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RESUMEN

El proceso de implantacion placentaria depende de una minuciosa regulacion de la invasién
de la decidua materna por parte del subtipo celular denominado trofoblasto extravelloso,
la evasioén del sistema inmune de la madre y la remodelacién de la vasculatura local. Estos
y otros procesos hacen que la implantacién placentaria sea notablemente similar a la
invasion tumoral. Las células de cdncer deben su origen a una pérdida de la identidad celular
somatica acompainada del desarrollo de un fenotipo aberrante que se alcanza como
consecuencia de la reactivacidon de programas de desarrollo embrionario. Se cree que la
pérdida de la identidad celular, asi como la reactivacion de los programas de desarrollo se
deben en gran medida a una pérdida de la estabilidad gendmica, que a su vez depende del
panorama de metilacion a nivel gendmico. Se sabe que diversos estimulos extracelulares
son capaces de promover una remodelacidon del panorama de metilacién de células
somaticas tal que contribuye a una transicién maligna hacia un fenotipo altamente
proliferativo e invasivo, que se debe tanto a la activacidn estocastica de oncogenes, como
a un silenciamiento de genes supresores de tumores.

Utilizando la linea celular derivada de trofoblasto, HTR-8/SVneo, por su fenotipo
pseudomaligno y como modelo para el estudio de la biologia placentaria y de la progresién
tumoral, el propdsito de este trabajo fue analizar la respuesta funcional de la linea ante un
estimulo mitogénico con el péptido IGF2, y determinar cdmo esta respuesta se relaciona
con la variacién en el panorama de metilacion gendmico y la expresién de RNA mensajero.
A través de la interrogacién del panorama de metilacion gendmico y la actividad
transcripcional de la linea celular se identificaron variaciones que aparecen por efecto del
estimulo y que ocurren de manera simultdnea con un aumento de la actividad proliferativa,
migratoria e invasiva de la linea celular. Muchos de los genes comprometidos en estas
variaciones han sido descritos previamente en cancer y mas aun, hacen parte de vias de
sefializacion a través de las cuales podria estar procediendo el estimulo con IGF2 y que
ademas, son importantes para la adquisicidon de un fenotipo maligno en diversos tipos de
cancer. En conclusién, el péptido IGF2 tiene la capacidad de aumentar la actividad
proliferativa, migratoria e invasiva de la linea celular, y estos cambios ocurren de manera
paralela, y probablemente como consecuencia de alteraciones a nivel epigenético y
transcripcional.

PALABRAS CLAVE

Cancer, Sistema de sefializacidn IGF, Epigenética, Inestabilidad gendmica, Expresidn génica,
Transformacién maligna.



ABSTRACT

Effect of IGF2 on the DNA methylation landscape and the associated mRNA
expression in the cell line HTR-8/SVneo

The process of placental implantation depends on a thorough regulation of the invasion of
the maternal decidua by the cellular subtype known as extravillous trophoblast, invasion of
the maternal immune system and remodeling of the local vasculature. These and other
processes make the placental implantation remarkably similar to tumor invasion. Cancer
cells owe their origin to a loss of somatic cellular identity, accompanied by the development
of an aberrant phenotype achieved as a consequence of the stochastic reactivation of
embryonic development programs. It is believed that this loss of cellular identity, as well as
the reactivation of these programs is owed to a great extent to a loss of genomic stability,
which in turn depends on the DNA methylation landscape at the genomic level. It has been
observed that extracellular stimuli of diverse kinds are capable of promoting a remodeling
of the DNA methylation landscape in somatic cell such that it contributes to a malignant
transformation to a highly proliferative, migratory and invasive phenotype, which is owed
both to a stochastic activation of oncogenes and a silencing of tumor-repressor genes.

Using trophoblast-derived HTR-8/SVneo cell line because its pseudo malignant phenotype
and as model for the study of placental biology and tumor progression, the purpose of this
work was to analyze the functional response of the cell line as a response to a mitogenic
stimulus with IGF2, and to determine how this response is related to the variation of the
methylation landscape and the transcriptional activity of the cell line. Through interrogation
of the genomic methylation landscape and the transcriptional activity of the cell line, some
alterations were identified that appear as a consequence of the stimulus and that occur
simultaneously with an increase of the proliferative, migratory and invasive activity of the
cell line. Many of the genes compromised in these alterations have been previously
described in cancer and moreover, take part in signaling pathways through which the IGF2
stimulus could be proceeding and that are important for the acquisition of a malignant
phenotype in several types of cancer. In conclusion, IGF2 peptide has the capacity of
promoting the proliferative, migratory and invasive capacities of the cell line and these
changes happen simultaneously, and probably as a consequence of alterations at epigenetic
and transcriptional levels.

KEY WORDS

Cancer, IGF signaling system, epigenetics, genomic instability, genic expression, malignant
transformation.
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INTRODUCCION

En mamiferos, la funcidn de la placenta es primordial durante la embriogénesis y el
desarrollo. El funcionamiento de la placenta depende entre otros factores, de su correcto
crecimiento, ubicacion e implantacién en el tejido materno. En el tejido placentario, el
subtipo celular conocido como trofoblasto extravelloso (EVT), es el encargado de la invasion
de la decidua materna y de la remodelacién de su vasculatura, proceso que permite el
aumento de flujo sanguineo uteroplacentario hacia el embridn a través de la placenta (1,
2).

El linaje celular trofoblastico de primer trimestre presenta similitudes notables con el tejido
tumoral (3). Entre estas similitudes, las mas sobresalientes son la evasion del sistema
inmune del hospedero, la promocidn de la angiogénesis —en condiciones de hipoxia-, |a alta
capacidad proliferativa y el poder de invasién del tejido circundante.

Durante las ultimas décadas se ha considerado que el cancer surge a partir de una Unica
célula. De acuerdo con este modelo, conocido como el modelo clonal genético del cancer,
una serie de alteraciones genéticas que ocurren en tejidos somdaticos es responsable de la
seleccion clonal continua de las células cancerosas y de la heterogeneidad celular observada
en los tumores sélidos. Esta serie de alteraciones genotipicas y fenotipicas continuadas da
paso a la adquisicién de las caracteristicas tipicas del fenotipo tumoral, como proliferacion,
invasién, metdstasis y angiogénesis aumentada, entre otras. Este modelo ha sido
respaldado por el descubrimiento de los oncogenes y genes supresores de tumores, a cuya
activacion y represion aberrante respectivamente se les atribuye la aparicién de la
enfermedad. Sin embargo, el gran niumero de estos genes que se ha descrito sugiere que el
cancer es una enfermedad altamente compleja y que alteraciones en estos dos grupos de
genes podrian contribuir a la aparicién del cancer a través de diferentes mecanismos en los
tejidos, como de hecho se observa en la prdctica. Este modelo ademas ha permitido la
identificacion de mutaciones gatekeeper, mutaciones que son necesarias para la
adquisicion de las propiedades fundamentales en las primeras etapas de la progresion
tumoral como aquellas que ocurren en el gen APC en el cancer colorrectal (4) o VHL en el
carcinoma de células renales (5).

A pesar de los grandes avances logrados gracias a este modelo cldsico del cancer, se ha
observado que esta visidon tiene varias limitaciones. Por ejemplo, los cambios genéticos
relacionados con la progresién tumoral son, en muchos casos, inconsistentes; en el cancer
colorrectal, que es probablemente el ejemplo mejor estudiado de las alteraciones genéticas
en la progresién tumoral, no se han encontrado mutaciones suficientes para algunas etapas
especificas de la progresion tumoral ademas de la mutacidn gatekeeper en un inicio (6).



Se ha sugerido que para la progresion del cancer colorrectal se necesita no una, sino varias
alteraciones mutacionales secuenciales aunque el orden en la aparicion de estas
alteraciones parece no ser importante (7). Por otra parte, si se ha identificado cambios a
nivel transcripcional que podrian estar ligados con esta propiedad, en ausencia de
alteraciones en la secuencia del DNA (8).

Ha resultado dificil compatibilizar las observaciones acerca de la cinética tumoral con laidea
de multiples mutaciones seleccionadas clonalmente. Por un lado, la mayoria de los tumores
adultos requiere varios afios de exposicidn al estimulo para ser evidenciados en su forma
detectable mas temprana. A pesar de que el modelo de las mutaciones multiples
secuenciales podria explicar la progresion tumoral, no hay evidencia de una mutacién critica
ademas de la mutacién gatekeeper en las etapas mds tempranas de la aparicién de la
enfermedad, de manera que no habria una explicacién para la latencia prolongada de la
enfermedad. Asimismo, el modelo de las mutaciones multiples falla en explicar lo
prolongado de la progresién tumoral; el desarrollo de un tumor metastatico es un proceso
que ocurre en multiples etapas y que frecuentemente toma varios afios en completarse. Si
se necesitan afos para que aparezca el tumor, entonces también deberia tomar afios para
gue progrese, teniendo en cuenta que los tumores sdélidos no se dividen de forma
significativamente mas rdpida que las células normales (9).

Actualmente se considera que los mecanismos mutacionales no son el Unico camino que
podria conducir a la adquisicion del fenotipo canceroso; las alteraciones epigenéticas
(alteraciones heredables no basadas en la secuencia del DNA) son rutas alternativas para
lograr las alteraciones de la funcionalidad génica. Dichos mecanismos epigenéticos son
diversos e incluyen alteraciones en las modificaciones post traduccionales de las histonas,
alteraciones en la estructura de la cromatina, regulacién por parte de RNA no codificante y
de manera llamativa, alteraciones en el panorama de metilacién del DNA.

La metilacidon del DNA es un proceso enzimatico a través del cual un grupo metilo (CHs) es
enlazado de forma covalente a la posicién 5 de un residuo de citosina en el DNA, para
convertirlo en 5-metilcitosina (5mC) y asi modular la expresiéon génica mediante la
interaccidon con complejos proteicos remodeladores de la cromatina de acuerdo con los
estados de metilacién regionales. En mamiferos, este fenédmeno ocurre en palindromos
CpG, parejas simétricas de dinucledtidos de guanina-citosina. En la mayor parte de los
casos, cuando esta metilacidon ocurre sobre la region promotora del gen, el resultado es la
represién de la transcripcidn; sin embargo, cuando ocurre sobre la regidén codificante
(cuerpo del gen), aumenta la actividad transcripcional (10).



La metilacion del DNA esta involucrada en numerosos procesos, particularmente los
importantes durante el desarrollo embrionario como la impronta génica, la inactivacién del
cromosoma X y el silenciamiento de transposones (11). Algunas regiones del DNA
enriquecidas en sitios CpG denominadas islas CG (CGl) se encuentran frecuentemente en
superposicion con regiones promotoras, lo que sugiere que estan involucradas en la
regulacion transcripcional. Las CGls asociadas con regiones promotoras se encuentran en
su mayoria desprovistas de metilacion en células germinales y algunas de ellas se
encuentran metiladas de forma tejido-especifica en células somaticas.

La relacion entre la metilacién del DNA y la estructura de la cromatina ha sido estudiada ya
durante décadas (12, 13) y se sabe que el mantenimiento de los patrones de metilacion del
genoma es fundamental para mantener la identidad y funcién celular. El estado de la
metilacidon de la cromatina modula la accesibilidad de la maquinaria transcripcional y, en
consecuencia, la expresidon de los genes asociados. Como regla general, como una CGl
asociada a una regidon promotora estd metilada, la cromatina se encuentra en una
estructura condensada evitando la transcripcion. Cuando se encuentra demetilada, la
estructura de la cromatina es potencialmente accesible a los factores transcripcionales y a
la maquinaria de transcripcidn. El patrén de metilacion de CGls asociadas a promotores esta
minuciosamente controlado para asegurar que cada tipo celular tenga acceso a los
programas transcripcionales requeridos para llevar a cabo sus funciones especificas,
mientras al mismo tiempo se previene el acceso a otros programas transcripcionales no
relacionados con las funciones de ese tipo celular especifico.

La hipometilacién global es un factor que contribuye de manera importante a la
carcinogénesis humana a través de mecanismos como la activacion de oncogenes, la
reactivacion de transposones y el desencadenamiento de la inestabilidad cromosomal. Uno
de los primeros efectos de la hipometilacidn descritos en cancer fue la asociacién con la
activacion de oncogenes ras en cancer colorrectales. La asociacidn entre la hipometilacion
del DNA y la inestabilidad cromosomal ha sido confirmada en modelos in vivo y animales,
asi como en tejidos tumorales primarios (14). La hipometilacion global del DNA se refleja en
la demetilacion de repeticiones intercaladas, repeticiones en tdndem y transposones,
favoreciendo rearreglos a nivel cromosomal que resulten en un incremento en la pérdida
de heterocigosidad (LOH) después de la mitosis (15, 16). De forma interesante, se ha
observado que la hipometilacién aberrante del DNA puede conducir a diversas condiciones
incluyendo inestabilidad cromosdmica, insercién de oncogenes virales, activacién de genes
promotores del crecimiento como R-Ras y MAPSIN en cdncer gastrico, S-100 en cancer de
colon y MAGE en melanoma (17), y pérdida de la impronta (loss of imprinting, LOI) en
tumores (18).



