gliales, ya que al ser eliminado el exdn a, se genera como resultado una alta
afinidad por ligandos especificos (factores de crecimiento), promoviendo el

crecimiento y progresion del tumor [54-55].

vi) Factores de crecimiento vasculares endoteliales y Factores angiogénicos.

La activacion no regulada de la angiogénesis puede ser el primer paso en la
formacion de una neoplasia maligna. Es por esta razén que el crecimiento celular
requiere del balance entre los factores angiogénicos y antiangiogénicos que
permitan o repriman la remodelacién de los vasos sanguineo. Estas sefales son
activadas por medio de factores que interactian con su ligando en la superficie
celular. Uno de los principales estimulos que las células pueden recibir para la
sintesis de factores angiogénicos es la hipoxia, que induce la sintesis del factor de
crecimiento endotelial (VEGF). Se considera que el VEGF es el mediador mas
importante en la neo-vascularizacion de GBM. VEGF tiene tres receptores
(VEGFR-1,2,3), dos de ellos, el VEGFR-1 y el VEGFR-3 sobrexpresados
exclusivamente en las células endoteliales de AstA. Hay otros factores de
crecimiento que también juegan un papel importante en la patogénesis de los
GBM, cada uno de los cuales interaccionan con proteinas tipo tirosin-cinasas para
inducir dimerizacion y autofosforilacién, promoviendo la expresién de sitios de
unién con los que interaccionan las proteinas de senal. EI complejo asi formado
activa una cascada de senales promoviendo la transcripcién, la cual provocara un
aumento de la division celular debido a la activacion de genes antiapoptaticos y
genes que intervienen en la division celular. Los factores de crecimiento que estan
involucrados en la génesis de un glioma hasta ahora repostados son: EGF (Factor
de crecimiento epidérmico) y su receptor EGFR , los cuales median la proliferacion
celular, promueven la resistencia a farmacos, aumentando el tamafno del tumor,
factor de crecimiento fibroblastico (FGF), el cual promueve de igual manera la

proliferacion celular presentando un efecto sinérgico con el factor de crecimiento
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endotelial vascular (VEGF) y el factor de crecimiento hepatocitico (HGF)
estimulando la angiogénesis. Al igual que EGFR, también se ha observado una
sobre expresién de FGF y sus receptores tanto en AstA como GBM. VEGF junto
con el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) median la
angiogénesis, promoviendo la protedlisis de las proteinas de la matriz extracelular,
promoviendo asimismo, la transcripcion de factores angiogénicos. Estos
mecanismos raramente se ha reportado para los AstBg (grado Il), indicando un

mal pronostico para el paciente [9, 56-58].

vii) Alteraciones de la via TP53/MDM2/P14arf

La via genética TP53/MDM2/P14arf esta implicada en respuesta a estrés celular y
por lo tanto en la activacion de genes relacionados con el control del ciclo celular,
reparacion de DNA y apoptosis. Esta via se encuentra alterada con frecuencia en
los GBM, cabe destacar no es exclusiva ya que los AstBg también presentan
alteracién de esta via aunque con una frecuencia muy baja [9]. EI gen TP53
codifica para la proteina p53 que actua como factor de transcripcion uniéndose a
los promotores de genes implicados en la reparacion de DNA. La proteina MDM2,
en condiciones normales, es represor de p53, es decir, mantiene inactivada a p53,
sin embargo, cuando la célula entra en divisién (fase G1-S), MDM2 libera a p53.
Una vez liberado, p53 promueve la trascripcion de otros genes que estan
implicados en reparacion de DNA y/o apoptosis. En condiciones normales p53 se
une a los promotores que activan genes implicados en la reparacion del DNA para
corregir los dafos detectados. p53 activo también induce ciertas proteinas, como
GADDA45 (por growth arrest and DNA damage) que colaboran en la reparacion del
DNA. De igual forma, puede activar algunas proteinas pro-apoptosis, como BAX o
PUMA, si el material genético no puede ser reparado. Si la célula posee
mutaciones en p53 los dafos producidos en el DNA no podran ser reparados
provocando un aumento de la divisién celular con una disminucién de la apoptosis.
La proteina p14arf, es fundamental para el control de la activacion de esta via ya

que es represor de MDM2 cuando no esta unida a p53. Si p14arf no ejerza su
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correcta funcién, se genera un exceso de MDM2 libre y como consecuencia p53
estara reprimido, provocando una mayor acumulacion de dafio en el DNA. Aun
cuando la pérdida homocigotica es el mecanismo mas frecuente de alteracion para
p14arf, también se ha reportado la inactivacién por hipermetilacion del promotor
del gen que lo codifica. Con base en lo anterior, podemos decir que la alteracién
de esta via en cualquier nivel provocara la desregulacién del ciclo celular,
promoviendo la formacién de tumores. Alrededor del 65% de GBM2 presentan
mutaciones en TP33; como se mencionod, la alteracion de esta via también se
presenta en AstA y en menor frecuencia en los AstBg en especifico en los Ast
grado Il, lo cual sugiere que podrias ser un evento temprano en la transformacién
neoplasica. (Fig. 7) [9, 59-60].

