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RESUMEN

SUN2 es una proteina integral de la membrana nuclear que participa en la
comunicaciéon entre el nucleo y el citoplasma, y el mantenimiento de la integridad
nuclear. SUN2 se asocia con las proteinas de la lamina nuclear, por lo que se ha
propuesto que SUN2 podria estar implicada en los mecanismos reguladores de la
expresion génica. En algunos carcinomas, SUN2 tienen una expresion disminuida
en comparacion con el tejido sano y muestra actividades supresoras de tumores,
correlacionando negativamente su expresiéon con la de algunos genes, entre ellos,
genes asociados al efecto Warburg con actividad pro-tumoral. Sin embargo, no se
conoce si la expresion de SUN2 tiene algun efecto sobre el perfil de expresiéon de
otros genes en otros tipos de cancer como el meduloblastoma. EI meduloblastoma
es un tumor pediatrico grado IV que se origina en el cerebelo y se expande al resto
del sistema nervioso central (SNC). Este trabajo tiene como objetivo analizar el
efecto de SUN2 sobre la expresion génica en células derivadas de meduloblastoma,
realizando un analisis in silico e in vitro, mediante el uso de un microarreglo de tejido
de meduloblastoma, y un microarreglo de cDNA. En este trabajo, se encontré que la
expresion de SUN2 varia dependiendo del tipo de cancer. Particularmente, en
meduloblastoma, la expresion de SUN2 es mayor que en el tejido normal
correspondiente. La deteccion de la proteina SUN2 mediante inmunohistoquimica,
también fue mayor en tejido de meduloblastoma humano que en tejido del SNC libre
de enfermedad. Para ver el efecto de la disminucion de la expresion de SUN2 se
transfectd un RNA interferente (siSUN2) en las células de meduloblastoma DAQY,
reduciendo los niveles de la proteina SUN2 en la envoltura nuclear. De acuerdo al
analisis ontoldgico, los genes subexpresados en células deficientes de SUN2
participan en vias de transduccion de sefales, principalmente de los receptores del
gusto del sabor amargo TAS2R. Estos receptores se expresan en tejido oral y
extraoral y han sido implicados en algunos tipos de cancer, pero no existen a la fecha
estudios en meduloblastoma. Nuestros resultados sugieren por primera vez que la
deficiencia de SUN2 en el contexto de meduloblastoma podria disminuir la expresion
de los receptores TAS2R, pero es necesario mas estudios para corroborarlo y

demostrar la relevancia funcional de estos resultados.
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Abstract

SUN2 is an integral protein of the nuclear membrane involved in communicating
between the nucleus and the cytoplasm and maintaining nuclear integrity. SUNZ2 is
associated with nuclear lamina proteins, so it has been proposed that SUN2 could be
involved in the regulatory mechanisms of gene expression. In some carcinomas, it
has been reported that SUN2 has a decreased expression compared to healthy tissue
and shows tumor suppressors, negatively correlating its expression with some genes
with protumoral activity, such as genes associated with the Warburg effect. However,
it is not known whether the expression of SUN2 has any effect on the expression
profile of other genes, particularly in other types of cancer, such as medulloblastoma.
Medulloblastoma is a grade IV tumor that originates in the cerebellum and can spread
to other areas of the central nervous system (CNS), mainly appearing in pediatric
patients. This work found that the expression of SUN2 varies in various types of
malignant neoplasms depending on the cell type. Particularly, in medulloblastoma,
the expression of SUN2 is higher than in the corresponding normal tissue.

Consequently, the detection of SUN2 protein by immunohistochemistry was higher in
human medulloblastoma tissue than in disease-free CNS tissue. Therefore, to see
the effect of the decrease in the expression of SUN2, an interfering RNA (siSUN2)
was transfected into the DAOY medulloblastoma cells, observing a significant
decrease in the levels of the SUN2 protein in the nuclear envelope. According to the
results of the ontological analysis of genes underexpressed in SUN2-deficient cells,
they participate in signal transduction pathways, and genes encoding the TAS2R
family of bitter taste receptors are enriched. These receptors are expressed in oral
and extraoral tissue and have been implicated in some types of cancer, but to date,
there are no studies in medulloblastoma. Our results suggest for the first time that
SUNZ2 deficiency in the context of medulloblastoma could decrease the expression of
TAS2R receptors. Still, more studies are needed to confirm this and demonstrate the

functional relevance of these results.
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1. INTRODUCCION

1.1 La envoltura nuclear y la regulacion de la expresiéon génica

La envoltura nuclear (EN) en las células eucariontes es un sistema de
endomembranas que sirve como barrera para separar al nucleo del citoplasma y se
encarga de organizar al genoma dandole estabilidad, ademas de que tiene un papel
fundamental en la regulacion de la expresion génica y de la reparacion del DNA. La
envoltura nuclear también brinda integridad a la estructura nuclear dentro de la célula
y se conoce que cumple un papel importante en el ciclo celular, al actuar como un
ancla para el centrosoma, ademas de que se le ha implicado en la sefalizacion y la

mecanotransduccion a través de las membranas nucleares (Hampoelz, et, al. 2022).

La EN se divide principalmente en tres dominios con diferencias morfolégicas que
se encuentran interconectados: membrana nuclear interna (INM), membrana nuclear
externa (ONM) y el espacio perinuclear entre las membranas de 30 a 50 nm. Estas
membranas son atravesadas por los poros nucleares que permiten el transporte de

macromoléculas (Figura 1).

La OMN se conecta al citoesqueleto a través de proteinas integrales, las cuales se
conectan con las proteinas de la INM en el espacio perinuclear, permitiendo una
comunicacion del citoesqueleto con el nucleoesqueleto conformado por la lamina
nuclear (Alvarado, et, al. 2019). Las proteinas de la lamina nuclear denominadas
laminas corresponden a polipéptidos de 65 kDa y cuatro de estas proteinas estan
expresadas en células somaticas de mamiferos. Las proteinas lamina tipo A se
clasifican en Ay C, las cuales son codificadas por el gen LMN y generadas por corte
y empalme del ARN mensajero (mMRNA por sus siglas en inglés). Las proteinas
lamina tipo B en B1 y B2, y estan codificadas por los genes LMNB1 y LMNB2,
respectivamente. Ademas, las laminas C2 y B3 son codificadas por los genes LMNA
y LMNB1, respectivamente (Alvarado, et, al. 2019).

La INM esta conformada por diversas proteinas dentro de las que se encuentran las
proteinas de dominio LEM (LAP2, Emerin y MAN1), que se caracterizan por
asociarse con otras proteinas que forman parte de complejos capaces de modificar

la estructura de la cromatina.
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Por otro lado, los complejos de poros nucleares estan conformados por ~1000 copias
de 30 nucleoporinas que se ensamblan en subcomplejos implicados en el transporte
de moléculas (Hampoelz, et, al. 2022). Por lo tanto, la INM esta vinculada con los
diversos mecanismos para la modulaciéon de la expresiéon génica, siendo este
proceso determinante para la morfologia y funcionalidad de diferentes tipos de
células, e impacta en el desarrollo de enfermedades y el envejecimiento. Entre
dichos mecanismos se encuentran: la modificacién de histonas (desacetilacién y
acetilacion), la remodelacion de la cromatina por SWI/SNF y la metilacién del DNA,

por mencionar algunos (Tecalco, et. al, 2021).

Cabe senalar que en el nucleoplasma la cromatina se encuentra organizada en
compartimentos denominados LAD, TAD (del inglés, Lamin-associated domains, v,
Topologically associating domains) y territorios cromosdmicos. Los LAD son
dominios de la cromatina que se asocian a la lamina nuclear, mientras que los TAD
son dominios de la cromatina distales. En la periferia nuclear (compartimento B-
organizado en TAD) se encuentra la cromatina inactiva (heterocromatina), en donde
hay genes silenciados que codifican para distintas proteinas y hay elementos
transponibles, mientras que en el interior del nucleo (compartimento A- organizado
en TAD) se encuentra la cromatina activa que estd menos condensada
(eucromatina), y para mantener la estabilizacién de estos loops en la cromatina se
requiere de la participacion de las proteinas estructurales como CFCT (del inglés

CCCTC-binding factor) y los complejos de cohesinas (Tecalco, et. al., 2021).

Por lo tanto, las proteinas de los poros nucleares y las proteinas transmembranales
de la INM pueden asociarse con la cromatina para su organizacion. Un ejemplo de
esto es el receptor de ldmina B (LBR) y el polipéptido asociado a timopoyetina/lamina
(LAP)2B, los cuales se unen a lamina B (Figura 1); LAP2B proporciona sitios de
acoplamiento para la cromatina, manteniendo la asociacion con histonas. Ademas,
otras proteinas como LAMP2@3 y emerina se unen en la periferia nuclear con la
desacetilasa de histona HDACS, la cual puede participar en la represion de genes a

través de la desacetilacion de histonas. Otro ejemplo es NET39, una proteina de
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envoltura nuclear que al asociarse con la lamina reprime al gen Nid1 en las primeras

etapas de la miogénesis (Briand, y Collas, 2020).

En resumen, los componentes de la envoltura nuclear conducen a que esta
estructura celular sirva no solo como barrera si no también regulando al transporte

nucleo-citoplasmatico, a la organizacion de la cromatina y a la expresion génica.
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Figura 1. Elementos de la envoltura nuclear. SUN2 es una proteina de envoltura nuclear
que esta involucrada en la comunicacion nucleoesqueleto-citoesqueleto (microtubulos,
filamentos de actina y filamentos intermedios) permitiendo la estabilidad celular. Por su
interaccion con la lamina, SUN2 podria estar involucrada en procesos de regulacion génica
que ocurren en la cromatina. Abreviaturas: ONM: membrana nuclear externa, INM:
membrana nuclear interna, PNS: espacio entre membranas, complejo LINC. (Tomado de
Gerlitz, G. y Bustin, M. Trends in Cell Biology, 2011).
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1.2 Complejo LINC

El complejo LINC (del inglés, Linker of Nucleoskeleton and Cytoskeleton) permite
una conexion entre el citoesqueleto y el nucleoesqueleto, y esta conformado por una
proteina con dominio KASH (del inglés, Klarsicht, ANC-1, Syne homology) de la ONM
y por una proteina con dominio SUN (del inglés, Sad1 And UNC84 Domain) de la
INM, que mantienen una estrecha asociacion con la lamina nuclear (Khilan, 2021).
Una de las mas importantes proteinas con dominio SUN es SUNZ2, la cual se asocia
con el dominio KASH de la proteina Nesprina, la cual une a elementos del
citoesqueleto, como, por ejemplo: nesprina-1y -2 con filamentos de actina, nesprina-
3 con filamentos intermedios y nesprina-4 con microtubulos. Por lo tanto, el complejo
LINC estabiliza a la envoltura nuclear contra las fuerzas citoplasmaticas y de esta
manera facilita el posicionamiento del nucleo, regulando algunos procesos celulares,
como son: la division celular, el establecimiento de la polaridad celular, la migracion

celular y la diferenciacién (Figura 2) (Bouzid, et al., 2019).
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I— Nuclear lamin
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Figura 2. Complejo LINC: Idmina nuclear, SUN1 y SUN2, dominio KASH de Nesprina,
elementos del citoesqueleto: actina, microtubulos, flamentos intermedios (Tomado de
Chen, X. et al. Oncology Letters. 2018).
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De los elementos del complejo LINC, este trabajo se centra en estudiar a la proteina
SUN2, la cual es una proteina que se encarga de transmitir estimulos a través de la
conexién mecanica a la cromatina, a la lamina y al complejo del poro nuclear (NPC)
(Figura 3).

Citoplasma
ONM
Dominio
SUN
Espacio
entre
membranas SUN2
Dominio
INM transmembranal
Dominio
lamina

Lamina nuclear

Nucleo

Figura 3. Complejo LINC en la envoltura nuclear. SUN2 es una proteina conformada
por tres dominios (dominio lamina, dominio transmembranal, y dominio SUN) y forma parte
del complejo LINC el cual sirve como puente para comunicar elementos del nucleoesqueleto
y citoesqueleto, permitiendo la estabilidad celular. Abreviaturas: Lamina nuclear, INM:
membrana nuclear interna, espacio entre membranas, ONM: membrana nuclear externa,
citoplasma, poro nuclear, dominio lamina, dominio transmembranal, proteina SUN2,
dominio SUN2 y citoplasma (Tomado de Figueroa et, al. 2023).

1.3 Caracteristicas de la proteina SUN2

La proteina SUN2 es un miembro de la familia de proteinas con dominio SUN. Todos
los miembros de la familia SUN (SUN1, SUN2, SUN3, SPAG4 y SPAG4L) son

proteinas de la INM que estan conservadas y contienen al menos un dominio
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transmembranal y un domino SUN C-terminal. Dentro de estas, las que se expresan
principalmente son SUN1 y SUN2, las cuales contienen tres dominios
transmembranales que se encuentran localizados en la INM, mientras que el dominio
SUN C-terminal esta en el espacio periplasmico entre la ONMy la INM. Es importante
destacar que el dominio N-terminal es capaz de unir a las laminas de tipo A, ademas
de que presenta dominios enrollados en espiral y participa en la formacién de

homodimeros y heterodimeros (Méjat, et al., 2010).

SUN2 es una proteina de la envoltura nuclear, conservada en los eucariotas y
codificada por el gen UNC84B. La proteina SUN2 contiene 717 aminoacidos y
presenta tres importantes dominios: dominio transmembranal (TM), dominios
helicoidales (CC) y dominio SUN (Figura 4); forma un trimero y tiene un peso
molecular de 80 kDa (Liang et. al, 2011).

