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RESUMEN

El tumor de Wilms (WT) es una ncoplasia embrionaria con etiologia
complicja ain no totalmente descubierta, en la que se incluyen factores gendticos como son
las alteraciones en por lo menos tres genes, asi como cambios cromosomicos diversos
Solo el gen WTI esta bien caractenzado como  involucrado en el desarrollo del tumor de

Wilms
Con ¢l objeto de estudiar la ctiologia del tumor de Wilms, se realizo
1 =3

10n de alteraciones cromosomicas constitucionales en sangre perifénca de diez

Ia detec
pacientes entre 2y 12 anos de edad con diagnostico de tumor de Wilms unilateral y
esporadico, asi como ¢l de sus padres tos polimorfismos

conformacionales de cadena sencitla (8SCP) de los exones 7, 9 y 10 del gen WT1 por ser

Ademas se evaluaron

los exones con mayor numero de alteraciones de acuerdo a la literatura en DNA linfocitario

Se¢ encontraron alteraciones cromosomicas constituctonales ¢n dos de los diez

v tumoral
En uno el cariotipo fue

pacientes, las que no estaban presentes en los progenitores
v en el otro paciente con diagnostico de sindrome de Beckwithe

46, XX.r(18) (p11,q23)
Jo. XY t(LI 21 piS,qll) Se¢  observaron

Wicdemann, se  observo el cariotipo
polimorfismos en ocho de los diez pacientes, cinco en el exon 7, uno en el 2 v cuatro en el
10 El cariotipo y los polimorfismos conformacionales de cadena sencilla resultan ser
buenos meétodos de tamizaje en la busqueda de los factores etiologicos del tumor de Wilms
y contribuyen a la caracterizacion genética de la poblacion mestiza mexicana, dadas las

diferencias epidemiologicas informadas en poblacion caucasica, negra y asiatica




ABSTRACT

The nephroblastoma or Wilms® tumor is an embryonaric malignant
with complex etiology, that include genetic factars as the alterations in at lecast three genes

and several chromosomic changes

The purpose was to investigate the Wilms® tumor  ectiology in
Mexican patients. Constitutional chromosomic alterations were detected in peripheral blood
in ten patients with Wilms® tumor diagnostic (2-12 years old) The analysis of the
performed an their parents An  addition the single strand

karyotypes  was  also
in WTI1 gene in tumours and

contformational polymorphisms (SSCP) of 7, 9 and 10 exons

Iymphocytes DNA of the patients were also evaluated
Constitutional alterations in two patients but not in theirs parents

in once the karyotype was 46, XX.r(18)(pi1.q23) and in the other was

were observated
The parents had normal karvotypes Eight polymorphisms in all

40, XY, ((11,21pl1S.qll)
analized patients were observated Five in 7 exon, one in 9 exon and four in 10 exon

The karyotype and the SSCP analysis are good methods for sieve
Wilms® tumor cetiologic factors research and contribute in Mexican population genctic

characterization corraborat exist diferences with Caucasic, Asiatic and African population.



INTRODUCCION

El cancer es uno de los padecimicntos mas hetcrogénco en cuanto a
su ctiologia y cvolucion por lo quc  ha sido dificil encontrar los origences en cada uno de

cllos a pesar de los multiples esfucrsos que se han estado haciendo a lo largo de muchos

| a causa del impacto fisico,

afios. En los nifos, iqg < Cs muy P

cconomico y moral que ocasiona no solo cn la famiha del enfermo, sino en la sociedad
.2 mayor parte de los casos con cancer en ¢l adulto se consideran

relacionados con factores ambientales, que disparan  los factores gencticos predisponentes

¥y que sc asocian de  alguna  forma con ¢l medio fisico circundantec vy con ¢l

estilo de vida, ¢n cambio cn los aos, ciertos canceres como los cmbrionanos cstan

rclacionados con factores gendélicos, y cs bien conocida la cocxistencia de neoplasias con

malformaciones congénitas, como los sindromes ¢n los quc hay predisposicion a

ncfroblastoma (Beckwith-Wicdemann, WAGR y Denys-Drash)
Adcmas, gencralmente las ncoplasias malignas del adulto requicren
mucho ticmpo para su desarrollo, y en los nifios el cancer ticnde a desarrollarse mas

rapidamente debido a  que los tejidos del organismo nfantil crecen con mayor

rapidez, al ticmpo quc ¢l proceso proliferativo maligno crece con cllos. Dado cl nimo de

desarrolio mas lento on los  adultos que  en los nifos, sc ha supucsto quec en  ¢ste

son difcrentes, porque los tcjidos que les dan

aitimo caso los 1 de for



isti bdlicas a las dc los tcjidos dc crccimicnto

origen ticnen
rapido, similarcs a las dc 10s tcjidos dcl periodo cmbrionanio, fctal o posnatal tcmprano
(Salas, 1988).