viii) Alteraciones de la via p16ink4/RB1/CDK4

Otra de las via afectadas en GBM es p16ink4/ RB1/CDK4. RB1 (gen del
retinoblastoma) localizado en el cromosoma 13g14.2, el cual codifica para la
proteina rb1, la cual controla la transicion G1—S en el ciclo celular. Cuando rb1 no
esta fosforilado secuestra y reprime la funcién de E2F, el cual es un factor de
trascripcion que activa genes implicados en la transicion G1—S del ciclo celular
cuando no esta unido a rb1. La fosforilacion de rb1 es producida por CDK4 (ciclina
dependiente de la cinasa 4) y la proteina encargada de inhibir a esta ciclina es
p16ink4 (inhibidor de la ciclina dependiente de la quinasa 4). La pérdida en
homozigosis de p16ink4, y/o la amplificacion de CDK4 provoca que rb1 esté
continuamente fosforilada y no pueda unirse a E2F; como resultado se produce
una divisién celular incontrolada. Estas dos alteraciones han sido reportadas en
glioblastomas asi como también la metilacion del promotor de RB1, aunque esta
metilacion es mas frecuente en GBM2 que en GBM1. En AstBg, hasta el momento
no existen suficientes datos que nos demuestren que existe metilacion del
promotor de RB1. Mientas que en AstA es bastante infrecuente la metilacién de
dicho promotor, por lo que se cree que esta alteracion seria un evento tardio en la
progresion del Ast a GBM2 [9, 61-62].
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Otro factor de transcripcion que es activado mediante la via p16ink4/ RB1/CDK),
es c-Myc. Las células que presentan una proliferacidon acelerada expresan niveles
altos de c-Myc, pero cuando estas células inician su diferenciacion, se produce un
descenso importante de los niveles de c-Myc. Ademas de estas funciones que
debemos considerar de regulacion, c-Myc también modula los procesos de
apoptosis. Cuando c-Myc forma un heterodimero con la proteina MAX se unen a
los promotores de genes blanco activando su transcripcion, mientras que si el
dimero se forma entre c-Myc y la proteina MAD impide la transcripcion de los
genes diana al competir con los lugares de unidn del heterodimero. c-Myc también
ha sido asociado con eventos epigenéticos como remodelacion de la cromatina de
los promotores de sus genes blanco. c-Myc, es una proteina (oncoproteina) critica
para la transicion de células stem hacia la malignidad celular. Esta oncoproteina
ha sido ampliamente estudiada por su importancia en la proliferacion tanto de
células normales como tumorales. A pesar de que c-Myc esta involucrado en
distintas neoplasias, existe evidencia que sugiere su participacion en la
patogénesis de los GBM. Aun cuando no se conoce mucho a cerca del
mecanismo molecular por medio del cual interacciona en los GBM, se ha
propuesto que podria estar mediado por cambios genéticos como el incremento en
el receptor del factor de crecimiento plaquetario (PDGF), comunmente observado
durante las etapas iniciales de la formacion de los astrocitomas. Recientemente,
se ha podido transformar a células diferenciadas hacia stem pluripotentes
mediante la introduccion de factores de transcripcion que induce a c-Myc, Es
importante destacar que el nivel de expresién de c-Myc concuerda con el grado de

malignidad en los gliomas (Fig. 7) [9, 63-64].

ix) Otros Factores de transcripcion involucrados en la patogénesis de los
GBM.

Octamer 4 (Oct 4). Junto con Sox2 y Nanog, son factores de transcripcion que

forman el componente central para controlar el balance entre la autor-renovacién y
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la diferenciacién en las células embrionarias stem. Oct4 se ha encontrado
sobreexpresado en muchos AstA y GBM tanto de muestras de pacientes como en
lineas celulares, correlacionando con el grado del tumor. La expresion de Oct4
aumenta por lo tanto la expresion de células CD133+. Lo cual sugieren que Oct4
podria estar inhibiendo mediante mecanismos aun no muy claros la diferenciacion

de las CSC y contribuir a su mantenimiento [9, 65-66].

El factor de transcripcion de linaje oligodendrocito-2 (Olig2) se expresa casi
exclusivamente en el SNC. Durante el desarrollo cerebral, Olig2 se expresa en las
células progenitoras que dan origen a los oliogodendrocitos y ciertas lineas
neuronales. Analisis patolégicos revelaron que Olig2 se encuentra suobre-
expresado en casi en todos los GBM de adultos y es requerida para la iniciacion
tumoral. Funcionalmente, Olig2 es requerido tanto en las células NSCs como en
las CSCs, ya que Olig2 sustenta la replicacion de los progenitores neuronales

mediante la supresion de p21 [9, 66].

Por su parte Bmil-1, controlar la diferenciacién celular tanto de células normales
como tumorales. Se ha visto implicado en la determinacién o destino celular en
muchos tejidos, siendo un regulador positivo de la auto-renovacién de las NSC.
Bmil-1es también un conocido oncogen que se encuentra sobreexpresado en

distintos tipos de cancer incluyendo los GBM [9, 65-66].

En el caso de los factores de transcripcion descritos cabe destacar que aun faltan
estudios para dilucidar tanto los mecanismos por medio de los cuales se alteran
estos factores como la importancia real que desempefian en los astrocitomas de

todos los grados histologicos.

V. Otros mecanismos asociados a la patogénesis de GBM.

El glutamato es considerado el principal neurotransmisor excitador en el SNC,
desempefnando un papel fisiolégico fundamental en el desarrollo del sistema
nervioso, la migracion celular, la diferenciacién y la muerte neuronal. Sin embargo,

también, es un potente neurotéxico, puesto que una vez que activa a sus
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receptores, debe ser eliminado del espacio sinaptico ya que su acumulacion
provoca dano neuronal. EI mecanismo para la eliminacion el glutamato del espacio
sinaptico es la recaptura de este mediante proteinas especificas llamadas
transportadores, las cuales utilizan los gradientes i6nicos de sodio y potasio para
transportar al glutamato desde el espacio sinaptico hacia el interior de las
neuronas y las células gliales [67-70]. Cabe destacar que la liberaciéon de
glutamato puede activar tanto receptores de tipo N-metil-D-aspartato (NMDA),
como amino-3-acido-hidroxi-5-metilisoxazol-4-propidnico (AMPA) o receptores de
glutamato acoplados a proteina G. En los gliomas, los receptores AMPA parecen
llevar acabo un papel fundamental, al mediar efectos biolégicos de glutamato.
Estos receptores estan conformados por hetrodimeros complejos compuestos a
su vez por cuatro subunidades homoélogas llamadas GluR1-4, cada una de las
cuales pueden combinarse de distintas maneras formando receptores con
propiedades unicas. Estudios recientes han demostrado que la mayoria de las
células que conforman a los gliomas carecen de la subunidad GluR2. Esta
subunidad es fundamental para permitir la permeabilidad al calcio, por lo que la
carencias de esta, provoca un bloqueo de la entrada de calcio promueve un

aumentado en la migracion celular (Fig.11) [67-73].