SUN2

LAMINA ™ C-c C-c SUN

1-50 210-226 404-502 526-717

Figura 4. Estructura de la proteina SUN2. De izquierda a derecha dominios de la
proteina SUN2: dominio lamina, dominio TM: transmembrana, C-c: dominio coiled
coil, dominio SUN (Tomado de Figueroa et, al. 2023).

Dentro de las modificaciones postraduccionales de SUN2 se ha descrito la
glucosilaciéon en Asn636, la ubiquitinacidon en Lys300, Lys392, Lys409, Lys491,
Lys533 y Lys570, asi como la fosforilacion de SUN2, sin conocerse completamente

las implicaciones funcionales de estas modificaciones (Jahed, 2015).

SUN2 cumple un papel importante en el complejo LINC (Figura 5) y por lo tanto en
el ciclo celular, participando asi en el anclaje, migracion y posicionamiento del nucleo
en la meiosis, asi como en la localizacion del centrémero. Las alteraciones en SUN2
pueden causar enfermedades tales como la distrofia muscular de Emery-Dreifuss y
la emerinopatia (Meinke, et al. 2014).
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Ademas, en algunos tipos de cancer la expresion de SUNZ2 se ha reportado
desregulada, por lo cual este trabajo, se enfoco a estudiar a SUN2 en el contexto de
del meduloblastoma. Para tener un mejor entendimiento del modelo de estudio, a
continuacion, se describen las generalidades de los tumores del SNC vy

particularmente del meduloblastoma.

1.4 Generalidades de los tumores del SNC

El cancer es una enfermedad que se caracteriza por el crecimiento descontrolado y
la propagacion de células anormales. En general, las causas de su desarrollo se
deben a factores externos (agentes quimicos, consumo de tabaco, infecciones y
radiaciones) e internos (mutaciones heredadas, consecuencia del propio

metabolismo, hormonas, y condiciones inmunoldégicas (Barrios y Garau, 2017).

Los tumores cerebrales ocupan el lugar 19 entre todas las neoplasias, los tumores
primarios tienen una incidencia de 21.42 por 10000 habitantes y los secundarios de
10 por 10000 habitantes, siendo la segunda causa de mortalidad en el mundo debida
a tumores del SNC en edad pediatrica (Contreras, 2017). Al respecto, Globocan
reporté que en el 2020 hubo 2,571 muertes asociadas a tumores del SNC en México
(Contreras, 2017). Por otra parte, en el 2021 la Organizacion Mundial de la Salud

(OMS) clasific a los tumores del SNC, de la siguiente manera (Tabla I):

Tabla I: Clasificacién de tumores del SNC segun la OMS de acuerdo a su

histologia e inmunohistoquimica (Louis et al. 2021).

Clasificacion de tumores del SNC central de la OMS

Gliomas, tumores glioneuronales y tumores neuronales

Gliomas difusos de tipo adulto

Astrocitoma, IDH-mutante

Oligodendroglioma, IDH-mutante y 1p/19g-codelecionado

Glioblastoma, tipo salvaje IDH

Gliomas difusos de bajo grado de tipo pediatrico
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Astrocitoma difuso, MYB - o MYBL1 - alterado

Glioma angiocéntrico

Tumor neuroepitelial polimorfo de bajo grado del joven

Glioma difuso de bajo grado, alterado en la via MAPK

Gliomas difusos de alto grado de tipo pediatrico

Glioma difuso de linea media, H3 K27-alterado

Glioma hemisférico difuso, H3 G34-mutante

Glioma difuso de alto grado de tipo pediatrico, H3-wildtype e IDH-wildtype

Glioma hemisférico de tipo infantil

Gliomas astrociticos circunscritos

Astrocitoma pilocitico

Astrocitoma de alto grado con caracteristicas piloides

Xantoastrocitoma pleomorfico

Astrocitoma subependimario de células gigantes

Glioma cordoideo

Astroblastoma, MN1 -alterado

Tumores glioneuronales y neuronales

Ganglioglioma

Ganglioglioma infantil desmoplasico / astrocitoma infantil desmoplasico

Tumor neuroepitelial disembrioplasico

Tumor glioneuronal difuso con caracteristicas similares a oligodendroglioma

y grupos nucleares

Tumor glioneuronal papilar

Tumor glioneuronal formador de rosetas

Tumor glioneuronal mixoide

Tumor glioneuronal leptomeningeo difuso

Gangliocitoma

Tumor neuronal multinodular y vacuolizante

Gangliocitoma cerebeloso displasico (enfermedad de Lhermitte-Duclos)

neurocitoma central

neurocitoma extraventricular
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Liponeurocitoma cerebeloso

Tumores ependimarios

Ependimoma supratentorial

Ependimoma supratentorial, fusion ZFTA positiva

Ependimoma supratentorial, fusion YAP1 positiva

Ependimoma de fosa posterior

Ependimoma de fosa posterior, grupo PFA

Ependimoma de fosa posterior, grupo PFB

ependimoma espinal

Ependimoma espinal, MYCN -amplificado

Ependimoma mixopapilar

subependimoma

Tumores del plexo coroideo

Papiloma del plexo coroideo

Papiloma de plexo coroideo atipico

Carcinoma de plexo coroideo

Tumores embrionarios

Meduloblastoma

Meduloblastomas, definidos molecularmente

Meduloblastoma, activado por WNT

Meduloblastoma, activado por SHH y TP53 de tipo salvaje

Meduloblastoma, activado por SHH y mutante en TP53

Meduloblastoma, no WNT/no SHH

Meduloblastomas, definidos histologicamente

Otros tumores embrionarios del SNC

Tumor teratoideo/rabdoideo atipico

Tumor neuroepitelial cribiforme

Tumor embrionario con rosetas multicapa

Neuroblastoma del SNC, activado por FOXR2

Tumor del SNC con duplicacién interna en tandem de BCOR

Tumor embrionario del SNC




Tumores pineales

Pineocitoma

Tumor del parénquima pineal de diferenciacién intermedia

pineoblastoma

Tumor papilar de la region pineal

Tumor mixoide desmoplasico de la region pineal, SMARCB1 - mutante

Tumores de los nervios craneales y paraespinales

Schwanoma

Neurofibroma

Perineurioma

Tumor hibrido de la vaina nerviosa

Tumor maligno de la vaina del nervio melanadtico

Tumor maligno de la vaina del nervio periférico

Paraganglioma

Meningiomas

Meningioma

Tumores mesenquimales, no meningoteliales

Tumores de tejidos blandos

Tumores fibroblasticos y miofibroblasticos

Tumor fibroso solitario

Tumores vasculares

Hemangiomas y malformaciones vasculares

hemangioblastoma

Tumores del musculo esquelético

Rabdomiosarcoma

Diferenciacion incierta

Tumor mesenquimatoso intracraneal, fusion FET-CREB positiva

CIC -sarcoma reordenado

Sarcoma intracraneal primario, mutante DICER1

sarcoma de Ewing

Tumores condrodéseos
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Tumores condrogénicos

condrosarcoma mesenquimatoso

condrosarcoma

Tumores notocordales

Cordoma (incluyendo cordoma pobremente diferenciado)

Tumores melanociticos

Neoplasias melanociticas meningeas difusas

Melanocitosis meningea y melanomatosis meningea

Neoplasias melanociticas meningeas circunscritas

Melanocitoma meningeo y melanoma meningeo

Tumores hematolinfoides

Linfomas

Linfomas del SNC

Linfoma primario difuso de células B grandes del SNC

Linfoma del SNC asociado a inmunodeficiencia

Granulomatosis linfomatoide

Linfoma intravascular de células B grandes

Varios linfomas raros en el SNC

Linfoma MALT de la duramadre

Otros linfomas de células B de bajo grado del SNC

Linfoma anaplasico de células grandes ( ALK +/ ALK -)

Linfomas de células T y NK/células T

Tumores histiociticos

Enfermedad de Erdheim-Chester

Enfermedad de Rosai-Dorfman

Xantogranuloma juvenil

Histiocitosis de células de Langerhans

Sarcoma histiocitico

Tumores de células germinales

Teratoma maduro

Teratoma inmaduro
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Teratoma con malignidad de tipo somatico

germinoma

Carcinoma embrionario

Tumor del saco vitelino

coriocarcinoma

Tumor mixto de células germinales

Tumores de la region selar

Craneofaringioma adamantinomatoso

Craneofaringioma papilar

Pituicitoma, tumor de células granulares de la region selar y oncocitoma de
células fusiformes

Adenoma hipofisario/PitNET

Blastoma hipofisario
Metastasis al SNC

Metastasis en el cerebro y el parénquima de la médula espinal

Metastasis a las meninges

Sin embargo, en este trabajo solo nos enfocamos en el meduloblastoma, del cual

se hablara a profundidad en las siguientes secciones.

1.5 Meduloblastoma

El meduloblastoma representa el 20% de los tumores malignos presentes en el SNC
en edad pediatrica, representando un importante problema de morbilidad y
mortalidad (Dhanyamraju, et al., 2020). De acuerdo con lo reportado por la OMS en
el 2016, el meduloblastoma se considera un tumor de clasificacién IV, por ser de
rapido crecimiento, con alta tasa mitética, presentando vasos de neoformaciéon y
areas de necrosis. Este tipo de cancer se presenta preferentemente en la poblacion
pediatrica (menores de 16 anos) (Sinning, 2017). Se ha reportado que en paises
desarrollados solo se tiene una supervivencia del 14% (pueden vivir mas de 10 afos)

para los casos de meduloblastoma (Alegria, et al., 2017).
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El meduloblastoma (un tumor neuroectodérmico primitivo) se origina en la capa
granular externa del cerebelo y tiene la capacidad de migrar al pedunculo cerebeloso
y al IV ventriculo, teniendo la capacidad de diseminarse a través del liquido
cefalorraquideo intracranealmente hasta llegar a la médula espinal y a cualquier zona
del cerebro (Pabon, et al, 2018). En general, se ha reportado que gracias a la barrera
hematoencefalica, el meduloblastoma no suele migrar hacia otros tejidos, por lo que
afecta solamente al SNC (Pabodn, et al, 2018).

Hasta el momento hay cuatro tipos histolégicos en el meduloblastoma:
meduloblastoma clasico, meduloblastoma de células grandes/anaplasico,
meduloblastoma desmoplasico/nodular y meduloblastoma con nodularidad extensa.
La variante mas comunmente vista es la desmoplasica, la cual se presenta
preferentemente en nifos mayores de 16 afios y adultos (10% y 20% de todos casos
de meduloblastoma, respectivamente) y tiene un alto contenido de colageno y
reticulina en espacios intersticiales, asociandose con mutaciones en el gen patched-
1 (PTCHT1) en el cromosoma 9; este tipo de variante se le ha asociado con un mejor
prondéstico. Por otro lado, se encuentra el meduloblastoma de células grandes,
también llamado anaplasico, su principal caracteristica es que tiene la capacidad de
diseminarse a través del liquido cefalorraquideo, por lo que se considera mas
agresivo, con una actividad de mitosis alta y se asocia con el grupo 4 en adultos, y 3
en nifios. Por ultimo esta el meduloblastoma con nodularidad extensa, el cual se
presenta en nifios y tiene un patron lobulado, poca reticulina, y tiene un prondstico
favorable (Louis, et al. 2021).

La OMS en el 2021 publicé una clasificacién del meduloblastoma segun su perfil
molecular, dividiéndolo en cuatro subtipos: el primero denominado Wingless (WNT),
el segundo denominado Sonic Hedgehog (SHH) que se subdivide en TP53-mutant y
TP53- wildtype, el nombre de los subtipos antes mencionados se debe a la via de
senalizacion que se encuentra activada en dichos tumores (Hovestadt, et al., 2020),
el grupo lll donde se sobrexpresa el oncogen MYC y el grupo IV donde se
sobrexpresa el oncogen MYCN. La tasa de supervivencia global a los 5 afios de los
pacientes con meduloblastoma es del 64.7%, aunque el prondstico varia mucho

entre los diferentes subgrupos tumorales.
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Meduloblastoma del grupo WNT. El primer subtipo denominado Wingless (WNT)
representa el 10% de los casos, se presenta principalmente en mayores de 3 anos,
tanto en hombres como en mujeres. Su histologia suele ser clasica y, al momento
del diagndstico, rara vez son metastasicos; los pacientes presentan una
supervivencia a los 5 afios del 95 %, y la linea celular caracteristica es la MDE5R
(Louis et al. 2021).