Adicionalmente, se cree que la reactivacion de procesos especificos de desarrollo
embrionario en células con genomas inestables puede contribuir a la expansion tumoral y
la metastasis. Especificamente, la alteracion en el estado de la metilacién del DNA, causada
por diversos estimulos extracelulares, es uno de los causantes de la remodelacién de la
cromatina que conlleva al establecimiento de la arquitectura mads abierta presente en
células embrionarias (19). En la carcinogénesis, estados restrictivos de la cromatina pueden
bloguear el funcionamiento de programas supresores de tumores mientras que estados
permisivos tienen la potencialidad de permitir la activacidon estocastica de oncogenes,
ambos eventos favoreciendo la aparicién y el desarrollo tumoral. Un estudio realizado
recientemente encontré grandes semejanzas entre el panorama de metilacién del DNA del
linaje celular placentario encargado de invadir la decidua materna y las alteraciones de este
mecanismo epigenético en cancer, sugiriendo que la transicidon somatica hacia el cancer se
debe a la reactivacién de programas de desarrollo embrionario, producida por alteraciones
en la metilacién gendmica (20).

Por otro lado, son varios los circuitos moleculares implicados en la consecucion de las
propiedades proliferativas, invasivas y migratorias del trofoblasto extravelloso, que
también participan en la progresién tumoral de las células cancerosas, y que podrian estar
relacionados con las alteraciones en la estructura de la cromatina. Las similitudes incluyen
alteraciones en la regulacion de las moléculas de adhesidn, por ejemplo, la sobreexpresion
de los receptores de las integrinas alPf1 y avB3. También se conoce que la activacion del
eje fosfatidilinositol 3-kinasa PI3K/AKT es una caracteristica central de ambos tipos
celulares para alcanzar sus propiedades altamente proliferativas, invasivas y migratorias.

Varios ejes autocrinos y paracrinos como los del sistema del factor de crecimiento
epidermal (EGF)/receptor de EGF (EGFR), el factor de crecimiento de hepatocitos
(HGF)/receptor de HGF (HGFR), y el factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF)/receptor de VEGF (VEGFR) tienen un rol determinante en los procesos proliferativos
e invasivos. Se resalta el papel de los factores de crecimiento por ser la principal forma de
sefales extracelulares que determinan el destino celular (21, 22) y por ser ademas muy
importantes para la actividad proliferativa y la regulacién de los procesos relacionados
tanto en células tumorales como en tejido placentario. De entre estos sistemas se destaca
el sistema IGF (23, 24) que cumple un papel clave en el desarrollo y el cancer mediante la
regulacién de procesos celulares tan diversos y tan importantes como proliferacion,
apoptosis, diferenciacién, supervivencia, metabolismo y migracion.

El factor de crecimiento similar a la insulina tipo 2, IGF2, se considera como el factor mas
importante involucrado en la proliferacion de células placentarias y en la invasién de la



decidua materna durante el embarazo, siendo un regulador mayor del crecimiento
embrionario (25), y juega un papel clave en la proliferacién tumoral promoviendo la sintesis
de proteinas e inhibiendo la protedlisis (23). Varios estudios han encontrado una
correlacién entre altos niveles de IGF1 y -2 circundantes y mayores riesgos de cancer.

Se conoce que el gen de IGF2 estd sometido a un riguroso control epigenético a través del
mecanismo de impronta génica, que se encuentra frecuentemente alterado en cancer (26).
Es posible que una pérdida de la impronta de este gen durante la vida adulta de un
individuo, provocada por inestabilidad gendmica u otros desérdenes pueda conducir a una
sobreexpresion del ligando, lo que podria contribuir a la aparicion de la enfermedad.
Particularmente, la pérdida de impronta del gen de IGF2 resulta en su expresion bialélica
patoldgica observada en el tumor de Wilms (27), y esta relacionada con cdncer de eséfago,
de ovario y de vejiga (28—30) y con un mayor riesgo de cancer de colon (31).

HTR-8/SVneo es una linea celular transfectada derivada de trofoblasto humano de primer
trimestre que ha sido ampliamente usada como modelo de estudio para la progresion
tumoral y para la biologia placentaria (32, 33). Esta linea celular es derivada de células de
trofoblasto extravelloso y fue desarrollada a partir de un explante primario de placenta e
inmortalizada mediante transfeccidn con el antigeno T40 grande del virus del simio (34).
Por lo anterior y por su alta capacidad invasiva y proliferativa, consecuencia de su origen
celular placentario, esta linea es considerada como pseudomaligna, por presentar un
fenotipo que se caracteriza por ser susceptible a sefiales que promueven la proliferacién,
invasidn y angiogénesis y al mismo tiempo ser susceptible a sefiales de anti-crecimiento, lo
que la hace ideal para el estudio in vitro de los fendmenos que ocurren en la biologia
tumoral.

Como se ha descrito, han sido grandes los avances hechos en investigacion basica del cancer
y en especial en la identificacion de los cambios moleculares que subyacen la biologia
celular del cancer, particularmente los cambios a nivel de mutaciones somaticas como la
amplificacién HER2/NEU en cancer de seno, las mutaciones en el gen ERBB2 en el cancer de
pulmén, las mutaciones en EGFR en cancer de pulmén y el arreglo BCR-ABL en la leucemia
crénica mieloide, descubrimientos que han permitido su abordaje desde un punto de vista
terapéutico. Sin embargo, las aproximaciones principales al tratamiento de tumores sélidos
todavia implican el tratamiento con radiacién o medicamentos altamente citotoxicos.

De forma similar, los descubrimientos hechos en epigenética para determinar las
alteraciones no mutaciones que podrian estar contribuyendo a la aparicién de la
enfermedad también han sido numerosos e importantes, como la hipometilacién del DNA,



la hipoacetilacidn de la cromatina y los cambios en los patrones de metilacién de regiones
gendmicas como promotores y otros que determinan la estructura de la cromatina y con
ello, la actividad transcripcional de ciertas ubicaciones gendmicas. La hipometilacion global
del DNA, que conlleva a la inestabilidad gendmica global y a una mayor frecuencia tumoral
ha sido observada in vitro e in vivo en modelos murinos (35-37), asi como la activacion
especifica de oncogenes como Ras en cancer gastrico, y la ciclina D2 y MASPIN en cancer de
pancreas (38—-40). El silenciamiento de genes supresores de tumores esta asociado con la
hipermetilacion de regiones promotoras de estos genes y la hipoacetilacién de la cromatina,
que afecta genes como RB1, p16 (CDKN2A) VHL, MLH1, entre otros (41-44).

Ya que la implantacién placentaria es un proceso minuciosamente controlado y es ademas
modulado mediante un delicado balance entre la invasién del trofoblasto y la restriccién
del crecimiento celular, que los tejidos placentarios invasivos comparten numerosas
semejanzas con los tumores metastdasicos y que la desregulacidn epigenética del cancer se
asemeja al panorama epigenético placentario, es de gran importancia elucidar cuales son
las alteraciones epigenéticas subyacentes involucradas en la transformacién maligna de las
células cancerosas y determinar cual podria ser el papel de los factores de crecimiento,
particularmente IGF2, en estos procesos. Este entendimiento puede proporcionar nuevos
enfoques no sdélo del efecto de los factores de crecimiento sobre el control epigenético de
las propiedades invasivas sino también de su papel en la transicién maligna en multiples
tipos celulares. Asi, el propdsito del presente trabajo fue profundizar en la comprension de
la dindmica y del funcionamiento del control epigenético sobre una linea celular
pseudomaligna de origen placentario como modelo de frontera entre la funcion placentaria
controlada vy la alteracion cancerosa descontrolada. Ademads, determinar la correlacion -si
existe- entre las alteraciones a nivel epigenético con la actividad transcripcional y la
modificacidn del fenotipo celular que aparecen bajo estimulos con IGF2. La informacidn en
este trabajo es una contribucion al cuerpo de estudios requeridos en pro de determinar las
particularidades epigenéticas asociadas con el cancer y su patogénesis.

Como resultado este trabajo constituye la primera evidencia de la que tenemos noticia de
que el factor de crecimiento similar a la insulina tipo 2 — IGF2 es capaz de modular el
panorama de metilacién de una linea celular humana. Por otra parte, el andlisis realizado
nos permitié identificar varias funciones bioldgicas que podrian estar comprometidas en la
alteracion del metiloma y/o del transcriptoma. Muchos de los procesos que se identificaron
como afectados por el tratamiento hormonal pueden coincidir con los procesos afectados
en las primeras etapas de la transformacién maligna de las células cancerosas y que podrian
contribuir a la aparicién de la enfermedad, y pueden hacer parte de un conjunto mas grande
de alteraciones que constituyen la base del fenotipo canceroso.



OBJETIVOS

Objetivo principal

Evaluar los cambios en el panorama de la metilacién del genomay en la expresion de mRNA
de la linea celular HTR-8/SVneo que aparecen bajo estimulos con IGF2 y analizar su relacion
con la actividad proliferativa, migratoria e invasiva de la linea celular.

Objetivos especificos

1. Determinar genes que exhiben variaciones en su perfil de metilacién en respuesta a
estimulos con IGF2 en la linea celular HTR-8/SVneo.

2. Evaluar el efecto de estimulos con IGF2 en la expresidn de genes en la linea celular HTR-
8/SVneo.

3. Establecer la forma en la que la variacién en el perfil de metilacién del genoma inducida
por IGF2 se relaciona con la subsecuente alteracién de las propiedades invasivas,
proliferativas y migratorias de la linea celular HTR-8/SVneo.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Las células cancerosas muestran alteraciones notables en su epigenoma, entre ellas la
metilacion del DNA. Al respecto, las células cancerosas evidencian una hipometilacién
global del genoma con una hipermetilacién de regiones puntuales conocidas como islas CpG
y que frecuentemente coinciden con regiones promotoras que muchas veces resultan ser
de genes supresores de tumores (50). El estudio de las alteraciones en los patrones de
metilacion en cancer ha sido fructifero en campos como la identificacién de causas de la
enfermedad, el diagndstico a través de caracteristicas biomarcadoras y el disefio de
tratamientos correctivos que tienen targets epigenéticos.

El epigenoma celular constituye un andamiaje fundamental para la regulacién
espaciotemporal de la actividad transcripcional y la modulacion de los fenotipos celulares
mediante las modificaciones covalentes de histonas y acidos nucleicos y la estructuracion
de contactos de largo alcance entre regiones distantes del DNA. Cada vez son mas los
avances realizados en la comprensién de los fendmenos epigenéticos en multiples
funciones celulares y diversos tejidos, asi como en multiples enfermedades, incluyendo al
cancer. Junto con la metilacién del DNA, las modificaciones post traduccionales en las colas
de las histonas juegan un papel preponderante en la determinacion de la estructura de la
cromatina mediante la interaccién con complejos proteicos remodeladores de la cromatina,
para asi modular el acceso de la maquinaria de transcripcidn a ciertas ubicaciones
gendmicas de acuerdo con los tipos celulares especificos. Ademas, la regulacidn epigenética
a través de mecanismos de RNA no codificante juega un papel importante en la regulacién
de la expresidn a nivel gen y cromosoma, determinando la cantidad de transcritos que
alcanzan la etapa de traduccion.

Avances recientes en la epigenética del cancer

Recientemente se establecio que el RNA largo no codificante (IncRNA) LINC01419, a través
de regulacidn transcripcional epigenética, promueve la metilacién de la regiéon promotora
del gen ZIC1 inhibiendo asi su expresion, y activa la via de sefializacion PI3K/Akt,
promoviendo los fenotipos malignos de células de carcinoma hepatocelular in vitro e in vivo
(45). Por otro lado, se ha observado que la N-a-acetiltransferasa D (NatD), que se encarga
de la histona H4, reconocida por estar relacionada con los procesos de proliferacién celular,
promueve las propiedades migratorias e invasivas de células de cancer de pulmén a través
de la represion de la expresidon de Slug, un factor de transcripcién importante en la
transicién epitelial-mesenquimal. La sobreexpresién de NatD se correlaciona con la



expresion de Slug, probablemente a través de la modificacién de la arquitectura de la
cromatina, promoviendo los procesos de transicion epitelial-mesenquimal (EMT) y la
invasividad (46).