f.a frecucncia de cancer con los nidos y su imporancia como causa de
muerte varia de un pais a otro de acucrdo a factorcs genéticos como s¢ ha mencionado,
ademas de los factores ambicntales. En los paises desarrollados la incidencia va dc 8 a 20
por cada 10, 000 nacidos vivos (Breslow et al, 1988), mucntras que cn los
subdesarrollados, las causas de mucric mas frecuentes siguen sicado las cnfermedadces
infectocontagiosas, la cntentis y la desnutncion  que tichen una tasa dec monalidad de
133 3 por cada 100,000 habitantes mcenores de cinco aftos y una de cada seis defunciones
cn estos menores es por diarrea ( Gilono of uf., 1994 )

f.a frecucncia de los difercntes upos de cancer varia dc una
poblacion aotra. Sin cmbargo, los tumorces renales s¢ encucentran entre los tumorces solidos
infantilcs mas comuncs cn todo ¢l mundo, destacando entre ellos el nciroblastoma con

una frecuencia aproximada de 1 por cada 10,000 nacidos vivos (Breslow » Langholz

1983).




AS EMBRIONARIAS.

Si bien algunos de los tumores ecmbrionarios pucden desarrollarse tan

NEOPLAS

tempranamente que alcanzan gran tamano y Negan a producir metastasis durante la vida

fetal. la gran mayoria de las ncoplasias embrionarias ticnen factores desencadenantes

distintos de los tumores adquiridos durante la vida adulta

Esta heterogeneidad ha impedido tener un diagnostico certero global,

lo que ha Hevado a realizar estudios particulares para conocer ¢l o los mecanismos de

formacion del tumor, v por lo tanto poder detectar estas alteraciones en forma temprana

Se considera tumor embrnionario a la neoplasia que se origina durante ¢l desarrollo
embrionario, fetal o posnatal temprano, a partir de teyido inmaduro (Salas, 1988)

El tumor embrionario difiere fundamentalmenie de los otros  tumores tanto
ctiologica como estructuralmente mientras quc la mayor parte dc los tumores son el
resultado de la accion de agentes fisicos, quimicos o biologicos, los embrionarios casi

siempre se relacionan con alteraciones génicas durante el desarrollo. Por otro lado, los

nte la producciéon de masas de tejidos

tumores embrionarios continian proliferando me:

con grados variables de inmadurez y con diferenciacion divergente (Fig. 1) (Salas, 1988)



NEFROBLASTOMA O TUMOR DE WILMS
ANTECEDENTES HISTORICOS

El pritner caso de nefroblastoma fue descrito por Gairdner en 1828
pero fue Max Wilms ol primero en reconocer a este trastorno como entidad clinica y en su
monografia clasica de 1899, hizo una revision de estos tumaores en la literatura y adiciono
sicte casos (Green er of [1993) A partir de esta publicacion, los tumores de este tipo se
canocen como tumores de Wilms (WTs)

El termino nefroblastoma o tumor de Wilims indica una entidad
patologica de naturalezi neoplasica, de tipo maligno con origen en tejido renal embrionario
Joseph, 1949)

La primera nefrectomia aplicada a tumores de Wilms fué informada
en 1877 por Jessop (Green, 1993)  El primer informe de tratamiento radioterapéutico en
tumor de Wilms aparecio en 1916, En 1942, Prictley y Schulte aportaron los resultados de
la nefrectomia de 39 niflos con tumor de Wilms, cuyo promedio de sobrevida en cinco
afos fu¢ del 15 %6 Ellos reconocieron que resultaba de mcjor pronostico combinar la
cirugia con la radiacion (Kempter ¢f al. 1992). En 1956 Farber y Colaboradores
introdujeron el primer agente  qumioterapéutico especifico para tumor de Wilms, la

actinomicina. Mas tarde Sutow y Cols. (1963) emplearon la vincristina (en: Matsunaga,
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biné con la radi apia y multiples drogas

1981). A finales dec los 60s Ia cirugia se
quimioterapcuticas En este tiempo se iniciaron varios estudios de cooperacion institucional
en Estados Unidos, Canada, Gran Bretaia y otros paises curopeos Ellos investigaron la

combinacion de los tres mdétodos terapéuticos, ¢ hicicron significativos avances con
Patologia, Genetica e Histogenesis del tumor de Wilms (Kempter of afl., 1992)