La pérdida del transportador EAAT2 también llamado GLT-1 (transportador de
glutamato-1) y la disminucién de la captura del mismo han sido ampliamente
reportada y asociada a la transformacion neoplasica en Ast de todos los grados
histologicos. Estudios realizados en tejido normal de cerebro, han descrito una
compleja regulacién del gen que codifica para EAAT2, la cual incluye diferentes
variantes producto de mecanismos de regulaciéon post-transcripcional como
empalme alternativo del tanscrito primario. Cada una de estas variantes es
expresada en regiones especificas del SNC. Sin embargo, al estudiar estos
mecanismos de regulacion en muestras de tumores astrociticos, se comprobd que
existe una reduccién en de la expresion de las variantes funcionales de EAAT2.
Esta reduccién es producida por eventos de empalme alternativo especificamente

de la secuencia 5reguladora del RNA de EAAT2. Esta pérdida funcional de las
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variantes ha sido sugerida como mediador de la transformacién neoplasica de las
células astrociticas. Estos resultados fortalecen la hipotesis que sugiere que los
mecanismos de regularon como el empalme alternativo son mecanismos
moleculares sumamente importantes durante la progresion de una neoplasia. La
importancia funcional del empalme alternativo de EAAT2 en los astrocitomas asi
como el dafio causado por el incremento del glutamato aun no ha sido evaluado
con detalle. Sin embargo, es claro que la regulacion del transportador de
glutamato esta relacionada con algunas propiedades que adquieren las células

tumorales en los Ast como la necrosis [67-73].

a) Metilacion de Promotores

La metilacion del DNA es uno de los procesos epigenéticos mas comunes en
tumores de distintos tipos, promoviendo la represion transcripcional de genes
especificos. En este sentido, podemos mencionar algunos trabajos que han
demostrado la importancia de este tipo de procesos en los Ast. Recientemente, se
estudio el perfil global de promotores alterados por metilacién mediante las bases
de datos The Cancer Genome Atlas (TCGA) en GBM. Este trabajo denostd, la
existencia de grupos de tumores que presentan patrones de hipermetilacion
especificos en un gran numero de loci, confirmando la existencia de islas de
metilacion de los gliomas o CpG especificas de GBM. Este estudio también revelo
que la mayoria de los tumores que presentan estas CpG presentan mutaciones
somaticas de la enzima isocitrato deshidrogenasa 1 (IDH-1) siendo pacientes

jévenes en su mayoria [74-76].

La familia de las proteinas de dominio de union a metilo (MBD) como su nombre lo
indica, se caracteriza por presentar un dominio de unién a metil-CpG. Entre sus
miembros podemos mencionar a las proteinas MECP2 (proteina obligatoria
metilica 2), MBD1, MBD2, MBD3 y MBD4, cada una de las cuales, excepto la
MBD3, se unen especificamente al ADN metilado. Asimismo, MECP2, MBD1 y
MBD2 pueden reprimir la transcripcion de promotores de genes metilados. Debido

a la funcion tan importante que llevan a cabo las MBD en la célula, su participaciéon
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se ha estudiado ampliamente en los Ast. Hasta el momento se ha podido
corroborar la sobre expresion de MBD3 y MBD4 en la mayor en AstA y GBM; sin
embargo, aun faltan estudios para profundizar en los mecanismos especificos que

modulan estas proteinas en los Ast de alto grado [74-76].

Asimismo, se ha comprobado que en Ast los promotores de la Ciclina D2 y el
promotor de PTCH1 estan metilados hasta en un 63% en cultivos celulares y en
un 32% de las biopsias estudiadas. Estos resultados son muy importantes ya que
demuestran la existencia de mecanismos de regulacion de la via de Sonic
Hedgehog (SHH) muy finos y distintos en Ast comparado con los que se generan

en meduloblastomas [74-76].

Por otra parte, estudios recientes indican que las alteraciones epigenéticas mas
frecuentes reportadas en Ast por hipermetilacion de sus promotores corresponden
a RASSF1A y MGMT. La hipermetilacion del gen que codifica para la proteina
metilguanina metil transferasa (MGMT), cuya funcién es la reparacion del genoma
mediante la eliminacién de grupos alquilo, se ha reportado en cerca del 75-80%
de los Ast de bajo grado y en GBM2 [77-78]. Adicionalmente, los genes de la
familia RASSF (familia de genes con dominio asociado a Ras), se han encontrado
alterados en distintos tipos de cancer, reportandose en especifico la pérdida de
RASS10 en Ast, generada por la hipermetilaciéon del promotor de este gen. Se ha
reportado que esta hipermetilacién ocurre en cerca del 92% de los Ast grado Il y
[ll, y en un 67% de los GBM. Recientemente se demostré que RASSF10 en
especifico en Ast, puede actuar como un gen supresor de tumores y que la
frecuente hipermetilacion de su promotor podaria ser considerado como un posible

marcador pronostico en Ast [74-78].

Como se menciond, la proteina p14arf,es indispensable durante el ciclo celular ya
que actua como represor de MDM2 el cual es a su vez represor de p53. Si p14arf
no ejerza su correcta funcion, se genera un exceso de MDM2 libre y como
consecuencia p53 sera reprimido por MDM2 en mayor nivel, provocando la
acumulacion de dano en el DNA. Por lo tanto, las alteraciones que se generen en
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la via de p53, en cualquier nivel, provocara la desregulacion del ciclo celular y
como consecuencia las células seran propensas a formar tumores. Aun cuando la
pérdida homocigotica es el mecanismo mas frecuente de alteracion para p14ARF,
la inactivacion por hipermetilaciéon de su promotor ha sido reportada en un 39.4 %

de los pacientes con Ast de alto grado [74-75y 79].

Por ultimo, otro promotor que se ha encontrado metilado y que es de gran
importancia en los Ast es el factor de inhibicion de la via de sefalizacion WNT
(wingless) denominado WIF-1 (factor-1 inhibidor de wnt). WIF-1 actua como un
antagonista de WNT, pero la hipermetilacion del promotor del gen de WIF-1, la
cual ha sido detectada en un 54.29% de los tumores estudiados, promueve una
baja en la expresion de WIF-1, permitiendo la activacion constante de la via e
influyendo directamente en el desarrollo de tumores astrociticos. Es importante
destacar que se ha observado tanto la regulacién a la baja tanto del mMRNA como
de la proteina WIF-1 en los Ast, incrementando de manera proporcional con el

grado del tumor [80].