Yusufova et al. encontraron que la pérdida de la histona H1 se correlaciona con el desarrollo
de linfomas (47). La histona H1 es fundamental en la estructura de los nucleosomas ya que
permite su compactacién y estabilidad, aunque sus funciones bioldgicas no estan muy bien
determinadas (47). El estudio en mencién muestra que las alteraciones en la funcion de la
histona H1 tiene efectos drasticos sobre la arquitectura de la cromatina, que a su vez es
determinante de la actividad transcripcional modulando el acceso de la maquinaria de
transcripcién a diferentes regiones del genoma.

Particularmente, la transicion hacia un estado mas relajado de la cromatina permite la
activacion estocastica de genes relacionados con el potencial pluripotente celular y
conduciendo a la aparicion de poblaciones celulares con capacidades proliferativas y de
autorrenovacion aumentadas, conllevando a la aparicion de linfomas altamente
resistentes.

La importancia de la estructura de la cromatina en la aparicidén de leucemias es reforzada
por el hallazgo de que el gen aberrante fusionado denominado ZMYND11-MBTD1 (ZM),
frecuentemente observado en leucemias mieloides, se colocaliza con genes proleucémicos
como Hoxa, Meisl, Myb, Myc and Sox4 y recluta a un complejo acetilador de histonas para
asi mantener el estado permisivo de la estructura de la cromatina en estas ubicaciones (48).

Por otra parte, se identificd al RNA largo no codificante RMAS11 como promotor de la
metastasis del cancer colorrectal, como posible biomarcador de la enfermedad y como
blanco terapéutico para el tratamiento de la misma (49). Estos y otros hallazgos realizados
en el campo de la epigenética del cancer son importantes porque respaldan la hipdtesis de
gue la alteracion de mecanismos de regulacidon epigenética es suficiente para la
consecucion de los fenotipos malignos del cancer y que estas alteraciones son
independientes de alteraciones mutacionales en la secuencia del DNA.

Metilacion del DNA en cancer

Varios estudios han identificado una correlacién clara entre las alteraciones de los patrones
de metilacion del DNA y una remodelacion de la estructura de la cromatina que resulta en
una inestabilidad gendmica que conduce o podria conducir al cancer. Saghafinia et al.
identificaron alteraciones mutacionales que relacionan a miembros de la via WNT y factores
modificadores de la cromatina con alteraciones en la metilacién del DNA (51). AUn mas



interesante, se encontrd que las alteraciones genéticas y epigenéticas confluyen hacia la
alteracion de las mismas vias ejerciendo una influencia de mutua estimulacion vy
mantenimiento perpetuando asi la progresion maligna. Mas aun, la adquisicion del
panorama de metilaciéon caracteristico de las células cancerosas ha sido confirmado
multiples veces y la evidencia reciente apunta en esta direccién. Un estudio se valié de la
técnica CRISPR para identificar eventos causales de la aparicidon de cancer de préstata. De
manera sorprendente encontraron que las alteraciones en el panorama de metilacion del
DNA vy la ocurrencia de ciertos SNPs se combinan de forma sinérgica para lograr una
remodelacién de la estructura de la cromatina que resulta causal para el desarrollo de la
enfermedad (52).

Adicionalmente, Ando et al. evaluaron la estructura de la cromatina y las alteraciones de
metilacidn en regiones promotoras en un modelo de cancer oral y se confirmd en multiples
tipos de tumores, reforzando la idea de que existe un panorama epigenético comun en las
células de cancer que es consecuencia de la inestabilidad gendmica que a su vez puede ser
consecuencia de estimulos o desdrdenes metabdlicos (53).

La relacién entre el metabolismo de la metionina y la metilacidon del DNA es fundamental
ya que la S-adenosil-metionina (SAM) es la fuente primaria de los grupos metilo con los que
se modifica los residuos de citosina en los dinucledtidos CpG (54). Al respecto, algunos
estudios han identificado eventos metabdlicos que podrian estar relacionados con las
alteraciones epigenéticas que ocurren en las etapas tempranas de la aparicién del cancer;
un estudio reciente resalta la particular importancia de las alteraciones en el metabolismo
de la metionina en las modificaciones del metiloma observadas en las células cancerosas vy,
cuantifican la relacidn que existe entre las alteraciones epigenéticas y del metabolismo y
sus implicaciones clinicas (55).

Por su parte, otro estudio encontré que la metformina, medicamento usado para el
tratamiento de la diabetes, promueve la salud al ser un inhibidor de las metiltransferasas
dependientes de SAM y que esta inhibicidon ocurre en varios tipos de células cancerosas y
no cancerosas de manera que podria ser usado como regulador epigenético-metabdlico
para la regulacion de la maquinaria metabdlica directamente relacionada con la metilacion
del DNA (56). Desentranar el funcionamiento de las alteraciones epigenéticas que podrian
dar origen al cancer es de fundamental importancia para su comprensién y para prevenir la
aparicion de la enfermedad.

Respecto a las estrategias de diagnéstico basadas en las alteraciones del panorama de
metilacion del DNA, estudios recientes muestran que las propiedades fisicoquimicas del
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DNA, directamente dependientes de su estado de metilacidn, servirian para evaluar su
potencial como biomarcador en cancer (57). Especificamente, los investigadores
encontraron que el comportamiento polimérico del DNA se encuentra fuertemente
influenciado por el patrén de metilacidon de los sitios CpG y que estos cambios en las
propiedades fisicoquimicas (solvatacién, afinidad) permiten formular métodos para la
deteccion de biomarcadores de progresion tumoral basado en las propiedades
fisicoquimicas que surgen como consecuencia del estado de metilacion.

Disefiar estrategias terapéuticas para el tratamiento del cdncer ha sido de las tareas mas
retadoras a las que se ha enfrentado la humanidad. En este campo, a pesar de los
significativos avances hechos en la comprension de la biologia del cancer, los tratamientos
mas ampliamente utilizados se basan en el uso de moléculas citotdxicas o la irradiacion, lo
gue implica importantes consecuencias negativas a nivel sistémico para el paciente. Por su
parte, un avance revolucionario en nuestra era ha sido el desarrollo de la inmunoterapia,
aprobada para el tratamiento clinico de muchos tipos de cancer, tiene menos efectos
colaterales sobre la salud de los pacientes y ademas ha mostrado altas tasas de efectividad.
Sin embargo, el alto costo de los tratamientos y los riesgos asociados con las reacciones
adversas asociadas a sistemas inmunes sobre reactivos son algunas de las desventajas de la
estrategia. De forma alternativa o complementaria a las existentes, estan surgiendo las
terapias que abordan la enfermedad enfocdndose en las caracteristicas epigenéticas que
presentan las células cancerosas, y que el reciente entendimiento de la epigenética tumoral
ha permitido que sean mas sofisticadas y mas especializadas enfocandose especialmente
en la modulacién de la estructura de la cromatina en diferentes niveles, y esperanzadoras
por cuanto las modificaciones epigenéticas, al contrario de las mutaciones somaticas, son
reversibles.

Especificamente, para la modulacién de la metilacion del DNA, que como se ha mencionado
tiene una relacién estrecha con la estructura de la cromatina, la aproximacién mas popular
ha sido del desarrollo de inhibidores de las enzimas DNA-metiltransferasa (DNMTs). La
azacitidina y la decitabina han sido ampliamente usado para este fin desde mucho antes de
gue se reconociera la importancia y la complejidad de los patrones de metilacion en el
cancer y han sido usados para tal fin con un rango relativamente amplio de efectividad. Por
otra parte, dos medicamentos recientemente aprobados, el enasidenib y el evosidenib, que
tienen como blanco enzimas demetilantes del DNA, han mostrado su efectividad en
leucemias pero su efectividad en tumores soélidos esta por comprobarse (58, 59).
Finalmente, las terapias epigenéticas pueden ser usadas de forma complementaria a las
estrategias inmunoldgicas para lograr avances en el tratamiento del cancer (60).
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Los medicamentos disefiados para inhibir eventos epigenéticos se han enfocado en las
DNMTs pero también pueden ser usados para abordar otras enzimas, que en conjunto
pueden provocar cambios en el genoma de las células cancerosas a nivel de reactivacion de
transposones virales que estableceran un estado que mimetiza un entorno viral, lo que
resulta en una célula cancerosa mas susceptible de ser detectada por las células del sistema
inmune aumentando asi la efectividad de la inmunoterapia.

De manera sobresaliente, Bronchud y colaboradores identificaron similitudes epigenéticas
significativas entre tejidos placentarios y cancerosos del mismo paciente con cancer de
mama durante el embarazo (61). En este estudio, Bronchud y colaboradores utilizaron un
microarreglo mds novedoso que el mencionado anteriormente para el andlisis del metiloma
de tejidos sanos y cancerosos, el Infinium MethylationEPIC de Illumina. Este nuevo
microarreglo utiliza la misma tecnologia que el lllumina HumanMethylation 450K pero
determina mas de 850.000 sitios CpG en comparacién con los 450.000 que se podian
determinar con el modelo anterior. En general, los investigadores proponen la existencia
de un interruptor epigenético que controla los programas invasivos/evasivos en el tejido
placentario y que puede ser utilizado por las células cancerosas para alcanzar su fenotipo
maligno, principalmente con respecto a la modulaciéon del sistema inmune del hospedero.

Los resultados de Tai et al., muestran que el incremento de IGF2 en suero y la alteracién en
el estado de la metilacion en su correspondiente gen podrian ser usados como
biomarcadores para el diagndstico de carcinoma hepatocelular, y de manera especial, que
la metilacion del DNA podria ser un blanco terapéutico para el tratamiento de esta
condicién (62). Los investigadores determinaron el estado de metilacion del promotor del
gen IGF2 y la activacion transcripcional asociada en tejidos de higado de rata sometidos a
un tratamiento con 2-acetilaminofluoreno, un agente carcinogénico. Encontraron una
relacion clara entre la tasa de demetilacion de la regién gendmica y la condicién del tejido
(no canceroso, precanceroso y canceroso) y entre la expresiéon anormal de IGF2 y el grado
de diferenciacién, la invasién tumoral y HBV-DNA, asi como una correlacion negativa entre
el grado de metilacién del promotor P3 del gen IGF2 y la expresion de IGF2.

Epigenética de HTR-8/SVneo

Los avances realizados en la epigenética del fenotipo invasivo son numerosos y muestran la
complejidad del proceso, principalmente en cuanto a la regulacion de la expresidn génica
por parte de los mecanismos basados en RNAs no codificantes. Se descubrié que el

microRNA miR-92a-1-5p controla el fenotipo invasivo de la linea celular HTR-8/SVneo a
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través de la modulacién de la activacion de MAPK y FAS, que a su vez incrementa la
produccidén de las proteinas efectoras de la invasion MMP-2 y MMP-9, y que este fendmeno
ocurre en respuesta al tratamiento con factor de crecimiento epidermal (EGF) (63), un
estimulo extracelular conocido por constituir una sefial poderosa de diferenciacidn,
proliferaciéon e invasién celular en esta linea celular y en varios tipos de cancer (64, 65). Un
estudio similar refuerza la importancia de la regulacidén epigenética a través de miRNAs en
la linea celular HTR-8/SVneo mediante el hallazgo de la modulacién de la capacidad invasiva
de la linea celular a través de microRNA 145-5p. El efecto negativo que tiene el factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa) sobre la linea celular ocurre a través de la estimulacién de la
produccién de miRNA 145-5p, que su vez interactia de forma fisica con la regiéon no
codificante de Cyr61, que codifica para un factor de crecimiento que promueve la adhesion
de células epiteliales y que tiene un efecto estimulante sobre la capacidad invasiva de la
linea celular. De forma especialmente llamativa, se observé la interaccion del micro RNA
con una region regulatoria distante de la regién promotora pero que tiene efectos
importantes a nivel post transcripcional (66).

Smith et al.,, identificaron cambios en el perfil de metilacién de tejido embrionario
estimulado con el factor de crecimiento de fibroblastos 4 (FGF4) y con CHIR, un agonista de
WNT. Sorprendentemente, este cambio condujo a una nueva subpoblacién celular cuya
metilacidn se asemejo notablemente a la de tejido extraembrionario. El cambio en el perfil
de metilacién procede a través de las dos vias de sefializacidon que estan involucradas en
varios procesos celulares corriente abajo y frecuentemente desregulados en cancer (20).
Especificamente, la sensibilidad a FGF ocurre a través de la sefializacion RAS/MAPK/ERK que
tiene un potencial oncogénico extensivo y roles putativos en el establecimiento del
metiloma canceroso.