L.os estudios histologicos  han sido determinantes en la terapia y el

pronostico. Otros parametros como la cantidad de DNA nuclear, meduante citometria de

flujo, han ayudado a dirigir !a terapla En la historia de la medicina moderna, el
tratamiento del nefroblastoma constituye uno de los logros mas espectaculares ya que el

promedio de sobrevida paso del 31 - 40% en la década de 1953-1963 al 90% entre 1973-

1983 (Barrantes ¢f al., 1993).
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CARACTERISTICAS CLINICAS Y DE LABORATORIO

Las caracteristicas clinicas son muy gencrales y no son exclusivas de
Ia patologia. A la exploracion entre el 80 %6 y cl 90 2% de los pacientes presentan la masa
abdominal como signo inicial (Moe, 1990) El segundo sintoma mas frecuente es el dolor

{20%%6 - 30%) hematuria macroscopica (10%) Se  presenta ficbre, nans.
Yy P

s, pérdida de
peso., anorexia ¢ hipertension  La hematuria se  ha evaluado con citoscopia, a parur de la
presentacion de metastasis en e uréter ipsolateral, en vejiga v en uretra (Pagano v Penelli,

1974, Taykurt ef af, 1972), también se encuentran alteradas las concentraciones de

creatinina. hemoglobina, calcio v electrohtos El diagnostico diferencial se rsealiza de
acuerdo con los estudios de ultrasonografia, radiologia y tomogratia  El tratamiento varia
sepun el estado clinico-patologico v consiste en la reseccion quirdrgica, quimioterapia
(actinomicina D y vincristina) y radioterapia  Se clasifica a los tumores de Wilms de
acuerdo con sus caracteristicas anatomopatologicas en cinco estadios como se muestra en la

tabla t (Velazquez, 1996)



Tabla I. Estados anatomoclinicos de los tumores de Wilms.
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CIDENCIA.

Fon un principio se considerd gue ocurria una trecuencia de tumorses
de Wilims unitforme en todo ¢l mundo, por lo que tue utilizado como mndice de tumores
infantiles. Sin cmbargo, esto vara ya que en Estados Unides Lo mcidencia es de T oen
10,000 nacidos vivos y hay una baja frecuencia en Ja poblacion del este de Asia y en la

escandinava y mas alta en la africanas y sudamericana de origen negro. La poblacion



caucasica de Europa y Norteamerica tiene una incidencia intermedia (Brestow y Langholz,
1983). En general los tumores renales ocupan cl sexto lugar en el esquema de clasificacion
de cancer en fa nifez basado en la segunda revision de la Clasificacion Internacional de

Enfermedades Oncologicas (WHO, 1976, Birch y Marsden, 1987) En un estudio

realizado en la Ciudad de Meéxico, ¢l tumor de Wilms ocupo el septimo lugar de trecuencia

de las neoplasias mahignas en nifos, con ¢l 5 5% en 2706 casos en diez anos (Fajardo, ef af |
1996) Este tumor se presenta ligeramente con mavor frecuencia en mujeres gue en

hombres aunque este es otro de los aspectos discutibles de 1a enfermedad (Breslow ef alf,

1988, 190, 1992, Fajardo ¢r al ,1990)

LATERALIDAD Y EDAD AL DIAGNOSTICO.

La mayoria de los tumores de Wilms se presentan en un solo rifion;
aproximadamente ¢l 7% de los casos son bilaterales. El 10% dc 1odos los tumores son
multicéntricos, presentandose varios tumores en un rijén como resultado de metastasis en
el mismo o del desarrollo de tumores independientes (Breslow ¢r al., 1993).

La edad a la que aparecen con mayor frecuencia es a los 33 meses

(2.75 anos). Los tumores bilaterales se manifiestan antes que los unilaterales (Breslow y

21



Langholz 1983). En la figura 2 se muestra que el pico mayor por edad es de 2 a 3 afos,

con una edad media de 36 meses para los nifios y de 43 meses para las niflas en los casos

unilaterales y de 23 meses para los nilos y 30 mescs para las niflas en los casos bilaterales

i

(Green er al, 1993)
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Figura 2. Repr ion esqu atica de la distribucion de la lateralidad del
ncfroblastoma, respecto a la edad y al sexo (segun resultados de Green ¢r al.,
1993).
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ASOCIA}CION CON ANORMALIDADES
CONGENITAS.