La pérdida de funcion de estos genes debido a la metilacion de sus promotores,
como se ha demostrado a lo largo de varios afos de investigaciones intensas, es

de gran importancia en la etiologia de los Ast.

b) MicroRNAs descritos en GBM.

Los microRNAs son reguladores enddégenos no codificantes que desempenan
funciones muy importantes en procesos como proliferacién celular, apoptosis,
regulacion del ciclo celular, invasion y angiogénesis, tanto en células normales
como cancerosas. Se ha propuesto que estos reguladores son uno de los
mecanismos claves en la patogénesis de los astrocitomas de todos los grados
histologicos. Un ejemplo de los microRNAs que se encuentran involucrados en los
gliomas es miR-21. Este microRNA se encuentra sobre expresado en astrocitomas
de grado I, lll y IV, asociandose con defectos tanto en las vias de apoptosis como
en las vias de senalizacion de p53 y TGF-B. Los blancos directos de miR-21 son

p63 (un homodlogo de p53), los activadores de p53, TOPORS (proteina de
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interaccién con topoisomerasas), TP53BP2(gene codificante para un miembro de
la familia de ASPP (proteinas de apoptosis) ,que estimula a p53, DAXX (proteinas
asociadas a dominio de muerte) y HNRNPK (Ribonucleoproteina nuclear
heterogénea K) lo cuales pueden regular los niveles de p53 interfiiendo con
MDM2 o actuando como co-factor transcripcional de p53, generando la trans-
activaciéon de genes que inducen apoptosis y arresto del crecimiento. Al modular
los blancos antes mencionados, miR-21 puede reprime la respuesta de p53,
proceso que se ha descrito asociado a distintos tipos de cancer. MiR-21 también
esta involucrado en la modulacion del factor de crecimiento transformante beta
(TGF-B), mediante la regulacion tanto de los receptores TGFBR2/3 como del gen
apoptotico DAXX. Por otra parte, miR-21 es fundamental en el control de la
invasividad de las células de GBM, vya que regula los MMPs (inhibidoers de
metaloproteinasas de matriz) a través de la modulacién de sus inhibidores RECK
(proteina rica en cisteina, que induce la reversion con motivos Kazal) y TIMP3
(tejido inhibidor de metaloproteinasas de la matriz). Asimismo, miR-21 regula a la
proteina supresora de tumores PDCD4 (Programed Cell Death). Esta proteina
inhibe la traduccién mediante la interaccidén con factores que inician la traduccién
de elF4A y de IF4G [82-90].

El miR-221 en contraste con miR-21 solo se encuentra sobre-expresado en los
astrocitomas de alto grado (AstA y GBM). Su funcién ha sido estudiada en
conjunto con miR-222 ya que tienen los mismos blancos especificos siendo por lo
tanto co-regulada. miR-221/222 reprimen la expresion de p27 (regulador del ciclo
celular), el cual es un inhibidor de las proteinas cinasas dependientes de ciclinas
(CDK). Al reprimir la expresiéon de p27 se generara una continua proliferacién
celular (Fig. 9) [82-89].

MiR-181a y miR-181, son otros dos microRNAs que se han encontrado regulados
a la baja en GBM. En especifico la expresion de miR-18a correlaciona
negativamente dependiendo del grado del tumor, mientras que miR-181b muestra

diferencias significativas entre los astrocitomas de grado Il y lll. Se ha demostrado
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que ambos microRNAs pueden iniciar la proliferacion de células de glioma in vivo
(Fig. 9) [82-90].

Como se menciond, una de las principales alteraciones encontradas en los GBM1
es la sobreexpresion de EGFR, en mas del 60%, sin embargo, no en todos los
casos se ha encontrado la amplificacion de gen EGFR. Recientemente se
describié que miR-7 se une directamente a EGFR modulando sus niveles dentro
de las células de GBM. Asimismo, se ha demostrado que la proteina AKT puede
ser activada de forma independiente al receptor mediante IRS-1 e IRS-2
(proteinas de unién a tirosinas fosforiladas). Estas ultimas ha sido identificadas
como blancos de miR-7 [82, 91-93].

miR-128 pertenece a los miRNAs especificos de cerebro. Se ha reportado la sub-
expresion de este microARN tanto en GBM como en los Ast grado Il y Il aunque
en menor medida. miR-128 regula la transcripcion de E2F3a, el cual es
indispensable para activa los genes necesarios para la progresion de la ciclo
celular. miR-128 puede inhibir la proliferacion de las células cerebrales por
regulacion negativa de E2F3a. Otro blanco directo de miR-128 es el oncogén
Bmil-1, como se menciond, Bmil-1 puede regular a genes supresores de tumores
como p53 y p16inkda. Es importante destacar que Bmil-1 también puede

promueve la auto renovacion de las células madre [82,94-95].

Otros microRNAs que han sido reportados subexpresados en GBM son miR-124
y miR-137, estos dos microRNAs afectan directamente a las cinasa dependiente
de ciclina 6 (CDK6), que regula la progresion del ciclo celular y la diferenciacién.
Por lo que la regulacién a la baja de ambos microRNAs, promueve la proliferacion

incontrolada de células indiferenciadas [82 y 96].