La via canonica Wnt depende de la estabilidad de la beta-catenina. Las proteinas
Wnt se acoplan al receptor Fz (frizzled), el cual forma un complejo con la proteina
receptora de LDL (LRP), esta union activa una cascada de sefalizacion en donde
participan las proteinas intracelulares Dvl (Disheveled), la cinasa 3 de la sintetasa
del glucégeno (GSK3), la proteina APC (poliposis adenomatosa coli) y la cinasa 1 de
caseina (CK1) (Giraldo, et al, 2015). En reposo, la beta-catenina es fosforilada por la
GSK30 y forma un complejo con APC, axina y CK1, conduciendo a que la beta-
catenina sea marcada mediante ubiquitinacion para protedlisis. En estado activo, la
unién Wnt con el complejo Fz/LRP activa a la proteina Dvl, y desacopla el complejo
multiproteico inactivando la GSK30, favoreciendo la acumulacién de beta-catenina
en el citoplasma y posterior translocacion al nucleo, en donde se asocia con LEF
(factor estimulador linfoide) y TCF (factor de célula T) causando asi la activacion

transcripcional de genes especificos (Figura 6) (Giraldo, et al, 2015).
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Canonical Wnt pathway

Figura 6. Via canénica WNT: En la izquierda esta la ausencia de ligando Wnt, se fosforila
la B-catenina por el complejo (APC, CK1, y GSK3) produciendo la ubiquitinacién por B-TrCP
dirigiéndolo a la degradacion proteasomal, la ausencia de la B-catenina permite la unién del
complejo represor (TCF/LEF y TLE) reprimiendo la actividad el gen objetivo. En la derecha se
encuentra la presencia del ligando Wnt que se une al receptor Frizzled y al correceptor LRP, los
receptores LRP se fosforilan por CK1 y GSK3p, y permite el reclutamiento de proteinas Dvl a
la membrana plasmatica activando y construyendo el complejo de [B-catenina, y al
acumularse [(-catenina en el citoplasma permite la formacion del complejo TCF/LEF
permitiendo la transcricpion de los genes diana. Abreviaturas: Fz: frizzled, LRP, complejo
con la proteina receptora de LDL, Dvl: proteinas intracelulares (Disheveled), GSK30:
glucégeno sintasa cinasa 30, APC: poliposis adenomatosa coli y CK1: caseina quinasa 1,
LEF:Factor estimulador linfoide,TCF: Factor de célula T que causa la activacion
transcripcional de genes especificos, 3-cat: B-catenina (Tomado de Patel, et, al. 2017)

Meduloblastoma del grupo Sonic Hedgehog. Sonic Hedgehohog (SHH) se
subdivide en TP53-mutante y TP53-silvestre, representa el 30% de los casos de
meduloblastoma y se presenta principalmente entre los 3-16 afios, y
excepcionalmente se ha reportado en mayores de 16 afos, presentandose tanto en

hombres como en mujeres, ademas es el subtipo mas comun en bebés y adultos,
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con un pronostico favorable (77% de sobrevivencia a los 10 afios en lactantes) (Louis
et al. 2021). Su histologia es desmoplasica y la linea celular caracteristica es DAOY.
La via SHH es activada por el ligando SHH que se une al receptor transmembranal
PATCHED1 (PTCH1). Al estar ausente la proteina SHH, el receptor PTCH1 se une
a la proteina SMO (smothened) para inhibirla, conduciendo a que la proteina SUFU
inhiba a los factores de transcripcidén Gli que son los encargados de llevar a cabo la
transcripcion de genes blanco de la via SHH (figura 7). En presencia del ligando
SHH, es posible la acumulacion de Gli en el nucleo para promover la expresion que

genes pro-tumorigénicos (Figura 7) (De la Cruz, et al, 2017).
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Figura 7. Via Sonic Hedgehog: En la izquierda esta la ausencia de la proteina shh y el
complejo SUFU-GIi se forma llevandolo a degradacién y no permitiendo la expresion de
genes diana. En la derecha esta la presencia de la proteina shh que al unirse al receptor de
membrana PTCH1 evita la inhibicion de la proteina SMO y de estd manera se evita la
formacion del complejo SUFU-GIi, y Gli permite la expresion de genes pro-tumorigénicos.
Abreviaturas: receptor transmembrana PTCH1, proteina SHH, proteina SMO.
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Meduloblastoma del Grupo lll. El grupo Il representa el 25% de los casos y afecta
principalmente a personas menores de 16 afos, principalmente hombres, que
sobreexpresan al oncogen MYC. Este grupo tiene la mayor frecuencia de metastasis
y el peor pronostico entre todos los subtipos, con una tasa de SG a 5 afios del 45%
y del 58% en bebés y nifos, respectivamente. Su histologia suele ser anaplasica y

la linea celular caracteristica es D341.

Meduloblastoma del grupo IV. Representa el 35% de los casos, afectando a nifios
de entre los 3 y 16 afos. Los dos ultimos grupos mencionados (Il y V)
sobreexpresan al oncogen MYCN. El grupo IV representa el subtipo mas comun en
general entre los diferentes grupos de edad, con un prondstico intermedio (una tasa
de SG a 5 afos del 50% en bebés y nifios). Por otro lado, el meduloblastoma del
grupo IV se desarrolla en el angulo pontocerebeloso, presentando una histologia
caracteristica que suele ser anaplasica. Una linea celular caracteristica derivada de

este tipo de meduloblastoma es conocida como D283 (Louis et al. 2021).
1.6 Diagnéstico y tratamiento del meduloblastoma

Las caracteristicas clinicas del meduloblastoma son dificiles de detectar inicialmente
en la nifez, lo que a veces lleva a un diagnostico tardio, cuando el paciente ya
presenta metastasis en zonas del cerebro, generalmente conduciendo a la muerte.
Los sintomas generales incluyen cefaleas, torpeza, nauseas o vomitos matutinos,
fatiga o bajo rendimiento escolar, los cuales pueden deberse a una alta presion
intracraneal resultado ya sea de una hidrocefalia o de un efecto directo que esté
causando dicho tumor, y dentro de los sintomas mas especificos podemos encontrar:
ataxia, dificultades con habilidades motoras y problemas de visién (Dhanyamraju, et
al., 2020).

Ademas de los sintomas, para dar un diagnodstico, es necesario tomar una
resonancia magnética nuclear (RMN) del cerebro y la columna vertebral; para
evaluar el tumor de primer nivel, realizar una citologia del liquido cefalorraquideo
(LCR) para observar posible metastasis y por ultimo hacer un analisis histopatologico
y molecular. Una vez hecho el diagndstico, para evaluar los resultados y saber en

qué etapa se encuentra dicho tumor, se ocupa el sistema de estadificacion de Chang,
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el cual se clasifica en MO cuando no se presenta metastasis en la RMN y el LCR, M1
cuando hay células tumorales microscopicas en el LCR, M2 cuando se presentan
depositos metastasicos intracraneales en la RMN, M3 cuando hay depdésitos
metastasicos en el espacio subaracnoideo espinal y M4 cuando hay metastasis fuera

del eje cerebroespinal (Northcott, et al., 2019).

Una vez hecho el diagnostico se debe emplear un tratamiento y a la fecha las
estrategias de tratamiento para el meduloblastoma son tres: 1) extraccion casi total
o total del tumor, en donde debera tomarse en cuenta que los nervios cerebrales y
el tronco cerebral no se vean afectados y posteriormente se realizara un analisis
histopatoldgico y molecular, ya que al extirparse suelen quedar secuelas irreparables
en el cerebro. 2) La radioterapia del neuroeje se toma por todo el eje craneo-espinal,
pero este tratamiento no puede aplicarse a personas menores de tres afnos, ya que
podria ser nocivo para su salud, y puede llevarse a cabo al mismo tiempo que 3) la
quimioterapia, para la cual los medicamentos mas utilizados son: cisplatino,
carboplatino, vincristina, ciclofosfamida y lomustina, los cuales son costosos
(DeSouza et al, 2014).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Participacion de la proteina SUN2 en cancer

La expresion y funcion de las proteinas de envoltura nuclear también se han
reportado desreguladas en algunos tipos de cancer. Particularmente, para SUN2
existen algunos reportes que sefialan cambios en su expresion en un contexto de
cancer, asi como el impacto en la transcripcion de algunos genes especificos
(Figueroa et al, 2023) En conjunto estos datos sugieren que SUN2 tiene funcion de

supresor tumoral en algunos carcinomas, como se describe a continuacion.

SUN2 en el cancer de préstata. El cancer de prostata es el mas diagnosticado en
los hombres, y ha resultado un reto el predecir su inicio y progresion. Yajun y
colaboradores en el 2017 reportan una baja expresion de SUN2 en los tejidos del
cancer de prostata respecto a los tejidos normales (Yajun et al., 2017). El analisis de
supervivencia de Kaplan-Meier, indicé que pacientes con una baja expresion de
SUN2 correlaciona con una menor supervivencia. La sobreexpresion de SUN2 en
células de cancer de prostata inhibié su proliferacion y promovié su apoptosis. El
estudio in vivo realizado con un xenoinjerto mostré que el peso medio del tumor se
redujo significativamente en los tumores con la sobreexpresién de SUN2 en

comparacioén con el grupo control (Yajun et al., 2017).

SUN2 en el cancer oral. El cancer oral alcanza una tasa de supervivencia a 5 afos,
por lo que se ha optado por investigarlo y desarrollar estrategias terapéuticas. Al
respecto, se sabe que para el crecimiento de las células cancerosas se obtiene
energia mediante la glicolisis anaerdbica y este proceso es denominado efecto
Warburg. Liao y colaboradores en el 2021 demostraron que los pacientes, asi como
las lineas celulares de cancer oral humano (HSC-6, SCC-9, HN13, HSC-3y TSCCA1)
presentaban bajos niveles de SUN2 en comparacion con las células de
queratinocitos orales humanos normales (hNOK).

Ademas, se demostré que la sobreexpresion de SUN2 en células HSC-6 reduce la

glucdlisis, al suprimir la captacion de glucosa. En contraste, la reduccion de la

34



expresion de SUN2 en las células HSC-6 reestablecio la produccion de lactato y
aumento la captacién de glucosa. Para dilucidar el papel de SUN2 en la glucdlisis se
detectaron los niveles de expresion de GLUT1 (Glucose transporter 1), y LDHA

(Lactate Dehydrogenase A)

La sobreexpresion de SUN2 redujé el nivel de los RNAmM de GLUT1 y de LDHA,
mientras que la deplecion de SUN2 incremento los niveles de los RNAm y de las
proteinas de GLUT1 y LDHA. Por lo tanto, SUN2 parece actuar como un supresor
tumoral en el cancer oral, inhibiendo la expresion de genes importantes para el efecto
Warburg (Liao, et al., 2021).

SUN2 en el cancer de colon. El cancer de colon es la cuarta causa de muerte a
nivel mundial. El inicio y la progresion del cancer de colon, se ha relacionado con la
inactivacion de genes supresores de tumores o con la sobreexpresion de oncogenes,
los cuales se encuentran implicados en caracteristicas biolégicas de las células
cancerosas, tales como: el crecimiento celular, la migracion, la apoptosis, la invasiéon
y el metabolismo. Liu y colaboradores en el 2021, observaron, que los niveles de
SUN2 son significativamente mas bajos en tumores primarios y metastasicos de
cancer de colon en comparacién con los tejidos normales de colon, ademas una alta

expresion de SUNZ2 esta relacionada con una mayor supervivencia.

La sobreexpresion de SUN2 inhibe la migracién y la invasioén in vitro en células de
cancer de colon y el silenciamiento de SUN2 promueve la metastasis in vivo,
indicando que SUNZ2 tiene funciones supresoras de tumores al disminuir la expresion
de BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor). Por otro lado, SUN2 se asocia con
SIRT1 dando lugar a un aumento de la acetilacién de MeCP2 (la proteina 2 de union
a metil-CpG). De esta manera SUN2 actua como un inhibidor de la metastasis en el

cancer de colon (Liu, et al., 2021).

SUN2 en el cancer de mama. El cancer de mama ha sido el cancer mas prevalente
en mujeres, siendo el triple negativo (TNBC) el subtipo que se ha relacionado con
una mayor mortalidad en comparacién con los otros subtipos (Koedoot et al, 2021),
Algunos mecanismos de empalme alternativo se han relacionado con vias para la
progresion del cancer (apoptosis, metabolismo, oncogenes, genes supresores de

tumores y angiogénesis). Aproximadamente 250 proteinas se encargan de catalizar
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la reaccidon de empalme y algunos estudios correlacionan la deficiencia en el
empalme con una segregacion cromosomica aberrante en la mitosis, ademas
algunos factores de empalme, tales como PRPF4B y SF3B3, se relacionan con el

receptor hormonal en la proliferacion del cancer de mama (Koedoot et al, 2021)

Koedoot y colaboradores en el 2021 realizaron un analisis de iRNA para evaluar
sistematicamente el papel de 24 factores de empalme y conocer su relacion con la
proliferacion celular en TNBC, como resultado se identificaron nueve factores de
empalme en donde el silenciamiento de SNRPD2, SNRPD3 y NHP2L1 inhibio la
proliferacion in vitro, buscaron asociaciones proteina—proteina de SNRPD2,
SNRPD3 y NHP2L1,encontrando que SUN2 se asocia con el complejo del
espliceosoma, permitiendo un empalme eficiente de sororina, ya que se conoce que
los niveles de transcripcion de sororina estan relacionados con marcadores de
proliferacion celular. Por lo tanto, SUN2 podria estar regulando la proliferacion celular
a través de la asociacién con el complejo del espliceosoma (SNRPD2, SNRPD3 y
NHP2L1) (Koedoot, et al., 2021).

SUN2 en el cancer de pulmén. El cancer de pulmén esta catalogado como la
principal causa de mortalidad a nivel mundial, teniendo una tasa de supervivencia de
5 afos inferior al 16%, para el inicio, progresion y resistencia a la terapia, su
desarrollo esta relacionado con la desregulacion de oncogenes o0 genes supresores
de tumores que se encuentran implicados en las caracteristicas bioldgicas de las
células cancerosas como son el crecimiento celular, la migracion, la apoptosis, la
invasion y el metabolismo, y es importante encontrar dianas terapéuticas para este
tipo de cancer (Lv, et al., 2016).

Como hemos revisado, la gran mayoria de células cancerosas tienen una captacion
de glucosa y una produccion de lactato elevadas (efecto Warburg), lo que promueve
el crecimiento de las células cancerosas y la inhibicion de la apoptosis (Lv, et al.,
2016). El efecto Warburg se ha relacionado con la pérdida de supresores de tumores
o con la activacion de oncogenes, un ejemplo de ello son los oncogenes AKT, c-Myc

y Ras que promueven el efecto Warburg, y los supresores de tumores p53 y PTEN
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que inhiben este efecto en células cancerosas; sin embargo, aun no esta claro este

mecanismo (Lv, et al., 2016).