El presente trabajo se enmarca en el cuerpo de contribuciones para la elucidacién de los
primeros eventos en la aparicién de cancer en cuanto busca ayudar a describir algunas de
las primeras alteraciones epigenéticas que ocurren en la adquisicién del fenotipo maligno y
sus implicaciones tanto en los eventos de implantacién placentaria como de progresion
tumoral.
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METODOLOGIA

Este trabajo se planted como un estudio exploratorio para determinar los cambios en el
panorama de metilacién en la linea celular HTR-8/SVneo como modelo de progresion
tumoral temprana bajo estimulos con el factor de crecimiento similar a la insulina tipo 2,
relacionar estos cambios con alteraciones en la actividad transcripcional de la linea celular
e interpretar las implicaciones biolégicas de los eventos observados.

Para cumplir los objetivos planteados se recurrid a técnicas de interrogacién de cambios a
nivel de genoma para asociar diferentes caracteristicas, de manera que este estudio puede
ser catalogado como un estudio de asociacion epigendmica, EWAS, por sus siglas en inglés.
La linea celular HTR-8/SVneo se sometid a estimulos con el péptido IGF2. El metiloma de las
células estimuladas se interrogd mediante una tecnologia de hibridacién con sondas en un
microarreglo desarrollada por Illumina. Asimismo, el cambio en la actividad transcripcional
de las células estimuladas se evalué mediante la secuenciacién de todo el transcriptoma.
Para ello, el mRNA se enriquecié, amplific6 y secuenci6 mediante la tecnologia de
secuenciacion de lllumina, que permite detectar y secuenciar el mRNA. Un andlisis
computacional de los dos sets de datos permitié encontrar cambios significativos en el
metilomay en el transcriptoma, que aparecieron luego del tratamiento con el péptido IGF2.
Con esta informacion se realizd un analisis de los genes que comparten alteraciones en los
dos frentes y de rutas bioldgicas que resultan implicadas por el estimulo y a través de las
cuales se podria estar adquiriendo el fenotipo observado en la linea celular.

En detalle, la linea celular se cultivé en condiciones basales y bajo tratamiento con el
péptido IGF2 a una concentracion de 10 nM, esta ultima se denomind condicién de
estimulo. Los cambios en la actividad transcripcional de la linea celular se evaluaron en los
tiempos de 0, 24 y 48h, mediante RNAseq comparando el tratamiento hormonal con las
condiciones control. De manera similar, los cambios en panorama de metilacién de la linea
celular se evaluaron comparando la condicion estimulada con la condicion basal a los
tiempos de 0, 12, 24 y 48h mediante la tecnologia Infinium MethylationEPIC de lllumina.
Asimismo, los cambios en el fenotipo funcional de la linea celular promovidos por el
estimulo se determinaron evaluando la actividad proliferativa, migratoria e invasiva.
Finalmente, se contrastaron los datos de metilacién y expresion diferencial de la linea
celular con el fin de, mediante un analisis de anotacién bioldgica funcional, proponer las
posibles implicaciones de estos hallazgos a nivel de fenotipo.
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Figura 1. Aproximacion experimental para evaluar el efecto del IGF2 en el panorama de metilacion
del DNA y expresion génica en la linea HTR-8/SVneo.

Cultivo celular

La linea celular HTR-8/SVneo (ATCC® CRL-3271™) se cultivd en medio Dubelco’s Modified
Eagle’s Medium DMEM (Gibco, Invitrogen, Grand Island, NY) suplementado con suero fetal
bovino (SFB) al 10% (Gibco, Invitrogen, Grand Island, NY) hasta alcanzar una confluencia del
80%. Durante el mantenimiento del cultivo celular y los diversos ensayos la linea celular se
mantuvo a 37°C en atmdsfera hiumeda y CO; al 5%.
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Estimulo

Para determinar el efecto del péptido IGF2 sobre las propiedades de la linea HTR-8/SVneo,
las células se privaron de suero fetal bovino durante 4 horas, al cabo de las cuales se aplicd
el estimulo con IGF2 a una concentracion de 10 nM (Figura 1). Las células se cultivaron
durante 0, 12, 24 y 48 horas en medio DMEM con albumina sérica bovina (BSA) al 1% con
(condicién estimulada) o sin IGF2 (condicidon control). La concentracion de IGF2 se
selecciond con base en estudios preliminares realizados en el grupo de investigacion, en los
que se evidencia respuesta fisioldgica del cultivo HTR-8/SVneo y otros estudios en los que
evaluaron los niveles biodisponibles del péptido en pacientes con diferentes tipos de
cancer. La concentracidn se encuentra cerca al limite superior del rango descrito (2-10 nM)
(67-72). Los tiempos de estimulo se seleccionaron con base en estudios realizados
previamente por nuestro grupo de investigacion (73—75) y por otros investigadores (76, 77).
En estos tiempos se ha observado respuesta fisioldgica de células de trofoblasto humano
bajo estimulos con IGF2.

Extraccion de DNA genémico y RNA total

EI DNA gendmico y el RNA total se extrajeron del cultivo celular de HTR-8/SVneo usando los
kits QlAamp DNA Mini kit (Qiagen, Hilden, Alemania) y QlAgen RNAeasy Mini kit (Qiagen,
Hilden, Alemania) respectivamente, de acuerdo con las indicaciones del fabricante. La
cantidad y la calidad del DNA gendmico y del RNA se estimaron con Nanodrop (Thermo
Scientific™) y mediante electroforesis horizontal en gel de agarosa. La relacién 260/280
estuvo entre 1,71 y 1,88 para todas las muestras de DNA y entre 1,89 y 2.02 para las
muestras de RNA. Los patrones de migracion en los geles de agarosa no evidenciaron
degradacion en ninguno de los dos grupos de muestras. Para las muestras de RNA, la
integridad se estimé mediante la determinacién del nimero RIN (78), que, en todas las
muestras, fue superior a 7,4.

RNAseq

El analisis de la expresidn global de mRNA se realizé mediante RNAseq. La secuenciacion se
realizd por triplicado para cada una de 6 muestras (18 muestras en total). Luego de la
verificacidn de la calidad de las muestras de RNA total, el mMRNA se enriquecié usando perlas
de oligo dT. Luego, el mRNA se fragmenté de forma aleatoria usando un buffer de
fragmentacion, enseguida se sintetizé el cDNA usando el mRNA enriquecido como plantilla
y primers hexaméricos aleatorios. Posteriormente, se adicionaron dNTPs, second-strand
synthesis buffer (Illumina), RNAasa H y DNA polimerasa | para proceder con la sintesis de
segunda hembra (second-strand synthesis). Luego de ligacién A y ligacién de secuencias
adaptadoras especificas, la libreria de cDNA se completd mediante una filtracién por
tamafio y un enriguecimiento mediante PCR.
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El control de calidad al que se sometié la libreria final consistié en tres pasos:

1) La concentracion de la libreria se determiné por fluorometria en el equipo Qubit 2.0.
2) El tamario de los insertos se determind en el equipo Agilent 2100.

3) La concentracién efectiva de la libreria se cuantifico mediante qPCR.

Las librerias cualificadas se unificaron de acuerdo con la concentracién efectiva y a la
cantidad requerida y usadas como input para la secuenciacion en la plataforma Illumina
Hiseq2500. Esta tecnologia de secuenciacion denominada secuenciacidon por sintesis
(Sequencing By Synthesis, SBS) es una estrategia de secuenciacion de proxima generacién
(Next Generation Sequencing, NGS) que detecta bases individuales a medida que van siendo
incorporadas a hebras de DNA en elongacidon, con base en una plantilla complementaria.
Para ello, un marcador fluorescente reversible es escaneado cada vez que se incorpora un
nucledtido, y luego removido para permitir la incorporacién del siguiente nucledtido.
Siendo que en el momento de la incorporacién los cuatro tipos de nucledtidos estan
presentes en el medio, se minimiza el sesgo por incorporacion.

Los datos en formato FASTQ obtenidos en la etapa de secuenciacién se analizaron usando
el protocolo de analisis RASflow (RNA-Seq Analysis Snakemake Workflow) escrito en Python
y basado en snakemake (79). Este protocolo permitié ejecutar todas las etapas del analisis
de los datos de secuenciacién desde la verificacidon del control de calidad, pasando por el
alineamiento, hasta la cuantificacion y el andlisis de la expresion diferencial. El protocolo
comenzé con la evaluacion de la calidad de los reads generados en la etapa de
secuenciacion mediante la herramienta FASTQC (80). Luego de evaluar la calidad de los
reads, el usuario tiene la potestad de decidir si someterlos a un proceso de trimming, de
ser necesario es realizado con la herramienta TrimGalore (81). Luego de esta segunda etapa,
la calidad de los reads se evaludé nuevamente para verificar su mejora y se procedié con los
maodulos de analisis. Estos consisten en alineamiento, cuantificacidn y analisis de expresion
diferencial. El alineamiento se realizd contra el transcriptoma humano, de acuerdo con las
recomendaciones del disefiador del protocolo (79), mediante la herramienta Salmon (82),
gue ademas cuantificé los transcritos. Finalmente, el protocolo contempld la realizacién de
un analisis de expresion diferencial, comparando control versus estimulo, que se realizd con
la herramienta DeSeq2 (83), que provee una lista de los genes diferencialmente expresados
(debajo de un valor predefinido FDR < 0,05).

Evaluacion de los niveles de 5mC
El contenido de 5mC en las muestras de DNA gendmico (gDNA) se determind mediante
inmunodeteccion usando el kit MethylFlash Global DNA methylation (5-mC) ELISA easy kit
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(Epigentek Group; Farmingdale, NY, USA), de acuerdo con las indicaciones del fabricante.
Brevemente, 100 ng de DNA gendmico se sometieron al tratamiento y la fraccion de DNA
metilado se detectd en una configuracion de captura-inmunodeteccién basada en la lectura
del valor de absorbancia a 450 nm en un lector de microplacas modelo 680 (Bio-Rad
Laboratories Inc.; Hercules, CA, USA).

Analisis de metilacion de DNA gendmico

El andlisis de metilacién se realizdé usando la tecnologia Infinium MethylationEPIC de
lllumina (84, 85). Un total de 500 ng de DNA gendmico del cultivo celular de HTR-8/SVneo
sometido a condiciones sin tratamiento (control) o tratado con IGF2 10 nM a diversos
tiempos, se traté con bisulfito usando el EZ DNA methylation kit (Zymo Research
Corporation, Irvin, CA, USA) de acuerdo con las indicaciones del fabricante. La metilacidn
del DNA se analizé usando el microarreglo Infinium Human MethylationEPIC BeadChip
(Mumina, San Diego, CA, USA), que contiene 866.836 sondas anotadas a diferentes regiones
gendmicas dependiendo de su ubicacion relativa con respecto a un gen o a una isla CpG
para interrogar la metilacién de sitios CpG (85).

El DNA convertido con bisulfito se usd para realizar el andlisis de metilacién con el ensayo
Infinium de acuerdo con el protocolo estandar Infinium HD Assay Methylation Protocol
(Part # 15019510, Illumina). A continuacién, el microarreglo se escaned en el equipo
[llumina iScan. Los valores crudos de intensidad de metilacién (IDAT) para cada sitio CpG,
gue son representados como valores B se calcularon usando el médulo de metilacién del
software lllumina GenomeStudio 2.0. Los valores B se calcularon asi:

M

B= ot +100

Donde:

U = Intensidad de la sonda no metilada
M = Intensidad de la sonda metilada

Los datos IDAT crudos obtenidos en el ensayo con el microarreglo MethylationEPIC se
analizaron usando el software GenomeStudio® y el protocolo de andlisis RnBeads 2.0,
escrito en R (version 3.2.1) (86). Este protocolo permite realizar todas las etapas de andlisis
de los datos IDAT obtenidos en la etapa de hibridacion, desde la normalizacién y el
procesamiento hasta la identificacion de sitios y regiones diferencialmente metilados.
Todas las muestras superaron los criterios de control de calidad de GenomeStudio® basados
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en sondas control integradas en el microarreglo para verificar la calidad de la tincion,
hibridacién, extensidn y especificidad, y mostraron una alta eficiencia de conversion con
bisulfito, con intensidades de sefial por encima de 4000 (87). Tanto el microarreglo Infinium
Human MethylationEPIC como su predecesor, el microarreglo Human Methylation450K se
ha reportado que tienen sondas con reactividad cruzada, estas son sondas que han
resultado alinear con mas de una ubicacion gendmica y que pueden dar falsos positivos de
hibridacién por este motivo (88).