Es importante mencionar que se han descrito una serie de microRNAs que
podrian estar participando de forma importante en la patogénesis de los
astrocitomas de todos los grados histolégicos, sin embargo, aun hace falta realizar

mas estudios para poder determinar su participacion (Tabla 4).
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Tabla 4. Otros microRNAs involucrados en GBM.

miR-451 Sub-expresion inhibe crecimiento

miR-10b Sobre-expresion correlaciona con el grado de
malignidad

miR-129, Sub-expresion en GBM funcién desconocida

miR-218 Sub-expresiéon en GBM funcién desconocida

miR-139 Sub-expresiéon en GBM funcién desconocida

c) Aberraciones cromosémicas asociadas a GBM

Por ultimo las aberraciones cromosomicas son también muy frecuentes en los
GBM. Sin embargo, cada una de ellas refleja la pérdida o ganancia de regiones
cromosomicas que contienen genes implicados en todas las vias descritas. Por
ejemplo, la pérdida de la heterocigocidad (LOH), en 10q, la cual constituye la
alteraciéon mas frecuente identificada en GBM, conlleva a la pérdida de genes
supresores de tumores como: PTEN en 10g23.3, DMBT1 (supresor de tumores
cerebrales malignos) localizado en 10g25.3-g26.1, FGFR2, en la region 10926. La
frecuencia de LOH en 10q es similar en GBM1 (70%) y en GBM2 (63%) aunque
en GBM1 se ha observado que la pérdida generada es del cromosoma 10
completo. También es importante mencionar, que en cerca del 44% de los AstA y
el 21-24% de los GBM2 se ha encontrado presente LOH del cromosoma 19p.
Esta aberracién al estar presente solo en GBM2 sugiere ser un evento en la

progresion tumoral [9, 40].
VI. Técnicas de analisis masivo

La Genoémica es una rama de la Biologia que se dedica al estudio de los

genomas, dividida a su vez en distintas disciplinas como la Genémica Estructural
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orientada a la caracterizacion y localizacion de las secuencias que conforman los
genes, la Genémica Comparativa la cual estudia las relaciones entre genomas
de diferentes especies o poblaciones y finalmente la Genémica Funcional
dedicada a la recoleccion de informacion de la funcion de los genes, mediante la
aplicacion de aproximaciones experimentales. Esta rama de la gendmica utiliza
herramientas de Biologia Molecular de alta capacidad de procesamiento para el
analisis de RNAm, proteinas y metabolitos, con el propdsito de conocer cual es la
funcién bioldgica de cada gen a través de su expresion, analizando cada uno de

estos parametros a escala global [97-98].

Una de las metodologias mas utilizadas por la Gendmica para determinar
variaciones tanto en la secuencia como en los niveles de expresién de miles de
genes de forma simultanea y reproducible son los microarreglos, Actualmente se
cuenta con una gran variedad de arreglos que permiten evaluar la expresion
génica, como: Microarreglos de hibridaciéon gendémica comparada (CGH arrays),
microarreglos de microRNAs, asi como aquellos que permiten evaluar de manera

muy fina cambios en un solo nucledtido (SNPs) [97, 99-100].

Gracias al desarrollo de la Genémica Funcional se ha podido comprender mejor,
el complejo proceso que involucra la regulacidn de la expresion genética, obtenido
informacion valiosa no solo de la expresion de los mensajeros (RNAm), sino
también de la expresion e interaccion de proteinas y metabolitos dentro de las
células. Cada uno de estos procesos interaccionan generando complejas redes de
informacion que modulan las funciones celulares de un organismo [98]. En este
sentido, es importante resaltar que las proteinas son los "ladrillos" de la vida ya
que llevan a cabo funciones fundamentales en los seres vivos, siendo las
biomoléculas mas diversas y versatiles que se conocen. Estas biomoléculas se
encuentran involucradas en un sin numero de procesos celulares como:
estructura, vias de sefalizacion, catalisis, transporte y muchas otras funciones, por
lo que la regulacion de su expresion es un proceso complejo y sumamente

especializado [97].
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La Protedmica, rama de la Gendmica Funcional, esta enfocada al estudio
masivo de proteinas que son codificadas por un genoma. Cabe resaltar que el
genoma de un organismo no cambia a lo largo de la vida, sin embargo su
expresion (transcripcién y traduccidon de proteinas), va cambiando a lo largo de la
vida. Por lo tanto el genoma es el mismo, mientras que el conjunto de proteinas
expresadas temporalmente en una célula, tejido u organismo particular en un
momento dado seran distintas dependiendo del momento, las necesidades y las
circunstancias. A este conjunto completo de proteinas expresadas en un momento

dado se le denomina proteoma [98-99].

Dentro de las técnicas especializadas para analizar los cambios que se generan
en los proteomas encontramos la electroforesis bidimensional (2D-PAGE), la
cromatografia liquida (HPLC), la espectrometria de masas y sus variantes, que
permiten separar, identificar y cuantificar la magnitud de los cambios en la
expresion de proteinas. Asimismo, contamos con otras herramientas como la
bioinformatica, la cual, mediante programas computacionales nos permite
identificar y sugerir cuales son los cambios en las interacciones de proteinas
dentro de redes complejas de un sistema que podrian ser los mas significativos
[99-101]. Otra técnica que permite la separacidn de proteinas individuales
provenientes de mezclas complejas es la cromatografia liquida o HPLC. Al igual
que los geles 2D-PAGE se basa en la separacion de proteinas basada en las
diferencias de carga, tamana, afinidad de union y otras propiedades de las
proteinas. [98-99].

Aplicaciones de Genémica y Protedmica en cancer

La aplicaciéon de la Gendmica y la Protedbmica en el estudio de enfermedades
como el cancer ha mostrado ser una herramienta indispensable para el
entendimiento del desarrollo mantenimiento y progresion de estas patologias.
Gracias a ellas se ha podido identificar moléculas especificas que nos permiten
discriminar ente distintos estados biologicos, es decir sano/enfermo o bien,
averiguar como distintos pacientes responde a determinado tratamiento [102-107].
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Las enfermedades oncoldgicas son un problema de salud publica ya que a los
tratamientos actuales no son los suficientemente adecuados para controlar estas
patologias [106-108]. La incidencia del cancer varia segun la edad, la raza, los
factores geograficos y las caracteristicas genéticas [108]. En el 2006, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reporté 63,888 defunciones en México
por éste motivo, ubicandose como la tercera causa de mortalidad, estimando que
alrededor de 84 millones de personas moriran a causa de esta enfermedad entre
el 2005 y 2015 [108-109].

La aplicacion de estas metodologias en el cancer ha permitido estudiar el perfil
génico diferencial (tumor/ tejido normal) y entre los distintos grados de progresion;
obteniendo  firmas moleculares y por consiguiente mejores clasificaciones

moleculares de los diferentes tipos de cancer [101].