En pacientcs con tumor de Wilms sc observa alta incidencia de
aniridia, una anormalidad congémita del iris, de hemihipertrofia, de anormalidades
genitourinarias y de retraso mental (Miller e af, 1964). Postcrormente, a talcs
manifestaciones juntas se¢ les denomind  sindrome de WAGR (Wilms, Anindia,
1967).

anormalidades  Genitounnarias  y R 1) (Fra et al,
Aproximadamente ¢l 1256 de los pacientes con WAGR presentan tumor de Wilms, v el 5-
7% tienen solo anormalidades genitourinanas (Breslow er af., 1988). ! tumor de Wilms

esta asociado ademas con los sindromes de Beckwith-Wiedemann v de Denys-Drash.

SINDROME DE DENYS-DRASH (DDS).

El sindrome dec Denys-Drash es una patologia rara caracterizada por

lcsiones 1 (! quc d 1 a la d i6n progresiva del rifén y sc presentan

anormalidades genitourinanias (GU) que s¢ manifiestan  generalmente como  un

P d mafr mo 1i (Jadresic ¢r al., 1990).
Los pacientes con DDS ticnen predisposicion a tumor de Wilms y
1os que lo desarrollan ticnen bil 1 La ncfrop pucdc cstar asociada con



las GU y con el tumor dc Wilms y al paci P los tres fenotipos ( Jadresic
ot af . 1990). La obscrvacion de que un pacientc con DDS también tenia una delecion
constitucional cn fa banda 13 del cromosoma 11 hizo suponer quec cl gen WT1 podria estar
involucrado (Jadresic ¢7 u/.,1991). En otro estudio con ¢l tumor de Wilms de un paciente
con DDS se observo pérdida dec heterocigocidad en el brazo corto del cromosoma 11
(Baird er af, 1992) Pelletier y colaboradores (1991 a y b) informaron que todos los

1 cn WT1, que involucran en

pacientes con DDS ticnen  del 3

particular a dos nuclcétidos en los exones & v 9. La mutacion mas comun, que ocurre cn ¢l

50% dc los casos analizados, cs cl ¢ bio dc un aminoacido arg a tripwefano cn la

posicion 394 (Pelictier vraf.. 1991b)  Se ha especulado mucho acerca de como et cambio
de estos aminodcidos provoca ¢l desarrollo anormal del ridon y de las gonadas.  Estas
mutaciones afectan el dominio de union de la proteina WT1 al DNA, la cual ecsta
involucrada cn la recgulacion de la expresion de otros genes. ks evidente que las
mutaciones en ¢l gen WT1 observadas en los pacientes con DDS uenen un cfecto mas alla
de la simple reduccion de la expresion génica como resuitado de la inactivacion. En los

con sind de WAGR, las anormalidades asociadas con el desarrollo son

P

menos severas que 1as que sc presentan en DDS. Se ha sugerido que la principal causa de

la alteracion en cl sistema urog 1 es la ia mas quec la pérdida de una funcién

génica. Dc csta forma, la  protei WT1 adquiriria la capacidad para unirse a nucvas



1o que pucde afe 1a ipcion de los genes a los que reguta (Jadresic ef

P

al 1991).

SINDROME DE BECKWITH-WIEDEMANN (BWS).

En la década de los 60 Beckwith y Wiedemann describicron de

forma indcpendiente una enfermedad géni poco ( caracterizada por cl

crecimiento  excesivo de los tejidos o cual da como resultado organomcgalia,

hemihipertrofia y predisposicion a desarrollar tumores bd inal (Wicd

1964) wles como tumor de Wilms, carcinoma adn tical, rabd
cembrionanio, h bl y pancr bl (Wicd 1983). £n los casos
esporadicos de estos tumores sc obscrvo pérdida de heterocigocidad en los d det
brazo corto del cromosoma 11, lo cual invol a los mi genes P blcs del
desarrollo del nefrobl en la tumorogé is dec estos tejidos. En el rabdomiosarcoma
1a region de pérdida dec b igocidad cstacn 11pl5.S (Ping ¢7 ul., 1989). Aunquc la
mayoria de los casos de BWS son esporiadi cn aproxi d el 15% de los casos,
hay cvidencia de una predisposicion hereditaria con P omi d
penctrancia baja y expresividad variable. £l analisis de  ligami ético o S

que ¢l locus de BWS cstd en 11p1S (Koufus, er al., 1984). En rams ocasiones los

pacienies con BWS  tienen anor lidad i i 1 en el bmazo coro del

26



dc lo mas fr son las dupli i de Ia region 1 1plS 1a cual

de tipo i lina (1GF2) (Cowell ¢f ul, 1993).