Lv y colaboradores en el 2016 reportaron que los niveles de SUN2 estan reducidos
en tejidos con cancer de pulmén en comparacion con los tejidos normales y
concluyeron que la sobreexpresion de SUNZ2 inhibe la proliferacion y la migracion de
las células derivadas de cancer de pulmén. Por lo tanto, se analizé el efecto de SUN2
sobre la expresion de los genes GLUT1 y LDHA, los cuales estan asociados con el
efecto Warburg y son necesarios para la captacion de glucosa y la conversién de
piruvato en lactato, respectivamente. Como resultado, la sobreexpresiéon de SUN2
disminuye la expresion de GLUT1 y LDHA, mientras que la expresion de estos genes
aumenta al silenciar a SUNZ2. Por lo que, SUN2 parece inhibir el efecto Warburg (Lv,
et al.,2016).

SUN2 en meduloblastoma. Como se ha mencionado, a la fecha, en los carcinomas
estudiados se ha observado una reduccién en los niveles de SUN2 y su actividad en
la inhibicion de las caracteristicas pro-tumorigénicas (Figura 8). Poco se sabe sobre
su expresion y actividad en otros tipos de tumores. Hsieh y colaboradores en el 2014
llevaron a cabo una investigacion titulada “La regulacién a la baja de SUNZ2, un
supresor de tumores novedoso, media la malignidad inducida por miR-221/222 en
tumores embrionarios del SNC”, en la que reportaron que el miRNA-221/222
incrementa la proliferacion celular, acelerando el crecimiento tumoral marcadamente
ortotopico de células del cerebelo (DAQY) en ratones inmunodeficiente (Hsieh, et al.,
2014).

Los autores analizaron los genes que podrian estar regulados por el miRNA-221/222
y uno de ellos correspondiéo a SUN2. Los estudios indicaron que la expresién de
SUNZ se regula negativamente por el miRNA221/222. Ademas, demostraron que se
tiene un nivel mas bajo de la proteina SUN2 en los tumores de AT/RT con respecto
a meduloblastoma. Los autores concluyen que SUN2 es capaz de regular la
proliferacion celular y la malignidad tumoral en los tumores embrionarios, y proponen

que SUN2 puede actuar como una proteina supresora de tumores (Hsieh, et al.,
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2014). Cabe senalar que es el unico estudio hasta ese momento sobre el papel de

SUN2 en meduloblastoma.

Respecto a las lineas celulares de meduloblastoma, se cuenta con algunas, pero no
todas han sido completamente caracterizadas. Casciati y colaboradores en el 2020,
evaluaron el potencial tumorigénico in vivo de tres lineas celulares derivadas del
meduloblastoma (DAQY, D341 y D283), al inyectar subcutdneamente 6x1086 de
células de cada linea a ratones desnudos, para evaluar la progresion y el volumen
del tumor, observando que la linea D341 tiene el mejor potencial tumorigénico,
seguido de las células D283 y DAQY (Casciati, et al., 2020).
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Figura 8. La relacion de SUN2 con diferentes tipos de cancer. SUN2 ha tenido una baja
expresion de carcinomas como en cancer de préstata cancer oral, cancer de colon, cancer
de mama y cancer de pulmon, y otro tipo de cancer como es el meduloblastoma la expresion
de SUN2 se encuentra incrementada, (Tomado de Figueroa, et al. 2023).
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2.2 Funciones moleculares asociadas a la proteina SUN2

SUN2 es un componente del complejo LINC.

Como se menciono previamente, el complejo proteico LINC se compone de
una proteina con dominio KASH localizada en la ONM. KASH es de gran
importancia en el complejo LINC porque mantiene asociaciones con proteinas
que forman parte del citoesqueleto. ElI complejo LINC también esta
conformado por proteinas de la familia SUN como son SUN1 y SUN2; dichas
proteinas estan en la INM, manteniendo una interaccion con las proteinas
lamina que conforman la lamina nuclear. En consecuencia, las interacciones
de las proteinas con dominio KASH y dominio SUN permiten generar una
conexiéon molecular del citoesqueleto con el nucleoesqueleto (Khilan et, al.
2021). Particularmente, SUN2 se asocia con el dominio KASH de las
proteinas nesprina 1, 2 y 3. Nesprina 1 y 2 tienen una interaccién con los
filamentos de actina, mientras que la nesprina 3 y 4 se asocia con los
filamentos intermedios y microtubulos, respectivamente. A través de este
complejo, SUN2 participa en dar estabilidad a la EN, contribuyendo a su
morfologia, organizacion, y actividad durante diversos procesos celulares que
incluyen la division, la polaridad, la migracién y la diferenciaciéon celular
(Figura 9) (Bouzid et, al. 2019).
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Figura 9. SUN2 componente del complejo LINC. Lamina nuclear, INM: membrana nuclear
interna, espacio entre membranas, ONM: membrana nuclear externa, citoplasma, poro
nuclear. Complejo LINC: proteina SUN2, dominio KASH, Nesprina, elementos del
citoesqueleto (actina, filamentos intermedios, microtubulos) (Tomado de Figueroa et, al.
2023).

SUNZ2 participa en los procesos de la exportacion nuclear molecular

El transporte de macromoléculas incluye los procesos de importaciéon y/o
exportacion nuclear, que ocurren a través del NPC ocupando mecanismos de
difusion pasiva y facilitada. Las proteinas que deben ser transportadas
presentan motivos NLS (por su nombre en inglés Nuclear Localization
Sequence) y NES (por su nombre en inglés Nuclear Export Signal). Los NLS
y NES son reconocidos por importinas y exportinas, respectivamente. Como
su nombre lo indica, las importinas estan implicadas en la entrada de
macromoléculas al nucleo celular, mientras que las exportinas promueven el
efecto contrario (Paci, et al. 2021). La proteina CRM-1 (por su nombre en
inglés Chromosomal Maintenance 1) es también conocida como exportina 1,

por favorecer el transporte nucleo-citoplasma algunas moléculas de RNA y
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proteinas especificas. Al respecto, se ha demostrado que las proteinas SUN1
y SUN2 tienen la capacidad de mantener una interaccion con CRM-1 (Cruz-
Ramos, et, al. 2019). Aunque no se conocen los mecanismos moleculares y
las implicaciones funcionales, estos datos sugieren que las proteinas SUN1
y SUN2 podrian ser elementos importantes en los procesos de exportacion
nuclear de moléculas (Figura 10) (Figueroa et, al. 2023).
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Figura 10. SUN2 y su asociacion a las proteinas dedicadas a la exportacion nuclear como
CRM-1/ exportina. Lamina nuclear, INM: membrana nuclear interna, espacio entre
membranas, ONM: membrana nuclear externa, citoplasma, poro nuclear, proteina SUN2,
proteina CRM-1, dominio SUN2 y citoplasma (Tomado de Figueroa et, al. 2023).

SUN2 se asocia con proteinas implicadas en los procesos co-
transcripcionales.

El empalme alternativo ocurre co-transcripcionalmente para generar mRNA
maduros, resultado de la eliminacién de regiones no codificantes intrénicas y
la unidn de exones que son las regiones codificantes de un gen. Por tanto,
mediante el empalme alternativo es posible la generacién de isoformas
funcionalmente diferentes del mismo gen, como consecuencia de la
eliminacién o retencion de ciertos intrones. A través de ensayos de co-
inmunoprecipitacion se demostré que SUN2 se asocia con factores de corte
y empalme, tales como SNRPD2, SNRPD3 y NHP2L1. Cuando los niveles de

SUN2 se reducen por RNA interferente, su interaccion con SNRPD2,
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SNRPD3 y NHP2L1 se reduce, generando un incremento en la retencion del
intron 1 correspondiente al RNAm de CDCAS5, el cual participa en los eventos
de la division celular (Koedoot, et al. 2021). Estos resultados, indican que
SUN2 podria participar colaborar empalme alternativo del gen CDCAS, pero
también de muchos otros genes que hasta ahora se desconocen (Figura 11)
(Figueroa et, al. 2023).
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Figura 11. Asociacion de SUN2 factores del complejo corte y empalme (Factores de
splicing). Lamina nuclear, INM: membrana nuclear interna, espacio entre membranas, ONM:
membrana nuclear externa, citoplasma, poro nuclear, proteina SUN2, factores de splicing, y
citoplasma (Tomado de Figueroa et, al. 2023).

SUN2 se ha vinculado a la modulacion de la expresion de algunos genes
asociados a cancer

La asociacion con la lamina nuclear, con las laminas A y C, que mantiene la
proteina SUN2, sugiere su posible implicacion en la modulacion de la
expresion génica. La expresion génica se modula por la modificacién quimica
de las histonas como la desacetilacidon y acetilacién, pero también por la
metilacion del DNA, asi como la organizacion de la cromatina en lo que se
conoce como LAD y TAD (Tecalco et al, 2021). A pesar de ello, a la fecha,

existe una limitada evidencia de la relacion de la regulacién de la expresion
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de genes con SUN2. No obstante, algunos grupos de investigacion han
demostrado que la expresiéon de SUN2 correlaciona negativamente con la
expresion de algunos genes con relevancia funcional en cancer tales como
GLUT1LDHA y BDNF en cancer oral, de pulmon y colon, respectivamente
(Liao et, al. 2021, Lv et al. 2015, Liu, et al. 2021). Por lo tanto, indagar sobre
la participacion de SUN2 en la modulacion de la expresién de genes y sus
implicaciones funcionales, resulta central en el estudio de cancer, donde

SUN2 se encuentra desregulada (Figura 12) (Figueroa et, al. 2023).
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Figura 12. Asociacién de SUN2 al modular la expresion de genes asociados a cancer
mediante la formacién de LAD’s y TAD’s. Nducleo, cromatina, dominio LAD, (del inglés
Lamina-Associated Domain), dominio TAD (del inglés Topologically Associating Domains),
lamina nuclear, INM: membrana nuclear interna, espacio entre membranas, ONM:
membrana nuclear externa, citoplasma, poro nuclear, dominio lamina, dominio

transmembranal, proteina SUN2, dominio SUN2 y citoplasma (Tomado de Figueroa et, al.
2023).
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2.2 PREGUNTA DE INVESTIGACION
Con los antecedentes presentados surge la siguiente pregunta de investigacion:
¢Los niveles de la proteina SUN2 podrian afectar la modulacion de la expresion de

genes implicados en la progresién de meduloblastoma?

3. JUSTIFICACION

A la fecha existe un numero limitado de estudios sobre la relacién de SUN2 y cancer.
Algunos de ellos muestran que hay una reduccion en la expresion de SUN2 en los
tumores en comparacion con el tejido sano. Ademas, no se sabe claramente cual es
el efecto de SUN2 sobre la expresién de genes. Por lo que resulta importante evaluar
si los cambios en la expresion de la proteina de SUN2 podrian afectar el perfil de
expresion génica en las células cancerosas, en particular en las derivadas de

meduloblastoma.

4. HIPOTESIS
Los cambios en la expresion de la proteina SUN2 modificaran la expresién génica

en las células de meduloblastoma.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General
Analizar el efecto que tienen los cambios en los niveles de la proteina SUN2 sobre

la expresion génica en células derivadas de meduloblastoma.

5.2 Objetivos particulares

1. Analizar in silico la expresion de SUN2 en neoplasias malignas humanas.

2. Analizar los niveles de la proteina de SUN2 en muestras de meduloblastoma.

3. Identificar genes modulados por la deficiencia de SUN2 en células de
meduloblastoma DAQOY.

4. Realizar un analisis ontoldgico de los genes regulados por la deficiencia de SUN2.

5. Investigar en la bibliografia la funcion de los genes modulados por la deficiencia
de SUN2 en células de meduloblastoma.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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7. METODOLOGIA

7.1 Linea celular.

Para el desarrollo de los experimentos se utilizé la linea celular derivada de
meduloblastoma denominada DAQOY. Las células de meduloblastoma DAOY son una
linea celular humana tomada de un tumor del cerebelo que limita con la fosa posterior
craneal de un nifio de 4 anos, perteneciente al tipo histolégico desmoplasico, con
una morfologia poligonal regular, con nucleos grandes y multiples nucléolos,
presentando las células indiferenciadas uniones intercelulares y cilios (Figura 13)
(Valencia, 2018).

Figura 13. Linea celular de meduloblastoma DAOQY, tipo histolégico desmoplasico, con una
morfologia poligonal regular, con nucleos grandes y multiples nucléolos.