Los estudios realizados hasta hoy con estas metodologias han permitido identificar
y proponer una serie de genes, proteinas, biomarcadores y vias de sefalizacion
que han contribuido a la comprension de los mecanismos moleculares que dirigen
la capacidad de las células para iniciar el tumor. De esta manera, se podra mejorar
la practica clinica, el diagnéstico y el descubrimiento de nuevos farmacos para

mejorar el tratamiento en los pacientes con cancer [101-103 y 107].
Aplicacién de la Protedmica en los Ast

Como se ha mencionado, los astrocitomas presentan alteraciones especificas que
han sido ampliamente estudiadas, desarrollandose farmacos especificos para
algunas moléculas involucradas. Asimismo, muchas de estas alteraciones han
servido para realizar clasificaciones cada vez mas precisas; sin embargo, aun
existen interrogantes acerca de su formacion y progresion, por lo que la aplicacion
de técnicas masivas ha contribuido de forma importante en el estudio de estos
tumores [110-113].

Diversos analisis protedmicos han sido reportados, mayormente en lineas

celulares de GBM vy algunos otros trabajos en Ast de bajo grado, en los cuales se
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han confirmado que la via de las MAPK es la mas afectada en estas neoplasias.
Ademas diversa moléculas han sido postuladas como marcadores de prondstico y

diagnostico gracia estos analisis [110-114].
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Articulo Requisito

Los resultados centrales del trabajo se publicaron en la revista Journal of

Proteomics; se anexa copia del manuscrito
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Discusion

El analisis reveld diversas proteinas con cambios en su expresion, sin embargo,
nos enfocamos en las proteinas que resultaron con mayor numero de
interacciones en nuestro analisis (“hub proteins”) VIME, CALR y 1433E.
En el presente trabajo, los niveles de VIME resultaron elevados en ambos grupos
de tumores (AstBg y AstAg) respecto al tejido control, correlacionando con el
incremento de esta proteina en distintos tipos de cancer en los que se le ha
relacionado con el crecimiento tumoral, invasion y metastasis. Interesantemente
estos procesos pueden ser atenuados regulando la expresién de VIME de manera
experimental [115]. Asimismo, los analisis protebmicos mostraron la presencia de
diferentes entidades electroforéticas en los tumores, las cuales correspondieron a
variantes de VIME, variante 3 (VIME3) y variante 4 (VIME4) asi como posibles
modificaciones post-traduccionales ya que el patrén proteico del gel 2D SDS-
PAGE mostréo puntos isoeléctricos mas acidos (pl~4.0) (Fig. 5A-B Articulo).
Formas acidas de la VIME (citrulinacion) [116] han sido descritas en diversos
padecimientos como la artritis reumatoide, Alzheimer, enfermedad de Creutzfeldt—
Jakob y la esclerosis multiple [117]. Hasta nuestro conocimiento, la citrulinacién de
la VIME, asi como la presencia de las variantes 3 y 4 no ha sido muy estudiada en
cancer, por, lo que estudios futuros son necesarios para establecer sus
implicaciones en Ast pediatricos.
Similar a la VIME, el analisis protedmico demostrd que los niveles de expresion de
CALR mostraron ser mayores respecto a los tejidos control, sin embargo, el
analisis por western blot mostro un incremento significativo solo de en los AstBg
(Fig. 1B Articulo). Distintas lineas de investigacion han demostrado que la sobre
expresion de CALR induce apoptosis en distintas lineas celulares incluyendo
células U251 de GBM [118], contradictoriamente otros estudios han demostrado
que CALR inhibe la senalizacion de la apoptosis al inducir la cascada de
sobrevivencia mediada por PI3K/AKT [119]. Estos datos contradictorios de CALR
sobre la apoptosis pueden estar relacionados no solo con los cambios en la
expresion, sino también con la localizacién de la CALR. Asimismo, ademas de la
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accion de CALR a nivel de reticulo endoplasmico (ER) donde desempefia su
accién canonica, se han determinado nuevas funciones para esta proteina a nivel
de superficie celular y matriz extracelular [120]. CALR en la superficie celular es
capaz de transducir sefales a traves del receptor relacionado con lipoproteinas de
baja densidad 1 (LRP-1). La via de senalizacion de Trombospodin a través del
complejo CALR/LRP-1 estimula la migracion celular, al inducir la separacion de
adhesiones focales o la resistencia a la supervivencia independiente del anclaje
proceso denominado como “anoikis”. La ausencia de CALR en la superficie celular
hace morir las células cancerosas no inmunogénicas, y por lo tanto, la fagocitosis
por las células dendriticas se suprime [121]. Basandose en estas observaciones,
la determinacion de los niveles de CALR no son suficientes para comprender la
participacion de CALR en la biologia de los tumores astrociticos, por lo que, la
localizacion celular de esta proteina se debe establecer en estas neoplasias.

La proteina 14-3-3E regula una amplia gama de procesos bioldgicos tales como el
trafico de proteinas, la transduccién de senales, el control del metabolismo, la
apoptosis y la regulacion del ciclo celular, procesos que desempefian un papel
fundamental en la formacion de tumores malignos [122]. La sobreexpresiéon de 14-
3-3E se ha comprobado que promueve el crecimiento anormal y metastasis de las
células cancer, lo cual es de mal prondstico ya que se ha correlacionado con una
pobre esperanza de vida a corto plazo [123]. Por otra parte, la disminucion de los
niveles de esta proteina se han asociado con mal prondstico para pacientes con
carcinoma de laringe [124] y con un aumento de la apoptosis en células HT-29
[125]. Aunque Cao et al. demostraron que en meningiomas de adultos la expresion
de 14-3-3E aumenta en relacion con el grado del tumor [126] , nuestros datos de
tumores pediatricos, mostraron una disminucién significativa de 1433E tanto en
AstBg y AstAg. Estos resultados contradictorios aparentes podrian estar
relacionados con las diferencias que se han reportado para los tumores Ast entre

adultos y nifios.
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Interactoma de VIME, CALR y 1433E