1l end

conticne al gen del factor 2 de
Como lo indicd Junicn (1992) el origen de todas las alteraciones en

los pacicntes con BWS no esta en un solo /ocus; siendo po [o mcecnos dos los gencs
de cr i por lo

dos con funci diferentes. Un gen podria ser pr

que un bucn candidato cs ¢l gen IGF2 quec se expresa exclusivamente del homélogo
paterno (Cattanach ¢ of., 1992, Littic er af., 1991). El scgundo gen podria ser supresor
con impronta opucsta (con expresion alélica exclusivamente materna) y ¢l gen candidato
cs H19 porque csta localizado en csta region y sc expresa matermalmente en humanos y

ratones (Zhang or al., 1993), aunque se¢ desconoce su funcion, s¢ sabe que se expresa cn

varios tcjidos fetales (Junien, 1992, Zhang ctal., 1993).

SINDROME DE WAGR
bre de la primcra Ictra de cada una de las

E:ste sindi toma su

patologias que lo conforman: tumor de Wilms (WT), Anindia de tipo 2 (AN2),

anormalidades Genitourinarias (GU) y Rectardo mental (RM). La AN2 cs una

alteracion bilateral del ojo caracterizada por la aplasia o displasia total o parcial del inis ¢

hipoplasia del nervio 6ptico. en algs paci el f ipo pucde scr progresivo y

! o lar y gl (Nelson ¢z

opacificacion de la comea, di

27



h de la ién murina del ojo

al., 1984); por 1o que la AN2 cs ¢l cquivalente
pequeo (Glaser ¢f al., 1990). Las anormalidades genitourinarias que se¢ observan en los
pacientes con WAGR son: genitales ambiguos (scudohermafroditismo), testiculos no

o didos. hip dia, fusiéon renal, anormalidades del tracto urinano y gonadoblastoma

{Anderson o7 al 1978 Junicn ¢r al 1980; Pendcgrass, 1976, Riccardi ¢r o/ 1978, Turlcau
et ul.,1981). A pantir de que sc observo pérdida de heterocigocidad cn la region 11pl3, se

buscaron los genes presentes y relacionados con cste sindrome (Fig. 3).

Fig. 4. Rep i6 q atica del locus del sindrome de WAGR en cl
cr 1i. (T do de Call, er al., 1990),




CASOS FAMILIARES.
La mayoria dec los casos dc tumores de Wiims son esporidicos, sin

historia familiar y menos del 1 2% son casos familiares (Matsunaga, 1981)

En <l analisis de segregacion sc observan amplios arboles
genealogicos con transmision vertical En la figura 5 sc presenta el arbol gencalogico de una
familia en ¢l que se observa que el nefroblastoma familiar, ¢s el resultado de una mutacion

autosomica dominante con penetrancia incompieta. (Knudson y Strong, 1972, Matsunaga,

1981).

Figura S. Arbol genealogico de una familia con nefroblastoma familiar.
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TICA DEL TUMOR DE WILMS.

El wumor de Wilms cs una entidad patologica mendeliana
autosomica dominante con penctrancia incompleta y expresividad variable (Haber v
Housman, 1991)

Se ha obscrvado un incremento en la frecuencia de la tumoracion
bilateral en pacientes con anormalidades congémitas o historia farmilar, ademas de una
aparicion temprana de la ncoplasia. Esto llevo a postular que cra necesana la presencia de
dos mutaciones ¢n cada uno de los alelos para ¢l desarrollo del turnor (Knudson y Strong,
1972) (Fig 3). Estas mutaciones pucden ser aportadas por los progecrnitorcs o aparccer de
nove. Sin embargo. no todos los tumores de Wilms pucden explicarse por mutaciones en

cl gen WT1 (Bickmorc er al., 1992, Cowell er af, 1993)

EL GEN WT1 ESTUDIOS CITOGENETICOS
f.os cstudios citogencuicos fucron  fundamentales para ubicar fa

localizacion cromosomica de un gen involucrado en ¢l desarrollo det tumor de Wilms, al

observarse pérdidas constitucionales en ¢l brazo cono det cr 11 de paci con
aniridia y tumor de Wilms (AN/WT) (Riccardi or of, 1978, 1980). Postcriormente s
informaron pérdidas en 11pi3 en pacientes con WT y sin AN (Kancko ¢f o/, 1981). En

diferentes estudios de pacientes con ncfroblastoma se ha informado la alteracion de uno o
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mas cromosomas en los tumores (Fig. 6). Existen varios informes de alteraciones
cromosomicas constitucionales en pacientes con tumor de Wilms generalmente asociado a

otras patologias, la mayoria son traslocaciones que involucran al brazo cornto del
aunque en algunos casos se ha informado la presencia de material

cromosoma }1,
cromosomico extra, como el anillo informado por Kakati y Cols (1991) o en los que se

involucran otros cromosomas como la traslocacion X, ! (Punnett eral, 1974)

: e gl
i

BRIy Y

L.