7.2 Microarreglo de tejido e inmunohistoquimica (IHC)

Se realizaron cortes de tejidos de 3 micras de grosor, correspondientes a colon,
astrocitoma, cerebelo y utero, los tejidos se montaron en laminillas y al siguiente dia
se hizo la desparafinacion y ejecucion de IHC. Estos experimentos iniciales fueron
importantes para estandarizar las condiciones de la IHC, antes de utilizar el
microarreglo comercial de tejido (TMA, del inglés Tissue Microarray) conteniendo
muestras de meduloblastoma (Biomax- C17012C).
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Para la desparafinacion, la laminilla se incubé 15 min a 62°C. Después de la
desparafinacion, la laminilla se sumergié durante 10 min en xilol 1 y posteriormente
en xilol 2 (sumergir la laminilla 10 veces), seguido de etanol absoluto (sumergir 10
veces) y etanol 70% (10 veces), finalizando con H.O bidestilada (10 veces). La
laminilla se colocd en la camara con el buffer de citratos 10 min a 92°C- 94°C, para
que se expongan los epitopos. Posteriormente, la laminilla se incubd 10 min a
temperatura ambiente, y en seguida se colocé en una camara de agua. Se realizaron
4 lavados con PBS y una incubacion en peroxido por 30 min, para posteriormente
sumergir la laminilla 4 veces en el buffer de lavado. En seguida la laminilla se trato
con triton al 0.2% por 10 min para permeabilizar, y después se lavé con buffer de
lavado. Para la deteccion de la proteina se ocup6 el Kit de Millipore (DAB500 - 500
Slide Kit) que contiene todos los elementos para la realizacion de los siguientes
pasos que se describen a continuacion. Primero se realizd la incubacion en la
solucion bloqueadora por 10 min, seguida de la incubacion con el anticuerpo
primario, o solamente el buffer de la dilucion del anticuerpo en caso de tratase del
control negativo, durante toda la noche a 4°C. Al siguiente dia se incubo con el
anticuerpo secundario por 10 min de acuerdo al protocolo del kit, seguido de lavados.
La parte final, consistié en la incubacion con Streptavidina peroxidasa contenida en
el mismo kit durante 10 min, luego se lavoé con buffer de lavado, se incubd
posteriormente con cromégeno 10 min, se lavd con buffer de lavado, y por ultimo se
coloco hematoxilina por 7 min y se enjuagé con buffer de lavado.

Para el analisis especifico de meduloblastoma, se utilizé un TMA (tissue microarray)
que contenia 20 casos de meduloblastoma por triplicado. Ademas, el TMA tenia 3
muestras de tejido normal (cerebelo y cerebro) y 1 marcador de tejido (glandula
adrenal, feocromocitoma). Utilizando este TMA, se llevé a cabo la deteccion de la
proteina SUN2 por medio de Inmunohistoquimica (IHC). Se utilizé una concentracion
1: 250 del anticuerpo para SUN2 y se dejo incubando durante una noche a 4°C, al
dia siguiente se efectuaron los pasos antes descritos de acuerdo con el protocolo del
kit de Millipore (DAB500 - 500 Slide Kit) utilizado. Para el montaje primero se
sumergio la laminilla en 10 ocasiones en agua bidestilada, después se paso a etanol
70% (10 veces), luego a etanol absoluto y por ultimo a xilol de igual manera en 10

ocasiones (se trata de quitar el exceso entre una solucién y otra). Por ultimo, se
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colocd 2 gotas de resina en la laminilla y con cuidado se les coloco el cubreobjetos

cuidando que no queden burbujas.

7.3 Analisis histolégico de la IHC

Para el analisis histolégico de la deteccion de SUN2, se utilizd la herramienta
exclusiva para IHQ de Image J, la cual, de acuerdo al area total de la imagen,
contabiliza la densidad de tincion en pixeles y es expresada en %, sefialando asi la
positividad de SUN2 en el tejido (Lara, et al., 2021). La segunda estrategia consistid
en un analisis patologico establecido por patélogos del INCan, los cuales se basan
en algunos criterios como: celularidad, marca especifica e intensidad de la marca,
para determinar la expresiéon de SUN2 en el tejido, indicando si era positiva (leve (1),

moderada (2), alta (3)) o negativa.

7.4 Transfeccion transitoria del siRNA para SUN2

Se realizé una transfeccion transitoria del siRNA (sc-153930, Santa Cruz) en las
células DAQY con una densidad del 70% al 90%, usando lipofectamina 2000 y
siguiendo las indicaciones del fabricante (catalogo 11668027, Invitrogen). A las 48 h
después de la transfeccién, se corrobord la reduccion de la expresion de SUN2
mediante un Western Blot, con el uso de anticuerpos, anti-SUN2 (HPA001209
Sigma,1:1000) y anti-a-Tubulina (B7, sc-5286 Santa-Cruz Biotechnology, 1:1000)

como control de carga.

7.5 Obtencion de extractos totales

El medio de cultivo fue retirado de las cajas de las células DAQOY y se adicion6é PBS
para hacer lavados, posteriormente a cada caja se le adicion6 500 ul de buffer de
lisis TNTE 0.5%, después se raspo la caja para desprender y colectar las células. Se
incubo el extracto por 15 min a 4°C, se centrifugd 5 min a 13,200 rpm y se recupero
el sobrenadante. Para cuantificar las proteinas se utilizé el método de Bradford, para

ello se agregaron 800ul de ddH20 en un microtubo, se agregaron 2ul del extracto
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total de proteinas y 200ul de Bradford, y se realizaron lecturas de la absorbancia a

595 nm. Se utilizd una curva patrén de albumina para interpolar los datos.

7.6 Electroforesis SDS-PAGE y Western blot

Se prepararon geles de acrilamida al 7.5% para la realizacion de la electroforesis
SDS-PAGE. Se colocé el marcador de peso molecular en el primer carril y en los
demas carriles se coloco las muestras correspondientes. Para la transferencia de las
proteinas llevada a cabo a 100V por 70 min, se utilizé6 una membrana de PVDF,
después de esto se bloqued la membrana con leche al 5% en TBS-T 1x. La
membrana se incubd con el anticuerpo primario anti-SUN2 (1:1000)(HPA001209,
Sigma-Aldrich), o bien con anti-a-Tubulina (1:1000)(B7, sc-5286 Santa-Cruz
Biotechnology) para la deteccion de Tubulina como control de carga. Se mantuvo la
membrana en agitacion durante toda la noche a 4°C. Después se lavo la membrana
con TBS x1 y se incubd con el anticuerpo secundario correspondiente en agitacion
durante 1 h a temperatura ambiente; posteriormente se hicieron 3 lavados con TBS-
T 1x. Para detectar a las proteinas se utilizaron ensayos de quimioluminiscencia,
usando un kit de Super Signal West Pico Plus (Thermo Fisher 34580).

7.7 Ensayo de inmunofluorescencia

Para investigar la localizacion subcelular de SUN2 en las células de meduloblastoma
DAQY y DAOY-siSUN2 se utilizo la técnica de inmunofluorescencia con el uso de un
anticuerpo especifico para SUN2. Las células DAQOY fueron sembradas sobre
cubreobjetos tratados previamente con polilisina. Posteriormente, se retiré el medio
y se lavo la monocapa de las células con PBS. Posteriormente, las células se fijaron
con paraformaldehido al 4% vy se hicieron lavados con PBS, después se
permeabilizé con Tritéon al 0.1% durante 8 min y se hicieron 3 lavados con PBS,
posteriormente se bloqued con albumina al 1% por 1 h, después de enjugar se dejé
incubando con un anticuerpo primario anti-SUN2 (HPA001209 Sigma,1:100) durante

toda la noche a 4°C, al dia siguiente se hicieron 3 lavados con PBS por 5 min entre
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cada uno, y se incubo con el anticuerpo secundario (Alexa 488, ab201540- Abcam)
en condicion de obscuridad durante 1.5 h. Por ultimo, se hicieron lavados con PBS y
se hizo el montaje con DAPI para tedir el nucleo, y se observd en un microscopio
confocal LSM.

7.8 Microarreglo de cDNA y analisis ontolégico

Se utilizé la linea celular de cancer de meduloblastoma DAQY transfectada con un
siRNA (sc-153930, Santa Cruz) dirigido a SUN2 o con un siRNA control. Con estas
dos condiciones, se realizo la extraccion de RNA total mediante el kit (Direct-zol RNA
Miniprep), el cual fue empleado para el ensayo del microarreglo de cDNA. Dicho
microarreglo (Gene Chip Human Mapping 10 K Array) se analizé en colaboracion

con la Unidad de Microarreglos del Instituto de Fisiologia Celular (IFC)-UNAM.

La finalidad de este ensayo es la identificacion de genes que potencialmente puedan
ser afectados por la expresion de SUN2. Los datos de los genes resultantes del
analisis de este microarreglo, se ocuparon para realizar un analisis de ontologia
génica de los genes regulados por la deficiencia de SUN2. El enriquecimiento de
ontologia génica (GO) (www.geneontology.org) y el estudio de vias KEGG
(www.genome.jp/kegg/) se realizaron para analizar y clasificar los genes expresados
diferencialmente. El analisis también se realizd con las bases contenidas en gene

cards/ gene analytics (https://geneanalytics.genecards.org/).

7.9 Analisis in silico de la expresion de SUN2

Se utilizé UALCAN, GEPIA y Oncopression, las cuales son herramientas que nos
proporcionan informacién de diferentes bases de datos sobre la expresion de SUN2
en neoplasias malignas de pacientes con respecto al tejido sano, asi como para
conocer la expresion de SUN2, TAS2R16, TAS2R4, TAS2R1, TAS2R13, en

meduloblastoma con respecto al tejido normal.

Utilizando la plataforma de Pubmed se llevd a cabo una investigacion bibliografica

de los genes seleccionados que modificaron su expresion por la deficiencia de SUN2
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en células de meduloblastoma DAQY, para analizar su papel en un contexto de

cancer o SNC, que pudieran tener relevancia en meduloblastoma.

7.10 Analisis estadistico

Utilizando herramientas como GraphPad Prism 5, se realizé una prueba T de student
y una ANOVA, asi como graficas de correlacion para comparar el analisis de score
patolégico e intensidad de deteccion de SUN2, normalizacion de datos. Los
resultados se consideraron significativos con una p < 0.05 (*), p <0.01 (**)yp <
0.001 (***).
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8. RESULTADOS

8.1 Expresion de SUN2 in silico en neoplasias malignas.

El primer estudio que se realizd, consistio en analizar los niveles de SUN2 en tejido
humano saludable. Para examinar la abundancia de la proteina SUN2 en diferentes
tejidos humanos en condiciones normales se usé la base de datos HPA (The Human
Protein Atlas). Como se muestra en la Figura 14. la abundancia de SUN2 esta dada
por un score o puntaje de confiabilidad, en el cual se toma en cuenta el patrén de
tincion y una estimacion de los niveles de la proteina por medio de
inmunohistoquimica. La abundancia de SUN2 se evalud en 44 tejidos del cuerpo
humano en condiciones normales, con un score alto en la mayoria de ellos y
solamente en 6 tejidos con un score medio. De color amarillo se muestra a la proteina

SUN2 en el SNC, la cual presenta un score alto.
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Figura 14. Abundancia de la proteina SUN2 en cada 6rgano del cuerpo humano, barras
amarillas: abundancia de SUN2 en el SNC (The Human Protein Atlas, 2021).

Posteriormente se analizé el perfil de expresiéon del RNAm de SUNZ2 en el SNC
humano. Para permitir comparaciones entre las muestras, se utilizdo la media,
normalizando la expresién en transcritos por millon (nTPM) en cada muestra (Figura
15). Los datos muestran que SUN2 esta presente en los diferentes tejidos que

conforman el SNC.
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Figura 15. Perfil de expresion en transcripciones por milléon de RNAm de SUNZ2 en el
cerebro humano, de color amarillo (The Human Protein Atlas, 2021).

Para evaluar la expresion de SUNZ2 en 24 neoplasias malignas se utilizé la base de
datos UALCAN. Como se observa en la Figura 16, en la mayoria de los tipos de
cancer evaluados, la expresion de SUN2 es mayor en tejido normal con respecto al
tejido neoplasico. Sin embargo, hay 4 neoplasias: CHOL (colangiocarcinoma), KIRC
(carcinoma renal de células claras de rindn), PCPG (feocromocitoma vy
paraganglioma) y SARC (sarcoma), en donde la expresion de SUNZ2 en el tejido

canceroso es mayor o igual que en el tejido normal.
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Figura 16. La expresion de SUN2 es reducida en neoplasias malignas respecto al tejido
normal (UALCAN), cajas rojas: tejido tumoral, cajas azules: tejido normal, se consideraron
significativos con una p < 0.05 (*), p < 0.01 (**) y p < 0.001 (***).
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Para realizar un analisis mas profundo, se observo que, de las 24 neoplasias, solo
18 son carcinomas y de estos 12 resultaron ser estadisticamente significativos y los
otros 6 no (Tabla Il). Estos datos son importantes, dado que los carcinomas se
caracterizan por desarrollarse en células epiteliales, y son los tipos mas comunes de

cancer.

Tabla Il. La expresion de SUN2 es reducida en todos los carcinomas

Carcinomas
{ (18) |
12 ¥ 6
* N.S
Abreviatura Nombre completo TTvsT.N Abreviatura Nombre TTvsT.N
UALCAN completo UALCAN
BRCA Carcinoma invasivo de mama * L
PRAD Adenocarcinom N.S i
COAD Adenocarcinoma de colon * i a de préstata
HNSC Carcinoma de células escamosas de  * iv BLCA Carcin.oma N.S l
cabezay cuello ur9tel|al de
vejiga
KIRP Carcinoma q?lcelulas papilares *L CESC - N.S l
renales de rifién Eles .
LUAD Adenocarcinoma de pulmén * L escamosas de
cuello uterino y
LUsC Carcinoma de células escamosas de  * adenocarcinom
pulmén L a endocervical
PAAD Adenocarcinoma de pancreas * i ESCA Carcinoma de N.S l
esofago
READ Adenocarcinoma de recto *i KICH Croméfobo de NS l
SKCM Melanoma cutaneo de pie * L rifén
LIHC Carcinoma N.S
THCA Carcinoma de tiroides * L hepatocelular l
. . de higado
STAD Adenocarcinoma de estémago * L
UCEC Carcinoma endometrial del cuerpo -ki

uterino

Se analizé en la base de datos GEPIA la expresion de SUNZ2 en neoplasias malignas
y se observo de igual manera una mayor expresion de SUN2 en el tejido normal con
respecto al tejido tumoral (Figura 17); sin embargo, cabe mencionar que de todos los
tipos de cancer, resalté el resultado observado en la leucemia mieloide aguda,
debido a que hay una mayor expresion de SUN2 muy marcada en el tejido tumoral
con respecto al tejido normal siendo esto estadisticamente significativo (*) (Figura
18).