En nuestro andlisis, todas estas sondas se removieron durante la etapa de control de calidad
y, por lo tanto, excluidas de analisis posteriores. Estas etapas de control de calidad se
aplicaron para minimizar los errores y remover las sefiales de baja calidad. Se incluyeron
correcciones de background y normalizacién por intensidad de tincién. Todas aquellas
sondas con un p-valor de deteccidn superior a 0.05 se excluyeron de los analisis posteriores.
La correccidén por background se realizd sustrayendo la media del valor M de las 600 sondas
control negativas y los datos de metilacion se normalizaron mediante el método BMIQ
(beta-mixture quantile nomalization method) (89).

Después de las etapas de control de calidad, se obtuvieron datos de metilacion del DNA
correspondientes a 805158 sondas. A continuacién, los valores beta se convirtieron a
valores M, que tienen mejores atributos estadisticos, para los analisis bioinformaticos y
estadisticos posteriores (90):

M = log?2 (%)

Finalmente, la determinacién de las sondas que presentaron metilacién diferencial entre la
muestra control y la muestra tratada con IGF2 se realizé de forma pareada a través de un
modelo de regresién lineal usando la herramienta Limma (91) y los valores M, que se
ajustaron utilizando un valor umbral de beta absoluto superior a 0.2, es decir, un cambio en
el estado de metilacién superior al 20%. Dado que los valores beta son mas faciles de
interpretar biolégicamente que los valores M, éstos se reconvirtieron a valores beta para
describir los resultados de la metilacién del DNA. La anotacién de los genes asociados a
cada sitio CpG se realizé usando el documento “MethylationEPIC manifiest file” de lllumina
(92).

Anotacidn bioldgica funcional

Los genes identificados como diferencialmente expresados y/o metilados se sometieron a
una anotacién bioldgica funcional mediante la herramienta online Enrichr (consultada el 27
de julio y el 20 de noviembre de 2020 y entre el 5 y el 8 de febrero de 2021). Para este
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analisis, los cddigos ID de Ensembl de los correspondientes genes se usaron como
identificador y el genoma humano de referencia (RefSeq GRCh38.p13) se usé como
referencia. Enrichr (93) es una herramienta online que permite la anotacién bioldgica
funcional de listas de genes de cualquier tamafio. Esta herramienta integra el conocimiento
provisto por numerosos proyectos de anotacién biolégica de alta calidad para proveer
informacidn sintetizada acerca de listas de genes mamiferos. Particularmente, el propdsito
en su diseiio fue integrar el mayor niumero posible de proyectos, permitiendo ejecutar
simultdneamente los cdlculos de significancia estadistica para las listas de genes sometidas,
y proveyendo herramientas altamente ajustables para la visualizacion de la calidad y la
pertinencia de los resultados. Asimismo, usamos las bases de datos KEGG para la anotacion
de las vias bioldgicas enriquecidas con nuestros sets de genes, y las bases de datos Gene
Ontology (GO) para la anotacion biolégica funcional de los procesos biolégicos, funciones
moleculares y componentes celulares derivados de ellos.

Ensayos de actividad biolégica

Los ensayos de actividad bioldgica se plantearon para evaluar el cambio en las actividades
proliferativa, invasiva y migratoria de las células estimuladas con IGF2 con respecto a la
condicidn control sin estimulo y asi determinar su relacidn con los cambios a nivel de
metilacion del DNA y actividad transcripcional promovidos por el estimulo.

Ensayo de proliferacion celular

La capacidad mitogénica del péptido IGF2 ha sido ampliamente estudiada y es bien conocida
en lineas celulares sanas y cancerosas. Para evaluar esta capacidad del péptido IGF2 sobre
la linea celular HTR-8/SVneo, se sembraron 5x103 células por pozo en una placa de 96 pozos.
Una vez se adhirieron las células y luego de una deplecion de suero fetal bovino durante 4
horas, se colocaron los estimulos en medio DMEM, BSA 1% para la condicidn control y BSA
1% + IGF2 10 nM para el tratamiento. Las células se cultivaron durante 48 horas. El nimero
de células en cada tratamiento se determiné mediante la tincién de los nucleos con una
solucion de Hoechst 33342 en una dilucidon 1:5000 en PBS, se incubd durante 15 minutos en
oscuridad, se retiré el exceso de reactivo y finalmente se contaron las células en un
microscopio de fluorescencia EVOS M5000 (ThermoFisher Scientific, Inc., Waltham, MA,
USA) usando la herramienta de conteo incluida en el software del equipo. Cada tratamiento
se evalud por triplicado y el experimento se realizo tres veces.

Ensayos de migracion celular

En una placa de 12 pozos se sembraron ~2x10° células y se cultivaron hasta alcanzar su
crecimiento en monocapa. Luego, se utilizé una punta de micropipeta de 200 uL estéril para
rasgar una herida lineal en cada monocapa. Las células despegadas se removieron lavando
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con 1 mL de PBS. Luego, se adiciond nuevo medio DMEM con los tratamientos
correspondientes (BSA 1% y BSA 1% + IGF2 10 nM) y se tomaron imagenes fotograficas para
monitorear el cierre de la herida durante 48 horas usando un microscopio Leica DM IL (Leica
Microsystems, Wetzlar, Alemania). El analisis de las imagenes se realizd usando el software
TScratch (v 1.0) (94), que calcula el area de la herida abierta para cada imagen tomada. El
porcentaje de drea de herida se graficd para cada tratamiento a lo largo del tiempo. Cada
valor se presenta como la media del porcentaje de herida abierta calculada con el registro
de 10 imdagenes. El experimento se replico tres veces.

Ensayos de invasidon celular

Para este ensayo se determind el numero de células invasivas que lograban llegar a la
membrana de una camara Transwell (Costar) después de atravesar una matriz proteica
sintética. El tamano de los poros de la membrana de las cdmaras Transwell fue 8 um. La
membrana de la cdmara superior se recubrié con 50 uL de Geltrex™ (Geltrex™ LDEV-Free
Reduced Growth Factor Basement Membrane Matrix, Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc,
Waltham, MA, USA) de acuerdo con las indicaciones del fabricante, y se incubé durante 60
minutos a 37°C. Luego de la solidificacion, 100 uL de la suspension celular en medio DMEM,
equivalente a 2x10° células se depositaron en la cdmara superior. En la cdmara inferior se
colocd 500 pL de medio con el correspondiente estimulo de IGF2 10 nM o medio basal.
Luego de 24 horas, se removieron las células de la parte superior de la membrana, se
hicieron lavados con PBS para remover las células no invasivas. Las células que quedaron en
la membrana se fijaron con paraformaldehido al 4% y se tifileron con una solucién de
Hoechst 33342 en una dilucidon 1:5000 en PBS, se incubd durante 15 minutos en oscuridad,
se retird el exceso de reactivo y finalmente se contaron las células en un microscopio de
fluorescencia EVOS M5000 (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) usando la
herramienta de conteo incluida en el software del equipo. Los nucleos de las células
invasivas se contaron en cada uno de tres pozos por tratamiento y el experimento se realizé
por duplicado.

Tratamiento estadistico y analisis de los datos

Todos los valores son presentados como la media de las réplicas correspondientes en cada
procedimiento + desviacidon estandar (SD), a menos que se indique lo contrario. El nivel de
significancia se calculé mediante test de comparaciones multiples o test estadisticos para
sets de datos no paramétricos segun correspondiera en cada caso. Un valor de p-value <
0,05 se considerd como estadisticamente significativo. Para los analisis se utilizé el software
estadistico Prism® GraphPad.
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AUMENTO DE LA ACTIVIDAD PROLIFERATIVA, MIGRATORIA E INVASIVA DE LA LINEA
CELULAR EN RESPUESTA AL ESTIMULO CON IGF2

Para investigar la respuesta fisioldgica de la linea celular HTR-8/SVneo al estimulo con IGF2,
se determind la variacién en la actividad proliferativa, migratoria e invasiva de las células
cultivadas bajo condiciones control o bajo estimulo hormonal de IGF2 durante diferentes
tiempos. Estas tres propiedades celulares son fundamentales tanto para la adquisicion del
fenotipo maligno caracteristico de los tumores como para la implantacién de la placenta en
el embarazo.
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Figura 2. Efecto de IGF2 sobre la actividad proliferativa de la linea celular HTR-8/SVneo. El nimero
de células HTR-8/SVneo en cultivo con o sin IGF2 se siguieron por tincion con Hoescht 33342° desde
el inicio del estimulo y hasta 72 horas. Arriba: Imagenes representativas de nucleos registrados
para cada tiempo (A =0h, B=12h, C=24h y D = 48h). lzquierda: NUmero de nucleos contados para
cada condicién a cada tiempo. Derecha: Fold-change del nimero de nucleos en el cultivo celular
contados en cada tiempo de tratamiento relativo a cada tratamiento a Oh. Los datos se presentan
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como el promedio de tres réplicas en tres experimentos independientes £ SD (n=3) . IGF2 vs Control
(*=p<0,05).

Respecto a la actividad proliferativa, encontramos un aumento significativo en el nimero
de células en respuesta a la adicion de IGF2 mostrado como el fold-change (tasa de cambio)
con respecto al tratamiento control sin estimulo en todos los tiempos evaluados (Figura 2).

Posteriormente se evalud el efecto del estimulo hormonal sobre la actividad migratoria de
la célula mediante ensayos de cierre de la herida midiendo el porcentaje de superficie de la
herida abierta, tomando como 100% el area de la herida al inicio del experimento (Figura
3). Se encontrd que el tratamiento con IGF2 promueve un cierre de la herida 4 veces mas
rapido en comparacion con el tratamiento control; a las 72h de tratamiento, la diferencia
en el porcentaje de cierre de herida es 75%.

Teniendo en cuenta esta medida de migracién celular se procedid, como se describid
previamente, a determinar la proporcion de células invasivas o que lograban atravesar una
capa de Geltrex® y depositarse en la membrana de un sistema Transwell. Se encontré que
el nimero de células estimuladas con IGF2 que invadieron la membrana fue 3,03 veces
mayor a las que invadieron en la condicidn control (Figura 4).

En los tres casos, se encontrd que el estimulo con el péptido promovié un aumento en la
actividad de las propiedades funcionales (proliferacidn, migracién e invasién) de la célula,
propiedades que en conjunto constituyen la base del fenotipo maligno altamente
proliferativo e invasivo de las células metastaticas. IGF2 es reconocido por ser un agente
mitdgeno poderoso en esta linea celular y en varios subtipos celulares incluyendo diferentes
tumores, de manera que el aumento en las actividades de las propiedades funcionales de
la linea celular que aparecen por efecto de la estimulacién con IGF2 concuerda con los
reportes hechos previamente (95, 96) y corresponde con una progresién hacia el fenotipo
invasivo que exhiben los tumores metastaticos.
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Figura 3. Efecto de IGF2 sobre la actividad migratoria de la linea celular de HTR-8/SVneo.

Se realizé una herida sobre una monocapa de células HTR-8/SVneo a confluencia y se monitore¢ el
cierre de ésta en los tiempos indicados tras incubacion con IGF2 10 nM o en condiciones control.
Arriba: Imagenes representativas de la secuencia del cierre de la herida para el tratamiento control
(Izquierda) e IGF2 10 mM (Derecha) (A = 0h, B = 12h, C = 24h y D = 48h). Abajo: Porcentaje de area
de la herida abierta para cada tiempo evaluado. El drea de la herida a tiempo 0 se tomé como 100%.
Los datos se presentan como la media * SD del porcentaje de herida abierta determinado con 10
campos (n = 30). (IGF2 vs Control * = p < 0,05)
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Figura 4. Efecto de IGF2 sobre la actividad invasiva de la linea celular HTR-8/SVneo. La capacidad
del péptido IGF2 para promover la actividad invasiva de la linea celular HTR-8/SVneo se determind
a 24 horas, usando una concentracién de péptido de 10 nM. lIzquierda: imagenes representativas
del nimero de células invasivas para cada tratamiento (A = Control, B = IGF2 10 nM). El nimero de
células invasivas (C) se determiné contando los nucleos tefiidos con Hoescht 33342® de las células
que invadieron a través de una capa de Geltrex®. Los datos se presentan como la media del nimero
de células invasivas + SD (n = 6). IGF2 vs Control (* = p < 0,05)

IGF2 influye sobre la expresion de mRNA en las células HTR-8/SVneo

El impacto que tiene el estimulo hormonal sobre la actividad transcripcional de la linea
celular pudo observarse con los datos de expresion de mRNA obtenidos por RNAseq de
células en cultivo bajo condiciones control o bajo condiciones estimulo. Los datos en esta
etapa permitieron identificar varios genes que se expresaron diferencialmente en células
de trofoblasto estimuladas con IGF2 en comparacién con la condicién control (Tabla
suplementaria S1). La correccion por testeo multiple usando un FDR predeterminado por
debajo del 5% (valor q < 0.05) permitio identificar 170 genes diferencialmente expresados
a las 24h, mientras se identificaron 172 genes a las 48h.