~ (INmN )

Figura 6. Representacion esquematica de las regiones cromosomicas perdidas con
mayor frecuencia en 10s tumores de Wilms (Kaneko ¢ a/.,1991).
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EL GENWTI:
ESTUDIOS DE PERDIDA DE HETEROCIGOCIDAD (LOH).

Los estudios moleculares apoyaron la localizacion del gen WT) en
11pl13. En el 25-35%: dc los casos analizados, ¢l DNA tumoral presento pérdida de
heterocigocidad para los muarcadores localizados en la banda 13 del brazo corto del
cromosoma 11 (11pi3) (Koufos et al., 1983, Fearon ¢f al., 1984, Orkin ¢f al.. 1984, Raizis
er al., 1985, Dao et al., 1987) Y en el 10 - 15 % hubo pérdida de heterocigocidad en los
marcadores 11p15 (Henry ¢r «l, 1989a), lo que sugiere que la inactivacion de ambas copias
del gen WT1 no es suficiente para inducir el desarrollo del nefroblastoma y que la

homocigocidad del gen alterado en 11plS puede contribuir a la tumoracidon en algunos

casos (Fig. 7).

Figura 7. Representacion esqu ematica de los estudios de pérdida de
heterocigocidad informados cn la literatura.
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AISLAMIENTO.

Se utilizo el método de sobrelapamiento de las regiones mas pequeilas
(SRO) para buscar en bibliotecas de cDNA ¢ identificar clones que expresaran el gen WT1.
En dos de ellos (WT33 y LK 15) se expreso un transcrito de 2 9 Kb en rifon fetal, en bazo y

en algunas lincas celulares leucemicas (Call er .| 1990, Gessler of al., 1990)
Se encontro que el locus WTI consta de 10 exones  extendidos en 50 Kb

(Haber y Housman, 1991, Gessler er a/, 1992) El marco de lectura de dicha secuencia es

de 1347 pb (449 aa) gque codifican para dos motivos estructurales, uno rico en prolina y

otro de dedos de zine (Fig 8), esto le  confiere una funcidon de regulacién

transcripcional. La evidencia contundente de que ¢f gen WTI se encontraba en ese /locus se

demostroé en un paciente que presento nefroblastoma  bilateral y pérdidas germinales en

la region SRO: LKI15/WT3 (Gessler, s af . 1990).

EL GEN WT1:
TRANSCRITOS

En analisis de hibridacion RNA-DNA de tejidos humanos se observo
un solo MRNA de WTI de 2.9 Kb. Sin embargo, utilizando distintos cDNA como sonda se

demostré la presencia de cuatro variantes con el mismo marco de lectura;, cada uno en la
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misma proporcion tanto en tumores de Wilms como cn tejido renal normal (Haber y

Housman, 1991 Gessler o7 af., 1992). Se demostrd la presencia de dos sitios de corte y

i6n del exodn cinco no afecta a ningun dominio funcional de la

El

| y que la

proteina, pero si afecta la estabilidad estructural, de ahi su imponancia biologica
segundo sitio de corte y empalme involucra la insercion o la pérdida de tres aminoacidos

entre el tercer y cuano dedo de zinc (Fig 9) lo que tiene importancia funcional (Gessler ¢f

@l 1992)

wWTiCtip13)
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Figura 8. Repr 16n esqu
al. 1991).
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Figura 9. Repr ion esqu atica del transcrito del gen WT 1. Las barras

inferiores indican los diferentes mRNA productos del los cortes y
empalmes alternativos. (Tomado de Haber vral,1991).

EL GEN WT1.
FUNCION.