Con la finalidad de analizar la expresion de SUN2 en neoplasias malignas del SNC

(astrocitoma, glioblastoma y tumor teratoide/rabdoide) se utilizé el atlas de expresion
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de EMBL-EBI. Al evaluar y comparar el nivel de expresion del gen SUNZ2 en

neoplasias malignas del SNC se reporta que es menor con respecto al tejido normal,

con una p<0.05. En la Figura 19 se muestran estos resultados.

150

Figura 17. La expresion de SUN2 es reducida en neoplasias malignas
respecto al tejido normal (GEPIA). Barras rojas: tejido tumoral, barras
negras: tejido normal, se consideraron significativos con una p < 0.05 (*),
p <0.01 (**)y p <0.001 (***). Abreviaturas: ACC: Carcinoma of the adrenal
cortex, BLCA: Urothelial of the bladder carcinoma, BRCA: Invasive breast
carcinoma, CESC: Squamous cell carcinoma of the uterine cervix and
endocervical adenocarcinoma, CHOL: Cholangiocarcinoma, COAD:
Adenocarcinoma of the colon, DLBC: Diffuse large B-cell lymphoma,
ESCA: Esophageal carcinoma, GBM: Glioblastoma multiforme, HNSC:
Head and neck Squamous cell carcinoma, KICH: Kidney Chromophobe,
KIRC: Kidney Renal clear cell carcinoma, KIRP: Kidney renal papillary cell
carcinoma, READ: Rectal adenocarcinoma, LAML: Acute Myeloid
Leukemia, LGG: Del inglés Brain Lower Grade Glioma, LIHC: Liver
hepatocellular carcinoma, LUAD: Lung adenocarcinoma, LUSC: Lung
squamous cell carcinoma , OV: Ovarian serous cystadenocarcinoma
PAAD: Pancreatic adenocarcinoma, PCPG: Del inglés Pheochromocytoma
and Paraganglioma, PRAD: Prostate adenocarcinoma, SARC: Sarcoma
SKCM: Skin Cutaneous Melanoma, STAD: Stomach
adenocarcinoma, TGCT: Testicular Germ Cell Tumors, THCA: Thyroid
carcinoma,THYM:  Thymoma, UCEC: Uterine Corpus Endometrial
Carcinoma, UCS: Uterine Carcinosarcoma.
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Figura 18. La expresion de SUN2 en Leucemia mieloide aguda es mayor con respecto al
tejido normal, caja roja: tejido tumoral (n=173), caja negra: tejido normal (n=70), se
consideraron significativos con una p < 0.05: *.
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microarrays
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Figura 19. Expresion de SUN2 en neoplasias malignas del SNC.
La imagen muestra la expresion de SUNZ2 reportada hasta ahora en otras neoplasias

malignas del SNC diferentes al meduloblastoma. Gris: menor a 0.5 TPM. Azul claro: 0.5 a
10 TPM. Azul medio: entre 11 y 1000 TPM. Azul oscuro: mas de 1000 TPM.
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Para analizar el nivel expresion de SUNZ2 en el cancer cerebral pediatrico se ocupo6
la base de datos de UALCAN. En la Figura 13 se muestra un grafico box-plot para
mostrar la expresion del RNAm de SUNZ2 en distintos tipos de cancer cerebral
pediatrico, dentro de los que se encuentra el meduloblastoma y el AT/RT (tumor
teratoide/rabdoide), el cual es una importante neoplasia maligna pediatrica del SNC,
que como se observo en la figura 20, presenta una expresion baja de SUN2 con

respecto al tejido normal.

SUN2 expression level in Pediatric Brain Cancer
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Figura 20. Nivel de expresion de SUN2 en cancer pediatrico cerebral, MBL:
meduloblastoma, ATRT: tumor teratoide/rabdoide, se consideraron significativos con una *
p <0.05, **: p<0.01,y ***: p < 0.001.

Se realiz6 una busqueda de bases de datos de expresion génica para tumores del
SNC vy se logré identificar la base de datos “Oncopression” para tumores del SNC
incluyendo glioblastoma y meduloblstoma. Cabe sefialar, que el glioblastoma
multiforme (GB), es una neoplasia maligna grado IV importante que se presenta en
el SNC, pero a diferencia del meduloblastoma que inicia en el cerebelo en pacientes
pediatricos, el glioblastoma inicia en lobulos del cerebro y se asocia al
envejecimiento. Se analiz6 la expresiéon de SUN2 en muestras de pacientes con
glioblastoma; los resultados indicaron una menor expresion SUNZ2 en glioblastoma
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en comparacion al tejido sano, siendo esto estadisticamente significativo como se
observa en la Figura 21.

Expresion de SUN2
0.0 05 0.7 10

Figura 21. Expresion de SUN2 en glioblastoma (SNC) es reducida en comparacién con el
tejido normal. De arriba abajo: tejido SNC normal (n=723), glioblastoma (n=84), **:p < 0.01,
*: sub-expresién en comparacion con el tejido

8.2 Analisis de expresion de SUN2 en meduloblastoma.

Utilizando la base de datos de Oncopression se analizé la expresion de SUN2 en
meduloblastoma, la cual resultd ser significativamente mayor respecto al tejido del
SNC normal (Figura 22).

Expresion de SUN2

0.0 0.5 0.7 1.0

Figura 22. La expresién de SUN2 en meduloblastoma es mayor en comparacion con el tejido
normal. De arriba a abajo: tejido SNC normal (n=723), meduloblastoma (n= 273),
meduloblastoma clasico (n= 66), meduloblastoma desmoplastico (n=40), meduloblastoma
sin evidencia de invasion (n=42). **:p < 0.01, **** :p < 0.0001.

De acuerdo a los resultados del estudio in silico, se encontré que a nivel de RNAm
SUN2 tiene una baja expresion en la mayoria de las neoplasias malignas con
respecto a su tejido sano, y se observo que dichas neoplasias eran de origen

epitelial, es decir, carcinomas. En contraste, en algunas neoplasias como sarcomas
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y leucemias, la expresiéon de SUN2 es alta con respecto al tejido normal. Ademas,
una expresion diferencial se vio también reflejada en los tumores del SNC, donde en
glioblastoma SUN2 tuvo una menor expresion con respecto al tejido normal. De
manera interesante, en el caso del meduloblastoma se observé una mayor expresion
de SUN2 en este tipo de tumores con respecto al tejido normal, por lo que estos
datos sugieren que la expresiéon de SUN2 presenta una expresion diferencial de
acuerdo al tipo de tumor. De acuerdo a este analisis, la expresion de SUN2 es mas

alta en meduloblastoma que en el tejido normal del SNC.

Analisis de los niveles de la proteina de SUN2 en muestras de meduloblastoma.

Con la finalidad de analizar los niveles de la proteina SUN2 en meduloblastoma, se
realizé una IHQ en un microarreglo de tejido. Se determiné como 6ptima la dilucién
de 1:250 del anticuerpo anti-SUN2, utilizando tejido de colon normal y tejido de
cancer de colon. Se detect6 una alta sefial de SUN2 en el tejido de colon normal con
respecto al tejido de cancer de colon, reproduciendo el resultado reportado por Liu y

colaboradores en el 2021 (Figura 23).
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Figura 23. La expresion de SUN2 se encuentra reducida en cancer de colon con respecto
al tejido normal de colon de acuerdo al analisis de inmunotincion realizado en Image J en la
técnica de IHC. Superior: Microfotografia representativa de la expresién de SUN2 en cancer
de colon, y tejido normal de colon. Abajo: Control negativo.
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Deteccion de SUN2 en un microarreglo de meduloblastoma.

Una vez determinada la dilucion adecuada de anticuerpo anti-SUN2 para la
deteccion de dicha proteina mediante IHC, se llevo a cabo el analisis del microarreglo
de meduloblastoma. Los resultados muestran una mayor inmunorreactividad
estadisticamente significativa en meduloblastoma con respecto al tejido normal del
SNC (Figura 24). Mientras el analisis de intensidad de deteccion de SUN2 indican
una alta abundancia de la proteina SUN2 en meduloblastoma, el analisis de las

muestras del tejido normal del SNC resulta en una baja o nula sefial de SUN2.
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Figura 24. SUN2 se expresa en tejido de meduloblastoma y en el tejido normal de cerebelo
no. De acuerdo al analisis de densidad de inmunotincion, realizado en Image J en la técnica
de IHC. Izquierda: microfotografias representativas de las muestras con meduloblastoma y
tejido de cerebelo normal. Derecha: Grafica de barras del analisis de densidad de
inmunotinciéon, normalizando los datos de las muestras de Meduloblastoma (n:20 )con
respecto a el grupo control (n:3)***p<0.05.

Se analizaron los niveles de SUN2 por medio del programa Image J, de
acuerdo a las zonas donde fue extraido el tejido de meduloblastoma. La mayor
abundancia de SUN2 se detect6 en la fosa craneal, seguida del vermis
cerebelar y el cuarto ventriculo, detectdndose ademas en un grupo de
meduloblastoma sin un origen anatémico especificado. Estos datos sugieren

que los niveles de la proteina SUN2 podrian variar dependiendo de la zona en
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donde se encuentra el meduloblastoma (Figura 25); sin embargo, de acuerdo
al score patoldgico no hay diferencias significativas de acuerdo a las zonas de

donde se extrajo dicho tejido.
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Figura 25. Deteccion de SUN2 en tejidos de meduloblastoma obtenidos de diferentes
zonas. Imagenes representativas de la IHQ procedente de muestras de meduloblastoma:
Derecha: graficas box-plot correspondientes a muestras de meduloblastoma de acuerdo a
su andlisis de densidad inmunotincién (Image J) agrupados de acuerdo a la zona donde fue
obtenida dicha muestra: limitado con la fosa craneal, limitado con el cuarto ventriculo, vermis
cerebelar, y origen anatémico no especificado (meduloblastoma), Izquierdo: microfotografia
de la muestra representativa de la zona donde fue obtenido el meduloblastoma y su analisis
semicuantitativo, * p<0.05.

También mediante IHC se analizaron los niveles de SUN2 de acuerdo al sexo,
mostrando mayores niveles de la proteina en el sexo masculino que en el femenino
(**p<0.05) (Figura 26). Una vez analizados los resultados del microarreglo de tejido
por medio del porcentaje de densidad de tincion medida en pixeles, se analizé de
acuerdo a un score patolégico, en donde los patélogos del INCan obtuvieron los

resultados descritos en la tabla Ill de acuerdo a cada muestra.
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Figura 26. Deteccion de SUN2 en tejidos de meduloblastoma obtenidos de hombres
y mujeres. Grafica de box-plot del analisis de densidad de inmunotincién por medio de
Image J, de acuerdo al sexo del paciente **p<0.05.

Tabla lll. Analisis de score patologico por paciente, sexo, edad y tipo de tumor.

Paciente Sexo Edad Tipo de tumor Score patologico

1 M 8 Meduloblastoma 1

2 F 27 Meduloblastoma 2

3 M 16 Meduloblastoma 1

4 M 42 Meduloblastoma del vermis cerebelo N.R

5 M 14 Meduloblastoma 1

6 M 9 Meduloblastoma 3

7 M 7 Meduloblastoma 1

8 F 12 Meduloblastoma N.R

9 M 34 Meduloblastoma 1

10 B 33 Meduloblastoma de fosa craneal posterior 2

11 F 8 Meduloblastoma negativo

12 M 30 Meduloblastoma 2

12 M 4 Meduloblastoma 1

14 F 14 Meduloblastoma del vermis cerebelo N.R

15 B 4 Meduloblastoma del vermis cerebelo 1

16 M 6 Meduloblastoma del vermis cerebelo 2

U7 F 6 Meduloblastoma 1

18 M 41 Meduloblastoma de fosa craneal posterior 1

15 M 49 Meduloblastoma de fosa craneal posterior 2

20 M 25 Meduloblastoma del cuarto ventriculo 1
Control M 35 tejido cerebral normal negativo
Control M 48 tejido cerebral normal negativo
Control F 24 tejido del cerebelo normal negativo

De acuerdo al analisis de score patoldgico y al analisis semicuantitativo se
determind la abundancia de SUN2 desde leve hasta alta en el tejido de
meduloblastoma, donde de los 17 pacientes que tuvieron una muestra

representativa para ser evaluada, 10 presentaron un score leve, 5 un score
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moderado, un paciente un score alto y un paciente un score negativo, y en
los controles no hay deteccion de SUN2. Ambas estrategias de evaluacion de

IHC mostraron una correlacion (Figura 27).

En resumen, se evalud la abundancia de SUN2 en muestras de pacientes utilizando
un microarreglo de tejido de meduloblastoma, en donde se observan altos niveles
de SUN2 en una condicién de meduloblastoma con respecto al tejido normal del
SNC, mostrando una correlacion con los resultados de IHC por medio de las dos
estrategias de analisis (semicuantitativo y score patologico). Por lo tanto, la
expresion de SUN2 a nivel de RNAm y proteina en meduloblastoma se encuentra
en ambos casos incrementada con respecto al tejido sano (*** p< 0.0001). Con
base en estos resultados, se propone que la expresion de SUN2 podria estar
determinada por el tipo del tumor, y que especificamente para meduloblastoma la
desregulacion de SUN2 aumenta su expresion, a diferencia de lo observado en

carcinomas y otros tumores del SNC como glioblastoma.
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Figura 27. La detecciéon de SUN2 es mayor en tejidos de meduloblastoma con respecto al
grupo control. Superior: Imagenes analizadas por Image J, debajo de las imagenes se
observa el score patolégico determinado para cada muestra de IHC respectivamente. Abajo:
Gréfica de pacientes con meduloblastoma de acuerdo a su score patolégico.
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8.3 Identificacion de genes modulados por la deficiencia de SUN2 en

células de meduloblastoma DAOY.