El enriguecimiento de los genes identificados como diferencialmente expresados en la linea
celular HTR-8/SVneo estimulada con IGF2, se realizd con un analisis de rutas bioldgicas en
la base de datos KEGG usando la herramienta online de busqueda y enriquecimiento
Enrichr. Estos analisis de rutas bioldgicas incluyeron la lista de todos los genes
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diferencialmente expresados o dividiendo este conjunto de genes entre regulados a la alta
y regulados a la baja (Tablas suplementarias S2 y S3). Una seleccion de las rutas bioldgicas
enriquecidas con cada grupo de genes se presenta en las figuras 5 y 6 para el estimulo
realizado a las 24h y a las 48h, respectivamente. Esta seleccidn se realizd teniendo en cuenta
la pertinencia de los términos, y se incluyeron aquellos términos que se repetian a 24 y 48h.
De esta lista de rutas bioldgicas es importante resaltar especialmente que los términos
“Human papillomavirus infection” y “citokine-citokine receptor interaction” resultan
enriquecidos tanto a 24 h como a 48 h con los correspondientes genes expresados a la baja
para cada tiempo. De manera igualmente llamativa, las vias “Chemokine signalling
pathway”, “Insulin signalling pathway”, “relaxin signalling pathway” 'y “Human
papilomavirus infection” aparecen como enriquecidas tanto a 24 como a 48h con los genes
expresados al alta en cada tiempo.

Adicionalmente, de las vias bioldgicas enriquecidas con la lista total de genes
diferencialmente expresados, aparecen tanto a 24 h como a 48 h los términos “Cytokine-
cytokine receptor interaction”, “Human papilloma virus infection”, “Neurotrophin signalling
pathway” e “Insulin signalling pathway”. Lo anterior sugiere que a pesar de que el estimulo
no promueve el establecimiento de un perfil de expresion claramente definido y que se
mantenga estable a lo largo del tiempo, si logra involucrar algunos sistemas celulares
comunes a lo largo del tiempo. La figura 7 muestra estos perfiles de expresiéon de una forma
mas clara, en las rutas en comun enriquecidas a 24 y a 48h para todos los genes
diferencialmente expresados. De estas graficas se aprecia la alteracién de los niveles de
expresion de los genes miembros en cada via bioldgica comprometida. Finalmente, la figura
8 muestra los genes cuya expresion resulté mas alterada para cada tiempo y en total para
los dos tiempos de estimulo.
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Figura 5. Seleccion de rutas bioldgicas enriquecidas con los sets de genes diferencialmente
expresados en la linea celular HTR-8/SVneo estimulada con IGF2 durante 24h. A) Rutas
enriquecidas usando todos los genes diferencialmente expresados a 24 h, B) Solamente genes
expresados al alta y C) genes expresados a la baja.

27



A 48h Total

>hosphatidylinositol signaling system
Hippo signaling pathway

Glioma

Breast cancer

Inositol phosphate metabolism
Insulin signaling pathway
Cytokine-cytokine receptor interaction
Relaxin signaling pathway
Neurotrophin signaling pathway
Notch signaling pathway

Human papillomavirus infection

2 4 6 8 10

O =

Nimero de genes en la via

48h Up

Chemokine signaling pathway

Kaposi sarcoma-associated herpesvirus infection
Glioma

Inositol phosphate metabolism

Pathways in cancer

Breast cancer

Insulin signaling pathway

Relaxin signaling pathway

Notch signaling pathway

Human papillomavirus infection

o
N
IN

(=]
©

Numero de genes en la via

C 48h Down

Human papillomavirus infection

Cytokine-cytokine receptor interaction

0 1 2 3 4
Nimero de genes en la via
Figura 6. Seleccion de rutas bioldgicas enriquecidas con los sets de genes diferencialmente
expresados en la linea celular HTR-8/SVneo estimulada con IGF2 durante 48h. A) Rutas
enriquecidas usando todos los genes diferencialmente expresados a 24 h, B) Solamente genes
expresados al alta y C) genes expresados a la baja.
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Figura 7. Niveles de expresion de genes diferencialmente expresados en algunas vias de
senalizacidn identificadas en el analisis de rutas KEGG a 24 y 48h. Los datos se presentan como
Log2 Fold Change del nivel de expresion + SE (* = q < 0,05).
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Figura 8. Top 10 genes diferencialmente expresados en la linea celular HTR-8/SVneo estimulada
con IGF2 10 nM.

A) Top 10 genes expresados diferencialmente a 24 horas. B) Top 10 de genes expresados
diferencialmente a 48 horas. C) Top 20 de todos los genes diferencialmente expresados a 24 y 48
horas. Los datos se presentan como Log2 Fold Change del cambio de expresion + SE. (* = q < 0,05).

30



Contenido de 5mC (%)

0.8

0.0

IMPACTO DE IGF2 SOBRE EL PANORAMA DE METILACION DEL DNA EN LA LINEA CELULAR
HTR-8/SVneo

Inicialmente evaluamos el efecto del tratamiento con el péptido IGF2 sobre los niveles de
metilacion del DNA durante varios tiempos de tratamiento. Se encontrd que, a partir de las
12 horas de tratamiento, el contenido de 5mC en el DNA gendmico de la linea celular HTR-
8/SVneo disminuye de forma significativa con respecto a las 0 horas, y a partir de este
momento tiempo, la hipometilacién se mantiene hasta 72 horas (Figura 9A).
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Figura 9. Cambio en los niveles de metilacion de la linea celular HTR-8/SVneo estimuladas con
IGF2 10 nM.

A) Determinacion de los niveles de 5mC en la linea celular HTR-8/SVneo estimulada con IGF2 10
mM desde 0 a 72 horas (n = 3) (t vs Oh, * = p <0.05) B) Distribucion de los valores B promedio a nivel
genémico para cada muestra, determinados con el moddulo de metilacidn del software
GenomeStudio® de lllumina. Los valores se presentan como el promedio de todos los valores B de
cada muestra + SEM (IGF2 vs Control, * = p < 0,05)

Para evaluar el efecto del tratamiento con el péptido IGF2 sobre las células de HTR-8/SVneo,
interrogamos el estado de metilacién de todos los sitios CpG disponibles en el microarreglo
Infinium MethylationEPIC BeadChip de Illumina, encontrando 184, 209 y 246 sitios CpG
diferencialmente metilados para 12, 24 y 48 horas respectivamente (Tabla suplementaria
S4).
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El nivel de metilacién promedio a nivel gendmico fue ligeramente menor en todos los
tiempos evaluados en las células estimuladas con IGF2 (Figura 9B), El cambio en los niveles
de metilaciéon en células estimuladas con HTR8 que muestra la figura 9 es de suma
importancia ya que evidencia la adquisicion de un panorama caracteristicamente maligno
con una clara hipometilacidon a nivel gendmico global, que se acentta con el tiempo de
estimulo (Figura 9B).

Los sitios CpG interrogados en este microarreglo han sido previamente anotados con
respecto a distintas regiones gendmicas y a distintas islas CpG (CGI) (85). Las regiones
anotadas incluyen TSS1500 (la region 1500 bases corriente arriba del sitio de inicio de la
transcripcion), TSS200, 5’UTR, primer exdn, cuerpo del gen, 3’ UTR y regiones intergénicas
(Figura 10). Esta anotacion de Illumina también incluye una anotacion con relacion a islas
CpG (Figura 10); las regiones de 2 kb directamente corriente arriba y corriente debajo de
las islas CpG se denominan orilla norte y orilla sur, respectivamente. Las regiones de 2 kb
inmediatamente adyacentes a estas regiones se denomina plataformas norte y sur,
respectivamente, y las regiones por fuera de estas anotaciones se denominan como “mar
abierto”. Por lo tanto, determinamos si el estimulo con IGF2 afectaba los niveles de
metilacidn (panorama de metilacién) en estas regiones. Observamos que el tratamiento con
el péptido promueve un aumento generalizado en los niveles de metilacidn de las regiones
TSS1500, TSS200 y 5’'UTR desde 12h de tratamiento, de forma paralela con una disminucién
en las regiones cuerpo del gen, 3’"UTR e intergénicas (Figura 10). Adicionalmente, se evalud
el cambio en el estado de metilacion de las regiones anotadas con respecto a islas CpG y
encontramos que el tratamiento con el péptido IGF2 promovié un cambio en el estado de
metilacion de las regiones anotadas como islas a partir de 12 horas de tratamiento,
acompafado de una disminucion en los niveles de metilacién de las regiones anotadas
como mar abierto (Figura 11). Los resultados presentados en las figuras 11 y 12 son
fundamentales ya que muestran como, por efecto del estimulo con IGF2, el metiloma de la
linea celular adquiere una configuracion maligna, caracterizada por la hipermetilacién de
regiones promotoras (TSS1500, TSS200, 5'UTR, Islands) y por la hipometilacién a nivel
genomico global (intergenic, open sea).

De acuerdo con los resultados obtenidos en el analisis de metilacion de estas regiones, es
claro que el cambio en el panorama de metilacion a nivel genémico para la linea celular
HTR-8/SVneo exhibe una transicion hacia un panorama caracteristico de las células
malignas, caracterizado por una hipometilacién global acompanada de un aumento en los
niveles de metilacion de las regiones correspondientes a islas CpG. Las islas CpG
frecuentemente coinciden con regiones promotoras génicas. Tanto el grupo anotado como
Islas CpG como aquellos anotados como TSS1500, TSS200 y 5'UTR (que generalmente
coinciden con la ubicacién de las regiones promotoras corriente arriba de las regiones
codificantes de los genes) resultaron con un aumento en los niveles de metilacién,, mientras
gue las regiones anotadas como “intergénicas” y “mar abierto”, que correspondes a las
ubicaciones genémicas por fuera de las anotaciones mencionadas previamente, resultaron
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con niveles de metilacién disminuidos. Ademas, teniendo en cuenta que el numero de sitios
CpG que se encuentran en las categorias “intergénico” y “mar abierto” son muchos mas que
los anotados a las diferentes categorias, un pequeno cambio en el nivel de metilacién de
estas regiones implica un cambio muy grande a nivel de genoma.

Respecto al cambio en el estado de metilacidn por efecto del tratamiento con IGF a nivel de
sitio CpG, encontramos que a 12 horas se observa un cambio en el estado de metilacidn de
184 sitios, de los cuales 96 son hipometilados y 88 son hipermetilados. A 24 horas de
tratamiento , el numero de sitios CpG cuyo estado de metilacién cambia correspondio a
209, de los cuales 111 son hipometilados y 98 son hipermetilados. Finalmente, a 48 horas
de tratamiento se identificaron 246 sitios diferencialmente metilados, de los cuales 125
resultaron hipometilados y 121 resultaron hipermetilados.

Por ultimo se realizé un andlisis de anotacidn funcional biolégica usando la lista de genes
identificados como diferencialmente metilados para explorar aquellos procesos bioldgicos
gue podrian estar comprometidos por el cambio en el panorama de metilacién descrito
(Tabla Suplementaria S5) usando la herramienta online Enrichr. La figura 12 muestra las
rutas significamente enriquecidas con estos sets de genes. Destaca el enriquecimiento de
vias como Pathways in cancer, Human papilloma virus infection e IGF signaling pathway,
que también se habian identificado como enriquecidas en el andlisis de enriquecimiento de
vias con los genes diferencialmente expresados (Figuras 5 y 6). De acuerdo con estos
resultados, de forma similar a como se habia observado con los resultados de la expresién
génica, el péptido no promueve el establecimiento de un panorama de alteracién de vias
bioldgicas claro que se mantenga a lo largo del tiempo (Figura 12), sin embargo, es claro
que el efecto del péptido se evidencia de manera mas clara a nivel genémico,

Estos resultados muestran que aunque el efecto del péptido no es claro a nivel biolégico
teniendo en cuenta los genes diferencialmente metilados en cada caso, lo que si es claro es
el efecto a nivel de metilacion gendmica, que como se menciond promueve la transicion
hacia un panorama de metilacion maligno, que tienen imporantes implicaciones a nivel
regulatorio de la expresidn génica y en particular, a nivel de estabilidad gendmica.
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Figura 10. Impacto del tratamiento con IGF2 sobre el panorama global de metilacion de las
regiones gendmicas en la linea celular htr-8/SVneo a 24 y 48 horas.