La posible funcion reguladora del producto del gen WT] se

confirmé en yos de trasfeccion tr. itoria, en los que sc observo que la proteina podia
reprimir la expresion de varios genes que promueven la division celular: EGF-1 (factor | de

crecimiento epidérmico), IGF-2 (factor 2 de crecimiento de tipo insulina) y PDGE-A
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(factor A de crecimiento derivado de plaquetas) (Drummond et «l., 1992, Gasher ef al.,
mientras que

1992). Esta union se lleva a cabo a través de los dominios de dedos de zinc,
¢} dominio rico e¢n prolina lc confiere la actividad de represor transcripcional, segun se
demostro utilizando  proteinas hibridas (Fraizer ¢7 al,, 1993) Se ha propucsto que WT) ¢s

un repulador negativo del crecimiento celular, ya que su pérdida o alteracion provoca que

continie la division celular en los tejidos en los que se esta expresando y que se inhiba la

diferenciacion celular (Haber ¢r a/, 1991)

EL GENWTI]
EXPRESION
Los analisis de hibridacion RNA-DNA detectaron transcritos de WT1

en naon fetal, bazo y en  dos lincas celulares leucémicas (Call er a/, 1990, Gessler er al,

1990). Estudios de hibridacion 7 sttu demostraron que se expresa especificamente en
células relacionadas con el origen del nefroblastoma. En el mesotelio fetal y las gonadas

también sc¢ expresa ¢l gen WT (Pritchard-Jones y Hastie 1990; Pritchard-Jones al., 1991).

Los tumores presentan un patron de expresion similar al del riion normal; en los
bl 1 o epitelial hay niveles mas altos que en los estromales (Pritchard-Jones y

Hastie, 1990, Miwa, 1992a). Y sc ha observado expresion en lineas celulares
eritrolcucémicas humanas, tal como K562 (Miwa ¢7 al., 1992b). En ratones, el nivel mas
alto de expresion es en las primeras etapas de desarrollo embrionario, bajando
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i (Fig. 10). En humanos se inicia la cxpresidn el dia 16

Py i al

de gestacion y baja o partir del cuarto mes (Haber er al., 1992).

EPRESON CEWN

o —
a7-> Adulto

"8 e

-e -4 0 3 Y
EOCAD En Dian

Figura 10. Expresion del gen WT1 durante ¢! desarrollo del riién en ratones. Los
datos se obtuvicron del anilisis cuantitativo de Nothern blots

realizados por Buckler y Cols.(1991)
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EL GEN WT1:
REGULACION DE LA EXPRESION.

1ad. .

I.a expresion de WT1 esta fuer reg p y

temporalmente. En estudios molcculares de tejido testicular y de ovario de raton y de
ritdn embrionario y células lcucémicas humanas se han identificado varios sitios de inicio de
Ia transcripcion en  regiones ricas en guanina (G) y citosina (C), las cuales estan
conscrvadas entre ambas especies (Pelletier ¢r /., 1991, Gessler ¢ al.. 1992b). Ensayos de
transfeccion transitoria con un gen reportero, han demostrado una regidén promotora

esencial, rica en GC y carente de TATA y CCAAT (Fraizer er al., 1994) (Fig. 12). La

especificidad del promotor, la ficre el plificador y otros el >s reguladores no

descritos (Fraizer e¢r al., 1994)
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AAGGCTTGACTGAGTTCTTTCTGCGCITICCTGAAGTITCCCGCCCTCTTGGAGC
CTACCTGCCCCTCCCTCCAAACCACTCTTITAGATTAACAACCCCATCTICTACTC
CCACCGCATTCGACCCTIGCCCGGACTCACTGCTTACCTGAACGGACTCTCCA
GTGAGACGAGGCTCCCACACTGGCGAAGGCCAAGAAGGGGAGGTGGGGGG
AGGGTTGTGCCA*CACCGGCCAGCTGAGAGCGCGTGTTGGGTTGAAGAGGA
GGGTGTCTGGGAGAGGGACGCTCCCTCGGACCCGCCCTCACCCCAGCTGC
GAGGGCGCCCCCAAGGAGCAGCGCGCTGCCTGGCCGGGCTTGGGCTGC -
TGAGTGAATGGAGCGGCCGAGCCTCCTGGCTCCTCCTCTTCCCCGCGCCG
CCOGGCCCCTCTTTATTTGAGCTTTIGGGAAGC TGAGGGCAGCCAGGCAGCT
GGGTAAGGAGTTCAAGGCAGCGGCCCACACCCGGGGGCTCTCCGCAACCC
GACCGCCTGTCCGCTCCCCCACTTCCCGCCCTCCCTCCCACCTACTCATT
CACCCACCCACCCACCCAGAGCCGGGACGGCAGCCCAGGCGCCCGGSGCCC
CGCCGTCTCC GCCGCTCGATCCTGGACTTCCTCTTGCTGCAG

Figura 11. Secuencia del promotor del gen WT|. Lo subrayado indica los sitios
potenciales de union a factores de transcripcion, la A® sefiala el sitio +1.