Considerando que la expresion y abundancia de SUN2 se encuentra elevada las
muestras de meduloblastoma en comparacion con el tejido normal, se decidio utilizar
como un modelo de estudio de meduloblatoma a las células DAOY. Ademas, se
empleo la estrategia de RNA interferente para la reduccion de los niveles de SUNZ2.
Con esta estrategia, fue posible analizar el efecto de los cambios en los niveles de
SUN2 sobre la expresién génica en el contexto de meduloblastoma. Sin embargo,
como primer punto, se evalué mediante WB (Western Blot), si el uso de una mezcla
de RNA interferentes especificos para SUN2 fue eficiente reduciendo su abundancia.
Adicionalmente, mediante ensayos de inmunofluorescencia, se evalud la reduccion

de SUN2 sobre la envoltura nuclear de las células DAOY.

Los resultados obtenidos mediante WB muestran los niveles de SUN2 en células de
meduloblastoma DAQY, en las células DAQOY transfectadas con el RNA interferentae
para SUN2 (DAQOY-siSUN2), y en las células DAQOY transfectadas con un RNA
interferencia control (DAOY -siControl). Como se observa en la figura 28, y como se
esperaba, los niveles de SUN2 se encuentran reducidos en las células DAOY que
expresan el siSUN2 en comparaciéon con las células que expresan siControl, y las
células parentales DAQY. Estos resultados también se visualizan a través del
analisis de densitometria. Por lo tanto, el sSiSUN2 fue eficiente para reducir los niveles
de la proteina SUN2. Adicionalmente, mediante los ensayos de inmunofluorescencia,
también se corrobora la reduccién de la proteina SUN2 en la envoltura nuclear de
las células DAQY (Figura 29). De color verde SUN2 se encuentra en la periferia
nucleary en algunas invaginaciones de la membrana nuclear que son caracteristicas
en algunos tipos de cancer, mientras que el nucleo celular se observa en color azul,
por su tincion con DAPI. En conjunto estos datos, validaron el uso de las células
DAOY-siSUN2 para el analisis de expresion génica mediante microarreglos de
cDNA.
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Figura 28. Inhibicion de la expresion de SUN2 en células DAOY. Se observa una reduccion
de SUN2 en células DAQY-siSUN2 con respecto a DAOY-siControl. Derecho: gréaficas que

corresponden a la densidad o6ptica relativa.
-

Figura 29. Localizacion de SUN2. En las células DAQOY en el grupo siSUN2, la proteina
SUN2 disminuy0 su expresion con RNA interferente por lo que en la periferia del nucleo no
se alcanza a visualizar a SUN2, sin embargo, en las células DAQY con el RNA interferente
control, se observa en la periferia nuclear la expresion de SUN2 de color verde. Izquierdo:
x63, Derecho: 40x Verde: SUN2, Azul: Nucleo tefido con DAPI, y Merge de las imagenes.

siControl

siSUN2
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Efecto de la deficiencia de SUN2 sobre la expresion génica en células de
meduloblastoma DAOY.

Con la finalidad de analizar si SUN2 se asocia con la expresidon de en
meduloblastoma, se llevo a cabo un microarreglo de cDNA en el cual se compararon
los perfiles de expresion de SUN2 en células de Meduloblastoma DAOY-siSUN2 y
DAOY-si Control. De este modo, se analizaron los genes que modificaban su perfil
expresion en la linea celular DAQOY tras la reduccion de la expresion SUNZ2 por efecto
de un RNA interferente especifico.

Como resultado se obtuvo un volcano plot (Figura 30), del cual se seleccionaron
genes por medio de dos parametros: genes con un Z-score igual o mayor a 2, y el
doble del cambio de expresion (-log2(Cy5.Cy3). Como se observa hay 123 genes
que disminuyeron su expresion en células DAOY-siSUN2 con respecto al control y 4
genes que incrementaron su expresion en células DAOY-siSUN2 con respecto al
control. Por lo que hay una mayor cantidad de genes que reducen su expresion

cuando los niveles de SUN2 estan disminuidos.

[ Differentially expressed
.

L * Down
= Up

absolute Z score

loaZ{Cy5/Cy3)
Figura 30. Volcano plot de genes expresados diferencialmente en las células DAQOY-
siSUN2. Se muestra una dispersiéon de los datos, considerando los que tienen un z
score mayor a 2, hay 123 genes que se regulan a la baja y 4 genes que se regulan
al alta. El grupo siSUN2 permite la reduccion de la expresién de un mayor numero

de genes.

Rojo: genes que redujeron su expresion (123)
Azul: genes que aumentaron su expresion (4)
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Estos resultados indican que SUN2 podria promover la expresion de 123
genes cuando sus niveles se encuentran incrementados en el contexto de
meduloblastoma, aunque los mecanismos moleculares que podrian estar

implicados estan pendientes de ser investigados.

8.4 Analisis ontolégico de los genes regulados por la deficiencia de

SUN2

De los genes que redujeron su expresion, se hizo un analisis de ontologia génica
utilizando como herramienta Gene Panther (Figura 31), para determinar las
principales vias moleculares afectadas en respuesta al cambio en el perfil de
expresion génico por la reduccion de los niveles de SUN2 en meduloblastoma. Para
ello se analizé la ontologia de procesos bioldgicos, componente celular y funcion
molecular. De esta forma, se identificaron los siguientes procesos en donde estan
involucrados: transduccion de sefales (procesos bioldgicos), asociados a membrana
y citoplasma (componente celular), interaccion de proteinas y senalizacién por

GPCRs (funciéon molecular).
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Figura 31. Analisis ontolégico de genes que redujeron su expresion en células DAOY-
siSUN2, y las principales vias implicadas a nivel bioldgico, celular y molecular (Realizado

con Gene Panther).
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De los genes que redujeron su expresion en células DAOY-siSUN2 con respecto al

grupo control, se llevd a cabo un analisis de enriquecimiento génico (Figura 32), en

el cual se obtuvo un dot-plot y se analizd, a través unas bases de datos, la

probabilidad que hay de que se encuentre enriquecida por la presencia de un gen,

de acuerdo a eso se determinaron las siguientes clasificaciones: actividad del

receptor amargo, actividad del receptor del gusto, transduccion del gusto, Clase C/3n

(receptores metabotropicos de glutamato/feromonas) y deteccién de estimulos

quimicos implicados en la percepcion sensorial del sabor amargo. De esas

clasificaciones se obtuvieron algunos genes de interés (Figura 33).

name

Componente intrinseco de membrana plasmatica
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Membrana
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Figura 32. Andlisis de ontologia génica de genes expresados diferencialmente en las células
DAQY-siSUN2. Los colores representan diferentes bases de datos, el tamafio de los circulos
representa las clasificaciones con mayor enriquecimiento génico. Izquierda se muestran las

clasificaciones de interés.
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Figura 33. Genes expresados dlferen0|almente al |nh|b|r a SUN2. La figura muestra cada

ontologia sobrerepresentada, sefialados con un circulo rosa los genes presentes en el mayor
numero de clasificaciones. Izquierdo: se muestran las clasificaciones de interés.

8.5 Investigacion de los genes TAS2R

Los genes que redujeron su expresion por SUN2 que se encuentran involucrados en
un mayor numero de procesos bioldgicos fueron: TAS2R1, TAS2R4, TASR16 y
TASR13. Ademas, se hizo una investigacion bibliografica que incluyera reportes que
relacionen al gen de interés con un contexto de cancer o del SNC (Tabla IV). El
receptor TAS2R4 se ha estudiado en cancer de mama y ovario, y se encontré una
reduccion de su expresion en comparacion con el tejido sano. TAS2R1 incrementa
o disminuye su expresion en cancer de ovario, dependiendo de la linea celular,
mientras que en cancer de cabeza y cuello mantuvo su expresion estable. Aun faltan
mas investigaciones enfocadas al estudio de los receptores del gusto relacionadas

a cancer, pues hasta el momento la informacién es limitada.
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Tabla IV Funciones de los genesTAS2R
Genes [Tipo celular o tejido Actividad

TAS2R lineas celulares y muestras de tejido cancerosas (baja) Antitumor (Zehentner, ET AL. 2021)

TASZR1 6 tejidos neuronales humanosy la linea celular de La salicinapodria modular el crecimiento de (Wolfle, 2015)
neuroblastoma SH-SY5Y. neuritas mediante la activacion del receptor
del sabor amargo
Células de cancer de mama (baja) Antitumor (Singh et al.2014)

Muestras clinicas de cancer de mama (baja) Antitumor (Singh et al. 2019)

TAS2R4
Células epiteliales de ovario (OVCARS). (bajo) Antitumor (Martin et al. 2019)

TASZR!' 3 aumentaron en las etapas premotora y (Garcia et al, 2013)
. : ki i
+ Tejido cerebral de pacientes post mortem con EP se parkinsoniana
obtuvo del Banco de Cerebros del Instituto de
Neuropatologia (HUB-ICO-IDIBELL Biobanco)

SNP en el cromosoma 5p15 (entre (Weiss, et al. 2009)
SEMAS5SAY TAS2R1 ) se asocio

Familias con multiples individuos afectados (multiples)yde . .. . .
significativamente con el autismo

los repositorios ampliamente estudiados de Autism
Genetic Resource Exchange (AGRE) y del Instituto
Nacional de Salud Mental de EE. UU. (NIMH)

(Martin et al. 2019)
(Tsutsumi et al. 2015)

Células epiteliales de ovario ;
Es variable

pacientes que recibieron quimiorradioterapiay cinco
pacientes que recibieron radioterapia por cancer de
cabezay cuello

T1R1 permanecieron sin cambios

TAS2R1

Hasta el momento los datos bioinformaticos, y el microarreglo de tejido de

meduloblastoma, indican que la expresion de SUN2 en meduloblastoma es alta con
respecto al tejido normal, y que hay 123 genes que reducen su expresion por SUN2
dentro de los que destacan 4 genes receptores del gusto: TAS2R1, TAS2R4,
TAS2R13 y TAS2R16.

9. DISCUSION

El meduloblastoma es un tumor maligno grado IV pediatrico que se desarrolla en el
cerebelo y puede invadir otras regiones del SNC conduciendo a la muerte de los
pacientes. Dada su afectacion principalmente en el sector infantil, resulta importante,
evidenciar proteinas clave que puedan estar implicados en la progresion del
meduloblastoma, por lo que en este trabajo nos enfocamos a investigar a la proteina
SUN2 en este tipo de neoplasia. Por otra parte, la proteina SUN2, por su localizaciéon
en la envoltura nuclear, se ha propuesto como un factor que podria participar en
algunos mecanismos de regulacion de la expresion génica. Ejemplo de ello, es que
SUN2 puede mantener una interaccién con la lamina nuclear, la cual es central en la

generacion de LADs y regiones de heterocromatina caracterizadas por un
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silenciamiento de expresion génica (Khilan, 2021). Sin embargo, al momento de
comenzar esta investigacion, solo se conocia que la expresion de los genes GLUT1,
LDHA y BDNF podria modularse en respuesta a los niveles de SUN2 en un contexto
de carcinomas (Liao et, al. 2021, Lv et al. 2015, Liu, et al. 2021). Estos antecedentes
resultan importantes, dado que demuestran en primer lugar, una reduccién de la
expresion de SUN2 en carcinomas, tales como el carcinoma de tejido mamario,
prostata, pulmon, de colon y oral. En segundo lugar, estos antecedentes sugieren
una participaciéon de SUN2 en los procesos de regulacion transcripcional, modulando
a la baja la expresion de genes asociados con la progresion maligna. No obstante,
los mecanismos implicados tanto en la modulacién a la baja de SUN2 en carcinomas,
como su efecto sobre el transcriptoma y los mecanismos implicados, no han sido
definidos. En consecuencia, otros tipos de tumores malignos como los desarrollados
en el SNC vy su relacion con SUN2, tampoco han sido investigados a profundidad.
En este trabajo, nos intereso6 indagar la expresion de SUN2 en meduloblastoma en
comparacion con tejido saludable, y establecer su posible impacto sobre la expresion

geénica.

SUN2 tiene una expresion diferencial en los diferentes tipos de cancer.

Cabe nuevamente resaltar, que la mayoria de los estudios efectuados a la fecha
indican que los niveles de SUN2 estan reducidos en carcinoma de mama (Koedoot
et al. 2021), colon (Liu et al. 2021), pulmén (Lv et al. 2015), préstata (Yajun et al.
2017) y oral (Liao et al. 2021). Dichos estudios han relacionado la reduccion de los
niveles de SUN2 con el incremento de algunos sellos del cancer, como la
proliferacion y la inhibicion de la apoptosis, sugiriendo acciones supresoras de
tumores para SUN2 en los carcinomas. Aunque los carcinomas son los tipos de
cancer mas comunes, existen también neoplasias malignas desarrolladas en la
sangre (leucemias), en el tejido conectivo (sarcomas) y en las células del SNC, en
los que no necesariamente ocurren los mismos procesos tumorigénicos que en los
carcinomas (NCI, 2021). Con base en esto, nuestro estudio evidencidé que la
desregulacion de la expresion de SUN2 ocurre diferencialmente dependiendo del
tipo de tumor. De este modo, la expresién de SUNZ2 se encuentra reducida de manera

estadisticamente significativa en la mayoria de los carcinomas. En contraste, en
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tumores desarrollados en el sistema conectivo como los sarcomas, y en leucemias,
los niveles de SUN2 tienden al alza y llegan a ser significativamente mas altos que
en una condicion saludable, respectivamente. La evaluacion de las funciones de
SUN2 en estos contextos de cancer también resultaria muy interesante, pero al

momento no se conocen.