Variacion en los niveles de metilacidn para los grupos anotados con respecto a regiones génicas en
el genoma. Los datos se presentan como el promedio del porcentaje de metilacién para cada grupo
+SD (*=p<0,05).
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Figura 11. Impacto del tratamiento con IGF2 sobre el panorama global de metilacion en las
regiones asociadas a islas CpG en la linea celular HTR-8/SVneo.

Variacidn en los niveles de metilacion para los grupos anotados con respecto a islas CpG en el
genoma. Los datos se presentan como el promedio del porcentaje de metilacion para cada grupo +
SD. (* = p<0,05).
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metilados en la linea celular HTR-8/SVneo estimulada con IGF2 10 nM.

Numero de genes involucrados en cada una de las vias top 10 identificadas para A) 12h, B) 24h y C) 48h.
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CAMBIOS COINCIDENTES EN LA EXPRESION DIFERENCIAL DE mRNA Y LA METILACION
DIFERENCIAL DE DNA EN LA LINEA CELULAR HTR-8/SVneo TRATADA CON IGF2

Las modificaciones epigenéticas pueden regular la expresién de mRNA a distintos niveles
(97, 98). Por lo tanto uno de los propdsitos de este estudio fue determinar si el cambio en
el panorama de metilacion de la linea celular HTR-8/SVneo se correlacionaba con los
cambios en los niveles de expresidn génica que aparecian por efecto del tratamiento con
IGF2 a una concentracién de 10 nM. Para ello, evaluamos si alguno de los genes que
encontramos como diferencialmente expresados coincidian con aquellos genes que
mostraron cambios en su estado de metilacidon del DNA. Los datos de expresién diferencial
de RNA (q < 0.05) fueron contrastados con los datos de metilacion diferencial (|| > 0.2)
para cada tiempo evaluado. La tabla 1 muestra la lista de los genes que cumplieron las dos
condiciones. De estos 7 genes, 6 presentan una hipometilacién relacionada con el estimulo
y solamente uno presenta una metilacion elevada. Este Unico gen hipermetilado ademads
muestra una expresion disminuida con respecto al control sin tratamiento. De los 6 genes
hipometilados, cuatro presentan una expresion disminuida y dos presentan una expresion
aumentada (Tabla 1).

Gen Delta B Ubicaciéon CpG = FC Expresion
AGRN -0.37 5'UTR 1.33
CAMTA1 -0.39 Gene Body 0.85
MORN1 -0.21 Gene Body 0.92
NPHP4 -0.89 Gene Body 0.85
PARK7 -0.40 TSS200 1.025
PLCH2 0.21 5'UTR 0.76
UBE2J2 -0.45 Gene Body 0.94

Tabla 1. Lista de los genes que se identificaron como diferencialmente metilados y
diferencialmente expresados. La segunda columna indica la ubicacién del dinucledtido CpG
diferencialmente metilado y la tercera columna indica el Fold-Change del nivel de expresién del gen
asociado.
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DISCUSION

El desarrollo de este trabajo muestra que la estimulacién de células HTR-8/SVneo con IGF2
altera la expresién a nivel de mRNA de varios genes, y que esta alteracidén ocurre de forma
simultanea con un aumento en las propiedades funcionales de la linea celular relacionadas
con la adquisicién de un fenotipo maligno, habitualmente observado en tejidos cancerosos
de diversos tipos.

De manera sobresaliente, este trabajo es ademas el primer reporte del que tenemos noticia
de que el panorama de metilacion del DNA en células de la linea celular HTR-8/SVneo es
afectado por el estimulo con el péptido IGF2. A este respecto, varias regiones gendmicas
mostraron niveles alterados de metilacién en células tratadas con IGF2 con respecto al
tratamiento control, a pesar de que los sitios identificados como diferencialmente
metilados fueron relativamente pocos. Este hecho puede ser el resultado de que los
tiempos de estimulo evaluados fueron relativamente cortos (iguales o inferiores a 48h) y
que los cambios en la metilacién del DNA de mayor magnitud por efecto de estimulos
hormonales podrian requerir tiempos de exposicion mas prolongados (99, 100), una
condicidn frecuentemente observada en los pacientes con cancer.

Dado que el cancer es una enfermedad multifactorial y compleja, y que ademas es
poligénica, es posible que una suma de varios cambios sutiles en el panorama de metilacién
del genoma tenga efectos sinérgicos entre si o con otros mecanismos de regulacion
epigenética (101-103), que en conjunto podrian contribuir a la aparicién de alteraciones
importantes que finalmente conllevan a la génesis de la enfermedad. En apoyo a esta
hipdtesis, algunos estudios previos han mostrado diferencias relativamente pequefias en la
metilacidon global del DNA en diferentes tipos celulares (104, 105). Adicionalmente, es
importante tener en cuenta que las alteraciones en el panorama de metilacién a nivel de
regidon gendmica tienen implicaciones importantes para la estabilidad del genoma, de la que
depende tanto la identidad como la funcién celular, de manera que el cambio en el
panorama de metilacidon que observamos en este trabajo puede estar mas relacionado con
los fendmenos a nivel gendmico (a nivel regulatorio y de estabilidad) que con la alteracion
de rutas biolégicas puntuales. También es importante tomar en consideracion que de
acuerdo con el origen tisular de esta linea celular y con trabajos realizados previamente
(106), el panorama de metilacion de la linea tiene una configuracion inherentemente
pseudomaligna y los eventos que aqui encontramos como promovidos por el estimulo IGF2
podrian ser indicadores de un desequilibrio de este panorama hacia la malignidad (20).
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Nuestro estudio muestra que el tratamiento con IGF2 en células de trofoblasto afecta la
expresion de genes que también se encuentran alterados en la version tumoral de ciertos
tejidos somaticos. Particularmente, algunos de los genes con mayor variacién a nivel de
expresion incluyen a TMEM23A, WBP1, RNF223, TNFRSF, NDUFB4P8, SLC2A7, HES3,
MMP23A, FNDC10, UTS2, MMEL1 Y ACOT7, entre otros. La familia de proteinas
transmembranales TMEM incluye miembros cuya funcién es en su mayoria, desconocida,
pero cuyas alteraciones a nivel transcripcional han sido reportada en varios tipos de cancer
(107).

WBP1 es una proteina de union a WWOX, que actia como supresor tumoral, aunque los
mecanismos a través los cuales consigue esta actividad supresora no se conocen en detalle.
Sin embargo, se conoce que las proteinas WBP1 y WBP2 interactian con WWBOX como
proteinas de andamiaje para permitir la interacciéon con sus blancos moleculares y ejercer
control sobre las actividades de proliferacion, invasién y migracién. En nuestro estudio se
observo a estos dos genes como fuertemente regulados a la baja en células HTR-8/SVneo
con relacién al control sin estimulo, de manera que podria estar comprometida la capacidad
de WWOX para ejercer como supresor tumoral, favoreciendo asi la adquisiciéon de un
fenotipo maligno (108, 109).

Por su parte, RNF223 se identificé en un estudio reciente basado en RNAseq como marcador
de pobre prognosis en pacientes de sarcoma uterino cuando se encuentra sobreexpresado,
a pesar que ningun otro estudio ha explorado su importancia a nivel funcional en cancer
(110).

NDUFB4 es una proteina que corresponde a una subunidad no catalitica del complejo
proteico NADH-deshidrogenasa que se ha asociado con una pobre prognosis en cancer de
colon y cancer gastrico.

ACOT7 codifica para un miembro de la familia de las acil-coenzimas. Esta enzima cataliza la
hidrdlisis del tioésteres del palmitoil-coA y su sobreexpresion ha sido asociada a la pobre
prognosis de pacientes con leucemia con y sin tratamiento de quimioterapia (111).
Recientemente se descubrid que esta enzima esta sobreexpresada en cancer gastrico y que
su expresion esta regulada por un mecanismo epigenético mediada por RNA no codificante
(112).

MMEL1 es una endopeptidasa con funcién importante a nivel cerebral que se encarga de la
degradacion del exceso de B amiloide (AB) y cuya desregulacion esta involucrada con la

progresion de la enfermedad de Alzheimer (113).
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Ademas, se ha encontrado que ejerce acciones fundamentales a nivel de la funcién de los
espermatozoides, posiblemente mediante la modulacién de procesos como la fertilizacion
y la invasion durante la embriogénesis temprana (114), sin embargo su funcion en cancer
todavia no ha sido estudiada.

FNDC es un activador de proteinas G independiente de receptores. Se cree que sus
productos hacen parte de varios complejos proteicos en diferentes tejidos y ha sido
relacionado al desarrollo de varios tumores (115). UST2 es un ligando peptidico que es el
vasoconstrictor mds poderoso conocido y producido en el cerebro. La evidencia disponible
muestra que contribuye en la angiogénesis y en la proliferacién de células tumorales (116).

Por su parte, HES3 es un factor de transcripcion perteneciente a la familia Hes/Hey, cuyos
miembros se encargan de reprimir la expresion de factores de transcripcién en una forma
tejido-especifica para facilitar la funcidn celular. Especificamente, Fang y sus colaboradores
describieron recientemente que HES3 es un blanco especifico de la via de sefializacion
NOTCH no candnica y que ademas promueve el fenotipo maligno de células de cancer de
pulmodn a través de regulacion al alta de las ciclinas D1 y D3 y la expresion de MMP7 (117).
Al respecto, las proteinas MMP hacen parte de las moléculas efectoras del fenotipo invasivo
mediante la remodelacién de la matriz extracelular en multiples tejidos y condiciones.
Especificamente, MMP23 es expresada en tejidos de ovario, testiculo y préstata, lo que
sugiere que podria tener un papel especial en procesos reproductivos (118), pero ha sido
también encontrada como sobreexpresada en cdncer de vejiga, permitiendo ser usada
como marcador para la clasificacion y la graduacién de los tumores (119).

SLC2A7 es un transportador de glucosa también conocido como GLUT7. A pesar que la
importancia de la familia de transportadores de glucosa en cancer esta documentada y es
grande (120), hasta el momento no hay reportes que describan la funcién de este
transportador especifico en cancer, sin embargo se encontroé sobreexpresado en un estudio
gue analizé la expresion de transportadores glucosa en cancer de tiroides (121).

También encontramos la alteracidn de varios miembros de TNFRSF, que es una superfamilia
de receptores que se encargan de funciones inmunoregulatorias clave en multiples tejidos
y sus miembros incluyen receptores de muerte que activan los procesos de apoptosis en
células tumorales asi como receptores que proveen senales coestimulatorias para células T
antitumorales (122). La expresion disminuida de los miembros TNFRSF18 y TNFRSF4 puede
estar asociado a una disminucién en la susceptibilidad de las células a estimulos de control
de la proliferacidon. De manera inesperada también encontramos una sobreexpresion de
TNFRSF14, que ha sido previamente asociada a una buena prognosis y al aumento de la
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apoptosis en células de cancer de vejiga (123) y cuyas mutaciones provocan alteraciones a
nivel funcional que implican aumento de la agresividad tumoral en pacientes con linfoma
folicular (124). La expresién altamente alterada de estos y otros genes (Tabla suplementaria
S1) constituyen un panorama de expresion génica podria explicar la tendencia de la linea
celular hacia la adquisicion de un fenotipo maligno a través de la implicacién de vias
metabdlicas y de sefializacion, y la expresion de moléculas efectoras de este fenotipo.

También se identificd algunos genes con una diferencia en la expresién de mRNA y un
cambio correspondiente en su estado de metilacion de DNA. Este hallazgo puede sugerir
que una alteracion en el panorama de metilacion del DNA podria implicar cambios en la
expresion de los genes correspondientes, como se ha encontrado previamente en
numerosos estudios (125—-129). Se ha reportado que estos genes tienen implicaciones para
el cancer (130-135), lo cual sugiere que las alteraciones epigenéticas resultantes de la
sefializacion extracelular podrian tener un efecto sobre el riesgo de desarrollar cancer, y
que la trasformacion maligna podria ser consecuencia de la sefializacién extracelular (136).
El hecho de que algunos de los genes cuya expresion se encontrd regulada al alta tienen un
nivel correspondiente de metilacidon disminuido puede corresponder con la ubicacidn de
estas hipometilaciones en regiones promotoras del gen, patrén que ademas se ha
relacionado con la inestabilidad gendmica. Asimismo, la regulacién a la baja de los demas
genes puede corresponder al hecho de que estas hipometilaciones se encuentran en el
cuerpo del gen. De hecho, se considera que la hipermetilacién del DNA en los cuerpos del
gen tiene un efecto positivo en la actividad transcripcional (137).