Las redes de interaccion proteina-proteina han sido de gran utilidad para
comprender y predecir los estados futuros de un sistema, en particular en el
cancer. Las redes de interaccion realizadas para de VIME y 14-3-3E revelaron que
la mayoria de las interacciones fisicas que establecen son con las proteinas
implicadas en la sefalizacion celular, la transcripcion de genes, la apoptosis y la
regulacion de la mitosis. Debido a que distintos miembros de la familia de las
proteinas de 14-3-3 interactuan con VIME y 14-3-3E, postulamos posibles cambios
en la expresion de proteinas de la familia 14-3-3 en Ast pediatrica. De hecho, los
estudios de western blot mostraron que los niveles mas bajos de 14-3-3Z se
encuentran en los AstAg respecto a los que en AstBg o en el control (Fig. 5C
Articulo). Sin embargo, se ha observado aumento de los niveles de expresion de
14-3-3Z en diversos tipos de cancer. Mientras que sobre-expresion de 14-3-3Z se
ha relacionado con la promocién del cancer, la progresién y la malignidad, la
regulacion a la baja de esta proteina ha probado favorecer notablemente la
apoptosis, reducir la proliferacion celular y la resistencia de células de cancer de
mama [126]. Ademas, se ha demostrado que la desregulacion de 14-3-3Z puede
promover la transicion epitelio-mesenquima [127]. Basado en esto, se ha
propuesto a esta proteina como una posible diana terapéutica en cancer. La
importancia fisiolégica de la disminucion de los niveles 14-3-3Z en Ast pediatrica
debe ser estudiado a fondo. Por otra parte, el intreactoma de CALR mostré, como
era de esperarse, que CALR interactua con proteinas localizadas en el RE como
PDIA3, CALX, TAP1 TPSN y GRP75.

Similar a CALR, PDIA3 ha sido descrito como una proteina residente del ER, que
tiene una secuencia de localizacion nuclear que le permite entrar al nucleo desde
el citosol para modular la transcripcién de los genes diana. La desregulacion y
expresion variable de PDIA3 se asocian con una variedad de tipos de canceres.
La sobreexpresion de PDIA3 se asocia con una pobre supervivencia y una baja
sobrevida libre de recurrencia en carcinoma de cuello uterino. Experimentalmente,
la regulacion a la baja de PDIA3 da lugar a una disminucién de la invasividad de

células HelLa y la inhibicién de la metastasis de pulmoén en xenotrasplantes de
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raton [128]. En particular, CALR interactua con proteinas transmembranales como
LRP1. Un estudio reciente mostré que TSP1 lleva acabo sehalizacion a través del
complejo CALR/LRP1, lo cual confiere resistencia a la anoikis en fibroblastos por
medio de la via de sefializacién de PI3K/Akt y por inhibicién de la sefializacién de
apoptosis [129]. Entonces, la resistencia a la anoikis se ha asociado a
supervivencia prolongada de las células implicadas en las enfermedades

proliferativas, tales como la artritis, la aterosclerosis y la fibrosis pulmonar [130].

MiRNAs alterados en Ast pediatricos

En el presente estudio, se realizé un RT? miRNA PCR array, el cual reveld seis
miRNAs regulados a la baja y veintiséis miRNAs a la alta en los tumores en
comparacion con el tejido control. En el caso del miRNA miR-138 reportamos
niveles mas bajos en AstBg respecto a los AstAg o en el control, importantemente
en la literatura sea reportado la regulacién a la baja de este miRNA en distintos
tipos de cancer. Niveles a la baja de miR-138 se han asociado con la induccion de
metastasis [117] y con la progresion maligna de gliomas pediatricos [130]
Recientemente, se demostré que la regulacion a la baja de este miRNA conduce
a un aumento de los niveles de VIME, que junto con la reduccion de E-cadherina
llevé a las células mesenquimales a la migracion e la invasion celular en
carcinoma de células escamosas del cuello [117]. Nuestros resultados revelaron la
regulacion a la baja del miR-138 en ambos grupos de tumores AstBg y AstAg, asi
como la sobre-expresién de VIME (Fig. 5A — B Articulo). Esto sugiere una posible
accion reguladora del miR-138 sobre la expresion de la VIME, sin embargo, son
necesarios mas estudios para establecer una accion directa de la regulacion de
los niveles de VIME por este miRNA. Por otro lado, la sobre expresion de miR-138
también se asocia con un mal prondstico para los glioma de adulto, siendo una
molécula clave para la iniciacion de una subpoblacion de células iniciadoras del
tumor glial [131]. Otros miRNAs que mostraron niveles bajos de expresion en
todos los tumores comparado con el tejido control fueron miR-145, miR-219- 5p,
miR139- 5p, miR- 1259 y miR-129-3p. MiR- 145 es un miRNA supresor tumoral

que regula a c- Myc y al sustrato del receptor de insulina 1 (IRS1), implicado en la
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diferenciacién celular y en la regulacién de factores de pluripotencia como Oct4 ,
Sox2 y KLF [44]. Diferentes estudios han demostrado que la expresion de miR-145
depende de una estrecha relacion entre p53 y C/EBP beta, este ultimo importante
en la activacion de Akt [132]. Sorprendentemente, miR-145 muestra una fuerte
correlacion entre la expresion y la supervivencia libre de progresion de los
pacientes con AstBg y la supervivencia global de los pacientes con GBM [132].

Al igual que miR-145, miR -219- 5p es considerado como un miRNA supresor de
tumores. La regulacion a la baja de este miRNA correlaciona con el tamafo
tumoral, la diferenciacion histologica y el tiempo de supervivencia global en
pacientes con carcinoma hepatocelular (HCC) [133]. Asimismo, un estudio en el
que se evaluo el perfil de expresion de diversos miRNAs en meningioma demostrd
que la expresion a la baja de miR-29¢c-3p y miR- 219- 5p se asocia con estadios
clinicos avanzados de estos tumores, asi como con altas tasas de recurrencia en
estos pacientes [134]. Los estudios in vitro han demostrado que el
restablecimiento de los niveles de miR-219-5p en HCC inhibe la proliferacion y el
arresto del ciclo celular en la transicion del ciclo celular en G1 [133]. Ademas, la
sobreexpresion in vitro de miR-219-5p inhibe la proliferacién de células U138 de
GBM [130]. Aunque los cambios en la expresién de los miRNAs 139-5p, 1259 y
129-3p han sido reportados en varios tipos de cancer, es importante destacar que
estos cambios estan muy relacionados con la agresividad de estos tumores [136-
137] importantemente, la participacion de estos miRNAs no han sido asociado con
gliomas pediatricos. Por lo que, este es el primer estudio que indica un posible
papel de estos miRNAs en la formacion, el desarrollo y la progresion de estos
tumores.