En nuestra investigacion, nos enfocamos en el contexto de meduloblastoma, no
obstante, también investigamos la expresion de SUN2 en muestras de glioblastoma.
El glioblastoma se desarrolla en los lobulos y es también muy invasivo a otras
regiones del SNC, pero con la diferencia que es comun en las personas mayores a
65 anos. Nuestro analisis indicé que, aunque ambos tumores son desarrollados en
regiones del SNC, también presentan diferencias en la expresion de SUN2. En el
caso del glioblastoma, los niveles de SUN2 se encuentran a la baja, mientras que
son elevados en meduloblastoma con respecto al tejido saludable. Estos datos,
podrian sugerir que en la desregulacion de la expresiéon de SUN2 podrian implicar a
diversos factores asociados al tipo de ceélula, y también de factores ligados al

envejecimiento, entre otros, pero se requieren mas estudios al respecto.

Hasta ahora, nuestros datos, son los primeros en analizar y comparar la expresion
de SUNZ2 en diversas neoplasias, observando diferencias que podrian tener
implicaciones funcionales en los diversos tipos de carcinomas, sarcomas, leucemias
y los tumores del SNC, que son nuestro principal interés. Adicionalmente, SUN2 a
nivel de proteina en muestras de pacientes con meduloblastoma, coincidié con los
altos niveles de RNAm SUNZ2. Por lo tanto, altos niveles tanto de RNAmM como de
proteina SUN2 son detectados en meduloblastoma en comparacion con el tejido

saludable.

SUN2 modula la expresion génica en meduloblastoma.

Dado que SUN2 se expresa al alza en muestras de pacientes con meduloblastoma,
se utilizd como un modelo de estudio las células DAQY, y se utilizé la estrategia de
RNA interferente especifico para SUN2 con el objetivo de reducir sus niveles de

proteina, y determinar su efecto sobre el perfil de expresidén génica.
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Como se menciono, GLUT1, LDHA, y BDNF estan asociados con la progresion de
carcinomas, y presentan una correlacién negativa con SUN2, es decir, mientras
disminuyen los niveles de SUN2, la expresion de dichos genes aumenta (Liao et, al.
2021, Lv et al. 2015, Liu, et al. 2021). Sin embargo, hasta este punto, no era claro si
los niveles de SUN2 podrian afectar la expresion de otros genes diferentes, y si esto
podria ocurrir en el contexto especifico de meduloblastoma, donde el patréon de
expresion de SUN2 (al alza) es diferente respecto a los carcinomas.

Primero, SUN2 se detectd en la envoltura nuclear coincidiendo en lo reportado en la
literatura (Cruz, et al. 2019). Por ejemplo, Liu y colaboradores en el 2021, localizaron
a SUN2 en la envoltura nuclear de células de cancer de colon. En el microarreglo de
cDNA, se evidencio que la reducciéon de SUN2 resulta principalmente en una
disminucién de la expresion génica. Dentro de los genes cuya expresion se redujo
como consecuencia de la disminucion de SUN2 se encuentran genes implicados en
vias de transduccion de sefales. Al respecto, un resultado muy interesante y no
esperado, consistid en la afectacion de genes que codifican para la familia de
receptores del sabor, particularmente del sabor amargo, tales como: TAS2R1,
TAS2R4, TAS2R13y TAS2R16.

Estos genes de la familia TAS2R codifican para proteinas que tienen una localizacion
en la membrana plasmatica de las células. Su funcién se asocia a una actividad de
receptores celulares, que se encuentran clasificadas como receptores del gusto tipo
[l (Lambert, et al. 2019). Aunque originalmente fueron descubiertos y estudiados por
sus implicaciones bucales, para la deteccion del sabor, hoy en dia se sabe que son

proteinas que tienen una localizacion oral y extra-oral (Tuzim & Korolczuk, 2021).

Dentro de la literatura, de acuerdo con Zehentner y colaboradores en el 2021,
estudiaron a la familia de TAS2R en lineas celulares y muestras de tejido de
carcinomas, encontrando una expresion baja (Zehentner et al, 2021). Singh y
colaboradores en el 2014 y Martin y colaboradores en el 2019, realizaron una
investigacion en células de cancer de mama y células epiteliales de ovario

respectivamente, y encontraron que la expresion de TAS2R4 se encontraba
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disminuida, (Singh et al., 2014 y Martin et al., 2019). En contraparte Martin y
colaboradores en el 2019 al estudiar la expresiéon de TAS2R1 en células epiteliales
de ovario observé que dependiendo de la linea celular la expresion de TAS2R1 era
diferencial (Martin et al., 2019).

Respecto al contexto del SNC, se ha estudiado a TA2R16, TAS2R13y TAS2R1 y se
ha sugerido que podrian ser importantes para la homeostasis cerebral y que su
desregulacion podria conducir a la neuroinflamaciéon (Duarte, 2022). Wolfle en el
2015 realiz6 un estudio en tejidos neuronales humanos y la linea celular de
neuroblastoma SH-SY5Y, y encontré que la salicina podria modular el crecimiento
de neuritas mediante la activacion del receptor amargo TAS2R16. Ademas, Garcia
y colaboradores en el 2013, realizé una investigacion en donde encontré que
TAS2R13 en el tejido cerebral de pacientes post mortem con enfermedad de
Parkinson aumento en las etapas premotora y parkisoniana (Garcia et. al., 2013). De
acuerdo con estos antecedentes, la familia TAS2R se le ha relacionado con
afectaciones a nivel del SNC, pero hasta ahora no hay un dato de su asociacién con

tumores del SNC, ni mucho menos en particular con el meduloblastoma.

En este trabajo, analizamos la expresion de estos receptores en meduloblastoma
respecto al tejido saludable utilizando Oncopression, para determinar si existia
alguna correlacion con la expresion de SUN2 en dicha neoplasia. A través de este
analisis in silico, solamente la expresion de TAS2R716 en meduloblastoma se
correlaciond con la expresion de SUN2, es decir, ambos se encuentran
incrementados en meduloblastoma en comparacion al tejido sin cancer. Sin
embargo, aun es necesario corroborar si la expresiéon de SUN2 tiene impacto sobre
la expresion de TAS2R y determinar las posibles consecuencias funcionales que
pudiera tener en meduloblastoma. No obstante, resulta relevante el hallazgo sobre
la identificacién de genes cuya expresién es afectada por los cambios de expresion
de SUN2, y que estos genes sean todo un campo abierto de investigacion en el

contexto del cancer (Figura 33).
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Acciones de SUN2 en meduloblastoma.

En este trabajo quedd pendiente el conocer las acciones moleculares que SUN2
puede tener en el contexto de meduloblastoma. Aunque hemos identificado genes
de la familia TAS2R que se afectan por SUN2 en meduloblastoma, la limitaciéon que
se presenta es que, tampoco se conoce la funcion de dichos receptores en este tipo
de cancer, generandose nuevas areas de oportunidad para ser investigadas. Sin
embargo, es importante mencionar, que se cuenta en la literatura con un estudio
previo, el cual buscaba identificar RNAmM modulados por miRNA221/222 en
meduloblastoma (Hsieh, et al. 2014). Los autores encontraron que el RNAm de SUN2
era un blanco de dichos miRNAs, los cuales al ser sobreexpresados en las células
DAOQY incrementaban su viabilidad, y el desarrollo tumoral en un modelo in vivo, en
comparacion con las células DAOY control (que no sobreexpresaban los
miRNA221/222). En concordancia con esto, los autores observaron que al
sobreexpresar SUN2 la viabilidad celular se reducia en las células DAQY. Los
resultados de este estudio sugieren que SUN2 actua como supresor tumoral en
meduloblastoma. En contraste, basados en nuestros datos, el incremento de SUN2
en meduloblastoma podria sugerir una actividad contraria, actuando como una
proteina pro-tumorigenica. Sin embargo, en el caso de nuestra investigacion, son
necesarios estudios funcionales, para demostrar qué acciones podria tener SUN2 en

el contexto de meduloblastoma.

Por otro lado, considerando que se ha demostrado la asociacion de SUN2 con las
proteinas SUN1, Nesprina, Lamina, SIRT1 y CRM-1, es probable que SUN2 participe
en el transporte molecular nucleo-citoplasmatico, empalme alternativo, en la
interaccién con moduladores de la cromatina, en la distribucion y organizacién de la
cromatina dentro del nucleo y en la mecanotransducciéon (Figueroa et, al. 2023), y
estos mecanismos podrian también estar asociados a SUN2 en medulablastoma. A
través de estos eventos moleculares, SUN2 podria tener un impacto en la expresion
geénica, repercutiendo en las respuestas celulares pro o anti- tumorigénicas. Por tal
motivo, se requieren mas estudios sobre las rutas moleculares asociadas a SUN2 en

contextos especificos, incluyendo el meduloblastoma.
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Células de meduloblastoma DAOY

Citoplasma Citoplasma
Envoltura nuclear Envoltura nuclear
TAS2R1
— = pase =  TAS2R4

TAS2R4
TAS2R13

il TAS2R16 Nl

Nicleo TAS2R16 Meleo

Figura 34. La expresion de SUNZ2 modifica la expresion de genes asociados a
receptores de la familia TAS2R. De lado izquierdo se observa la expresion de SUN2
que a su vez los genes TAS2R1, TAS2R4, TAS2R13 Y TAS2R16 se expresan. De
lado derecho cuando hay una disminucion de la expresion de SUN2 los genes
TAS2R1, TAS2R4, TAS2R13 Y TAS2R16 disminuyen su expresion.
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10. CONCLUSIONES

La expresion de SUN2 en neoplasias malignas es diferencial dependiendo del
tipo de tumor.

Particularmente en meduloblastoma, los niveles de SUN2 son mas altos que en
tejido normal.

Se identificaron genes regulados por la expresion de SUNZ2 en células de
meduloblastoma, los cuales mayoritariamente presentan una expresion
disminuida en células DAOY-siSUN2.

Los genes identificados que presentan una expresion disminuida en las células
DAQY-siSUN2 estan asociados con la transduccidon de sefiales, principalmente
con receptores de tipo GPCRs, dentro de los que se encuentran genes que
codifican para receptores del sabor de la familia TAS2R, tales como: TAS2R1,
TAS2R16, TAS2R4, y TAS2R13

De acuerdo a la investigacion bibliografica, los genes TAS2R extra-orales tienen
implicaciones en algunos tipos de cancer, pero la informacion es limitada a la
fecha. Por lo tanto, representan un campo abierto de estudio en el contexto del

meduloblastoma y su relacion con SUN2.
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11.PERSPECTIVAS

Partiendo de este estudio, es requerido evaluar las consecuencias de la reduccion
de los niveles de SUN2 sobre algunos sellos del cancer, entre ellos proliferacion,
migracion y la resistencia a la apoptosis, en el contexto del meduloblastoma.
También es importante, analizar el interactoma de SUN2 en los contextos de cancer,
considerando que el conocer sus patrones de interaccidén con otras proteinas podria
contribuir a entender sus mecanismos moleculares de accién.

Ademas, la caracterizacion del patron de expresion de los receptores de la familia de
TAS2R en diversos tipos de cancer, incluyendo el meduloblastoma, demanda
atencion. Del mismo modo, es necesario investigar las acciones de los TAS2R extra-
orales, para entender la posible conexién molecular y funcional con SUN2, asi como

su transcendencia en la progresion maligna, lo cual a la fecha es desconocido.
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ANEXO 1. Publicacion del articulo, SUN2: Una proteina de envoltura

nuclear con acciones supresoras de tumores.
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RESUMEN

SUN2 (por su nombre en inglés Sadl And UNCS84 Domain Containing 2) es

una proteina de envoltura nudear gue mantiene asociaciones con diversas PALABRAS
proteinas, Elmmuviendu una cc-n'!unil:ar_iﬁn entre el compartimento citopié;— CLAVE:
mico ¥ el nucleo celular. La proteina SUN2 se ha involucrado en la regulacion
de la expresion génica y en la inhibicion de la progresion de algunos SUMNZ,
carcinomas. En consecuencia, su desregulacion es reportada en el contexto carcinoma,
del cancer. Las investigaciones sugieren gue SUNZ participa en la regulacion envoltura
de la expresién génica actuando como un supresor tumoral, funcién gue se nuclear,
pierde en diferentes carcinomas. Esta revision presenta una descripcion del SUpresor
perfil de expresion y de las acciones de SUMN2 en algunos carcinomas, asi tumaoral
como también analiza su potencialided como una molécula para el
diagnodstico y la terapia de diversos tipos de cancer.
ABSTRACT
SUNZ (Sadl and UNCEB4 Domain Containing 2) is a nuclear envelope protein
that maintains associations with several proteins, promoting communication KEYWORDS:
between the cytoplasmic compartment and the cell nucleus. The SUN2
protein has been involved in the regulation of gene expression and the SUN_Z'
inhibition of the progression of some carcinomas. Conseguently, its EARCIIE,
deregulation is reported in the context of cancer. Scientific evidence suggests the nuclear
that SUNZ2 participates in the requlation of gene expression acting as a tumor envelope,
suppressor, a key function lost in different carcinomas. This review presents tumor
a description of the expression profile and actions of SUNZ in some FHpPressar
carcinomas, as well as a discusion of its potential as @ molecule for the
diagnosis and therapy of various types of cancer.
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