Las regiones génicas con expresién diferencial pero sin ningin cambio significativo en su
nivel de metilacion pueden estar sujetas a otras formas de regulacién transcripcional
epigenética como modificaciones post traduccionales de las histonas asociadas ,
remodelacién de la estructura de la cromatina local mediada por complejos proteicos
remodeladores de la cromatina (138-141), o no epigenéticas como activacién mediada por
factores de transcripciéon (142, 143). Ademds, la variacion genética y la variacion epigenética
pueden interactuar para afectar la expresion génica y asi contribuir al desarrollo de
condiciones complejas como el cdncer. Por ejemplo, previamente se ha mostrado que
aquellos SNPs que introducen o remueven un sitio CpG (CpG-SNPs) pueden tener una
influencia sobre la actividad transcripcional mediante la interaccién con ciertas proteinas
(144), y que el numero de sitios CpG en el genoma puede estar relacionado con ciertas
condiciones de capacidad de modular el nivel de metilacion de la region gendmica (145).
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La alteracion del panorama de metilacién identificado en regiones intergénicas puede tener
un papel de regulacién muy importante. Esta regulacién podria ocurrir de forma directa,
favoreciendo la interaccion de ciertas ubicaciones del genoma con otras espacialmente
cercanas o con complejos proteicos ubicados preferencialmente en estas ubicaciones (146,
147) o a nivel transcripcional mediante la represidon/activacion génica o mediante la
transcripcion de productos no codificantes que ejercen control a nivel de RNA sobre los
transcritos de genes codificantes.

Es bien sabido que varios factores asociados con el estilo de vida, como dieta, consumo de
licor y tabaco, y actividad fisica, pueden influir en el riesgo de una persona de desarrollar
cancer y estudios realizados en modelos de roedores demuestran que un ambiente
intrauterino alterado podria dar lugar a alteraciones epigenéticas de la progenie, que
durante su vida adulta podria predisponer al individuo a condiciones deletéreas (148—-153).
Esta informacidn sugiere que las alteraciones epigenéticas contribuyen a la patogénesis del
cancer desde los estadios mas tempranos de la enfermedad y basados en los resultados de
este estudio, proponemos que la exposicion a niveles hormonales alterados podria
promover la adquisicion de panoramas epigenéticos asociados a la expresion/represién de
genes importantes para el desarrollo del cancer.

Nuestros resultados acerca del aumento de las propiedades funcionales de la linea celular
HTR-8/SVneo hacia un fenotipo mas maligno estan en concordancia con estudios previos
de nuestro grupo de investigacidon y de otros grupos en los cuales se encontrd que el
tratamiento con IGF2 promueve el fenotipo invasivo de las células de trofoblasto (73, 154,
155). La transicidn hacia un fenotipo maligno a través de seiales extracelulares implica una
correcta sincronizacion en el funcionamiento de varias vias de sefalizacién y el aumento de
la capacidad migratoria e invasiva de la célula depende de la activacion o sobreexpresion
de vias metabdlicas relacionadas con la motricidad celular. La estimulacién con IGF2 en
células de trofoblasto humano resulté en la alteracién de la expresién de genes
relacionados en vias importantes como Human papilloma virus infection, breast cancer y
glioma y numerosas vias de sefializacién como Notch, neurotrofina, relaxina y hippo. De
manera importante, muchas de estas vias de sefializacién enriquecidas coinciden a 24 y 48h,
lo que sugiere que el programa estimulado se mantiene lo largo del tiempo.

La via que resultd mas enriquecida con los genes diferencialmente expresados fue
absorcién y metabolismo de la glucosa. Es sabido que las células cancerosas presentan un
mayor consumo de glucosa que las células normales por cuanto su metabolismo energético
se basa en la glucdlisis principalmente, y en el caso de tumores metastasicos, las células
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invasoras tienen que suplir las demandas energéticas relacionadas con una mayor actividad
metabdlica de los procesos de invasidn y proliferacion.

Aunque varios estudios relacionan la transicién hacia un fenotipo maligno con la evasiéon de
la muerte celular por apoptosis, esa via no resulté enriquecida con los genes expresados a
la baja como resultado del tratamiento con IGF2 en células HTR-8/SVneo. En este estudio,
la estimulacién de células HTR-8/SVneo con el péptido IGF2 no tuvo un efecto aparente en
la apoptosis con ninguln set de genes y por lo tanto consideramos probable que el péptido
IGF2 no promueva la evasion de la apoptosis en este tipo celular. Teniendo en cuenta que
la apoptosis es un mecanismo de muerte de gran importancia para la regulacion de las
poblaciones celulares, es preciso determinar el efecto del péptido IGF2 sobre la actividad
apoptética en células normales y cancerosas.

Por otro lado, la via de sefializacidn de la insulina resulté significativamente enriquecida en
el andlisis realizado con los genes diferencialmente expresados. Esta via tiene una fuerte
relaciéon con la via de sefializacion de los factores de IGF y es importante en cdncer por
activar las vias de sefializacion PI3K/AKT y MAPK a través de cuya activacion corresponde a
la adquisicién de un fenotipo proliferativo e invasivo (156, 157), y es de especial importancia
por ser a través de esta y de los receptores del sistema IGF que procede el estimulo externo
promovido por IGF2. Incluye la participacion de PIK3CD, que durante mucho tiempo se
consideré como especificamente expresado en leucocitos pero cuya sobreexpresion se
encontré en multiples lineas celulares cancerosas y en tejidos primarios de cancer de
pulmdn (158). Su sobreexpresidon también ha sido encontrada en cancer de colon, condiciéon
en la que es un fuerte promotor de proliferacidn, migracién e invasion celular mediante la
activacion de la via de sefalizacion AKT/GSK-3B/B catenina (159). Incluye a TP73 cuya
expresion es mediada por metilacién del DNA en cancer gastrointestinal y carcinoma
hepatocelular (160), y cuyas funciones en cancer son complejas y en algunos casos
contradictorias (161), y a CALML6, cuyo papel en cancer no ha sido estudiado .

La via de sefializacion de la insulina también resultd enriquecida al realizar los analisis de
vias de los genes diferencialmente metilados involucrando a AKT, BRAF, SH2B2 y GCK. AKT
hace parte de la via de sefializacién PI3K/AKT, ubicuamente activada por sefales externas
como factores de crecimiento y que regula diversos efectos sobre el metabolismo celular
(162), y que es activada en multiples tipos de cancer para conseguir un fenotipo maligno
(163). El importante papel de BRAF en multiples tipos de cancer a nivel de reconocimiento
de sefiales externas y regulacién de respuestas metabdlicas también ha sido reconocido
desde hace afios (164), mientras que el papel de SH2B” y GCK todavia no es claro en cancer.
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Los genes cuyo estado de metilacidon encontramos alterado también resultan enriquecidos
en rutas de sefializaciéon importantes como PI3K/AKT y vias de sefializacién que regulan la
pluripotencia de células madre, y rutas bioldgicas importantes para el funcionamiento de la
magquinaria molecular involucrada en el fenotipo canceroso como metabolismo central del
carbono.

Finalmente, es importante resaltar que nuestros resultados refuerzan la idea de que los
cambios observados durante la adquisicion de los fenotipos asociados con la
transformacion maligna de tipos celulares somdaticos puede ser consecuencia de una
alteracion de la regulacion epigenética de las células, alteracién que se ha reportado ocurre
de manera independiente de alteraciones a nivel mutacional en el DNA (136).

Este trabajo respalda la nocidén cada vez mas evidente del papel que tiene la regulacidon
epigenética en todos los fenotipos celulares, especialmente en el mantenimiento de la
identidad celular y por lo tanto en la transicién maligna hacia el cancer. Juntos, estos y otros
cambios podrian contribuir hacia el aumento observado de las propiedades funcionales de
la linea celular, que hacen parte de la transicion hacia un fenotipo caracteristicamente mas
maligno.
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CONCLUSION

Este trabajo muestra por primera vez que la estimulacion de la linea celular derivada de
trofoblasto humano HTR-8/SVneo con el péptido IGF2 en concentracién 10 nM promueve
una remodelacién del panorama de metilacion de la linea celular a nivel puntual y regional.
Esta remodelacion tiende hacia la adquisicion de un metiloma caracteristicamente maligno,
y ocurre de forma simultdnea con el aumento en la actividad proliferativa, migratoria e
invasiva de las células. Ademas, la alteracidn a nivel epigenético coincide con una variacion
en la actividad transcripcional de genes importantes en la invasién celular presente en
algunos tipos de cancer. También se identificaron genes que presentaron tanto metilacion
como transcripcion alterada, lo que sugiere que en esos casos, la alteracion en los niveles
de expresidn podria estar relacionada con los cambios a nivel epigenético.
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PERSPECTIVAS

Esta investigacidn, al igual que casi todas las investigaciones acerca de la epigenética del
cancer genera mas interrogantes que respuestas, por lo que se abre todo un repertorio de
posibilidades de investigacidon. Consideramos, por ejemplo, la implementacién de una
estrategia de anadlisis menos astringente que permita encontrar otras alteraciones
importantes no detectadas en este estudio.

Ademas, consideramos que es necesario evaluar la actividad a nivel de transcriptoma, redes
de interaccién metabdlica a nivel de RNA-proteina, proteina-proteina y vias de sefializacion
activadas en respuesta al estimulo, asi como aquellos mecanismos a través de los cuales
puede estar procediendo el estimulo extracelular para afectar el perfil de actividad nuclear.
Para ello seria importante evaluar la interaccidon del estimulo o de la maquinaria de
sefializacion con los otros mecanismos de regulacion epigenética para descubrir otros
efectos epigenéticos que podrian ocurrir en los primeros estadios de la aparicidn del cancer.

Como se discutié previamente, es claro que la aparicién del cdncer es un proceso
multifactorial y complejo que tarda varios afios en completarse y que tiene varias etapas de
progresién de manera que no es consecuencia de una Unica alteracion ni de un Unico
estimulo. Es probable que la transformacién tumoral sea consecuencia de varias
alteraciones o sefiales extracelulares que tienen efectos deletéreos en la regulacion
epigenética de la actividad transcripcional y por lo tanto es importante evaluar el efecto de
otros estimulos de forma individual o en conjunto, y el efecto que tienen estos estimulos
sobre la promocién de capacidades menos estudiadas como la angiogénesis o la evasién del
sistema inmune del hospedero.

De forma complementaria a este trabajo es necesario corroborar que las alteraciones
observadas en el fenotipo celular y que podrian estar mediadas por los cambios en el
panorama de metilacién no son consecuencia de alteraciones mutaciones en el DNA. Es
necesario validar los resultados obtenidos en la expresidén diferencial de ciertos genes
mediante otra técnica para verificar los hallazgos. También seria pertinente verificar que los
cambios identificados en la expresion de RNA no sean consecuencia de alteraciones
mutacionales en regiones regulatorias ocasionadas por el tratamiento con el estimulo. Para
tal fin se puede evaluar la alteracion a nivel de secuencia de ciertas regiones especificas
susceptibles a mutaciones por estimulos extracelulares o a nivel de genoma.

Ademads, de acuerdo con nuestros resultados, es posible que el establecimiento de
panorama de metilacion malignos requiera estimulos durante tiempos mas prolongados
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que los evaluados, para conseguir una remodelacion de la cromatina mas evidente y que
muchos de los cambios a nivel de fenotipo observados a tiempos cortos sean
independientes de la reestructuracién del metiloma y se deban a la activacion de factores
de transcripciéon de respuesta rdpida y otros mecanismos de activacion génica. Para
comprobar esta hipétesis seria necesario estudiar la remodelacion de la estructura de la
cromatina por efecto de IGF2 a tiempos tanto cortos como largos y la correlacidén que podria
tener esta reestructuracion de la cromatina con la metilacidon del DNA, ya que es posible
gue incluso al detectar cambios en la estructura de la cromatina, estos sean independientes
de la remodelacion del metiloma y mas debidos al papel de complejos proteicos
remodeladores de la cromatina y complejos modificadores de las histonas.

Esperamos que el conocimiento generado en este trabajo pueda contribuir al
entendimiento de las bases moleculares de las primeras etapas del cancer, y que, al futuro,
puedan aportar a su prevencién y tratamiento. Ademas, esperamos haber logrado un
fortalecimiento en la investigacion acerca de la epigenética del cancer como herramienta
fundamental para la comprensién y la prediccidon del comportamiento tumoral y generacién
de nuevo conocimiento acerca de la biologia de las células trofoblasticas y cancerosas, en
especial el efecto de la sefalizacién a través del sistema IGF sobre la desregulacion
temprana de las células tumorales. El desarrollo de este y otros trabajos que de él se deriven
contribuirdn a la produccidon académica en el campo de la epigenética y del estudio del
trofoblasto como modelo de progresién tumoral
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