Por otra parte en nuestro analisis, los miRNAs miembros de la familia 17-92a
(miR-17, miR-92) y los miembros de la familia 106-25 (miR-106, miR-93, miR-25)
se encontraron sobre-expresados en Ast pediatricos, interesantemente estos
miRNAs estan fuertemente involucrados en el crecimiento de los tumores [138-
139].

Los miembros de la familia 17-92a son importantes reguladores del factor de

transcripcion E2F1, que regula el ciclo celular a través de la proteina del
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retinoblastoma (RB), mientras que los miRNAs del cluster 106-25 regulan diversos
elementos de la via de senalizacion de TGF-SMAD, asi como p21 y BIM que son
miembros importantes del ciclo celular y la sefalizacion de la apoptosis [51]. Los
miembros del cluster de 106-25 estan involucrados en la proliferacion y la
diferenciacion del sistema nervioso central adulto, especificamente a nivel de
células madre y/o progenitoras neurales [138]. Ademas de los miembros de las
familias 17-92a y 106-25, los miRNAs 182, 126, 15 bis, 134, 134a, 130b , 27a,
342- 3p y 335 que también se encontraron sobre-expresados en nuestro analisis,
se han asociado con mal pronédstico en gliomas [130-141]. Cabe destacar que,
aunque los restantes 17 miRNAs sobre-expresados (Tabla 1 Articulo) se han
reportado alterados en distintos tipos de cancer, ninguno de ellos ha sido asociada
con los tumores astrociticos [58], de modo que nuestros datos indican por primera

vez la participacion de estos miRNAs en Ast pediatricos.

Los miRNAs con cambio en su expresion regulan diversos “hallmarks” del
cancer

Al analizar los miRNAs con cambios en su expresion mediante la base de datos
DIANA-miRPath v.2 encontramos que los procesos controlados principalmente por
estos miRNAs se centraron en las moléculas de adhesion celular, las
enfermedades causadas por priones, la via de sefalizacién de TGF -beta y otras
vias oncogeénicas. Los mRNAs blanco de dichos miRNAs participan principalmente
en "vias relacionadas con el cancer " por lo que decidimos analizar a fondo estas
vias en conjunto. Interesantemente una de las principales vias de sefalizaciéon
alteradas como era de esperarse fue la via MAPK. Asimismo, las vias LMNC1,
Wnt, SHH y TGF mostraron estar siendo reguladas por estos miRNAs en distintos
niveles. Notoriamente, todas estas vias convergen en mecanismos celulares que
son caracteristicos del cancer, tales como la evasién de la apoptosis, la
proliferacion, la angiogénesis, la resistencia a la quimioterapia y la insensibilidad a
las senales de anti-crecimiento [140]. Interesantemente, la mayoria de los
mensajeros regulados por los miRNAs con cambio en su expresion interactuan

fisicamente con muchas de las proteinas que presentaron cambios en su
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expresion en los estudios protedmicos realizados en el presente trabajo. Estos
resultados son alentadores, ya que es posible hacer una prediccion bastante
precisa de las vias de sefalizacion alterada, a partir de analisis de proteinas vy
mMiRNAs a gran escala. Aunque nuestros resultados revelaron cambios en la
expresion de miRNAs miR-145, miR-138 y miR-34a que coinciden con los cambios
a nivel de las proteina BAX, VIME y C-Myc en los tumores, se necesitan mas
estudios para establecer una regulacion directa de estos miRNA sobre los

cambios de expresion de proteinas.

MiRNAs posiblemente asociados con la progresion tumoral

En este estudio encontramos 22 miRNAs expresados diferencialmente entre los
distintos grados tumorales; 12 de ellos se predice mediante DIANA-miRPath v.2
que participa en la biosintesis de glicosaminoglicanos (condroitina y heparan
sulfato). Interesantemente, existen estudios que han demostrado que los
proteoglicanos son de suma importancia que ya que pueden regular la actividad
de diversas vias de sefializacién mediadas por ligandos al unir diversas proteinas
extracelulares, incluyendo factores de crecimiento y moléculas de adhesidn
celular. La alteracion de las enzimas que participan en la biosintesis de estas
moléculas podria representar un proceso capaz de promover la invasiéon y/o
progresion de GBM [140]. Con base a esto, son necesarios mas estudios para
dilucidar la participacion de estos miRNAs regulan en la biosintesis de
glicosaminoglicanos y la promocion de la progresidn y/o invasidon de Ast
pediatricos. Es importante destacar que la sobre expresion de miR-34c¢-5p y miR-
632 en AstAg podria estar relacionado con la disminucién de los niveles de las
proteina c-Myc y PRDX6. Curiosamente, miR-632 tiene un solo blanco
experimentalmente probado, PRDX6, la cual es una proteina implicada en la
regulacion del recambio de fosfolipidos. Sin embargo, como se menciond
anteriormente, muchos de estos miRNAs no se han sido asociados con Ast o
cancer, por lo tanto, el estudio de estas moléculas podrian ser relevantes para

determinar su participacion en la progresion del cancer. Asimismo estas moléculas
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podian servir como biomarcadores de prondstco y diagnostico asi como nuevos

blancos terapéuticos.

En conjunto, nuestros resultados indican que es posible hacer una prediccion
bastante exacta de diferentes procesos celulares alterados en los tumores
astrociticos, a partir de las proteinas y miRNAs con cambios de expresion. Se ha
sugerido que algunas proteinas y miRNAs que encontramos con cambios de
expresion, podian ser postulados como posibles biomarcadores prondstico o
diagnostico. El conocimiento de las alteraciones moleculares en Ast pediatricos
utilizando metodologias de analisis a gran escala, contribuye de manera
significativa a la comprensién de estos tumores pediatricos, abriendo nuevas
posibilidades en la busqueda de biomarcadores y mejores terapias para tratar

estas patologias.
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