(Fraizer, et al., 1994)
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EL GEN WT1:
MUTACIONES

Aproximadamente ¢! 10 % de los tumores de Wilms tienen una
delecion que involucra el cromosoma 11, detectable citogenéticamente (Solis e a/.,, 1988)
Las alteraciones del locus WT1 dctectadas con Southern blots utilizando sondas de cDNA,

son poco frecuentes. En un estudio con 55 tumores, uno de ellos tenia una deleciéon

homocigota de la regidon 3' del locus WT] y tres presentaban rearreglos de un Jocus

homélogo, ninguna de estas s¢ detectd en tejido renal normal.  En otros 25 tumores, tres

presentaron delcciones genomicas de ambos alelos (Kikuchi, 1992). De otros ocho
tumores, en uno sc observo una pérdida de 25 pb en uno de los alelos WT] (Haber, 1990).
El analisis de los productos de RNA-PCR de otros 20 tumores,

reveld la pérdida somatica de 226 pb en uno de los alelos de un caso (Brown, 1992). En

otros pacicntes, se han hecho analisis de mutaciones en la region de dedos de zinc (Zfr),
presentes en células somaticas y germinales (Hufferal., 1991, Little et al., 1992).

En pacientes con sindrome de WAGR (tumor de Wilms, aniridia,
retardo mental y/o anormalidades genitourinarias), se distinguen las mutaciones en los genes
de la aniridia de tipo 2 { AN2 ), y del tumor de Wilms ( WT | ). pero no las que originan
anormalidades genitourinarias, por lo que se ha propuesto que ambos fenotipos se
h 1990).

deben a una alteracion en el mi locus WT] (van Heyning)
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Ademas de la participacion del gen WT] cn el desarrollo de Jos

ado

tumorcs de Wilms, tanto los estudios citogenéticos como los es han

que existen por lo menos otros dos genes involucrados directamente y otros de forma

indirecta como es ¢! caso de pS3 (Tabla II).
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TABLA 2. Genes involucrados en la predisposicion al tumor de Wilms.

Delecionescn WTL (1) Deleciones Codifica para un factor de

1ipi13
pacientes con intragénicas y/o transcripcion con dedos de
WAGR mutaciones zinc, necesario para el
puntuales en desarrollo genitourinario.
tumaores esporadicos Gien supresor.

¥ heredados ¥ en
pacientes con DDS.
Sc expresa ¢l alelo paterno

1ipts Disomia HIGF2(C) Imprinting génico,
uniparenial en perdida de en cl rifon en desarrollo:
pacicntes con imprinting en los posible blanco para la
BWS tumores. Factor de represion por WT1.

crecimiento
cmbrionario
involucrado en ¢l
mantcnimicento de la
embriogénesis.

2) HI9(Cy Pucde suprimir Ia Codifica RNA funcional
tumorogéncesis de pero no proteina. Se
rabdomiosarcoma expresa el alelo materno.

32 Gen impreso en BWS

interrumpido por
traslocacion balanceada.
Aproximadamente en 1%

16q L.OH en 5-20% 2
de los WT. de todos los tumores.
Gen familiar,
17p Mutaciones sin pS3 Mutaciones sin Codifica para una proteina
sentido en los sentido en varios que regula el ciclo celular
W, tumores. 1a_ apoptos




JUSTIFICACION

A partir de la observacion del ligamiento de la pérdida de la banda
13 del cromosoma 11 en los pacicntes con ncfroblastoma, sc sabe que ¢l gen WTL
participa cn e! desarrotlo de esta neoplasia cmbrionaria (Riccardi ¢f w/., 1978, 1980;
Kancko eral.. 1981, Koufos ¢f al., 1984, Fearon et al.. 1984; Orkin e al.. 1984 Reeve
et al., 1984, Raizis et al., 1985 Dao et ul.. 1987).

En diferentes estudios se ha demostrado que existen mutaciones en el
gen WT1 que Jo modifican o lo inactivan y son constantes en los tumores, principalmente
los unilaterales y esporiadicos, como lo son los comprendidos en csic estudio (H{aber er
al. 1990: HufT er al., 1991; Kikuchi er al., 1992; Litde er al.. 1992a). Estos eventos

{ d sc por {a dologia de los polimorfismos conformacionales de cadena

sencitla (SSCP) del DNA posterior a la amplificacién de los cxones del gen con la reaccién

en | de la poli asa,
Ademds, como se describe en los antecedentes. existen otras regiones

cro Smi ¥ géni relaci das con ¢l desarollo de este tumor (Solis er af., 1988:

Boneua o7 al., 1990, Huff ¢ral.. 1991; Maw er al.. 1992; Yun er al..1993; Campbell er
al.. 1994: Rupprech er al.. 1993). por lo que es 1til ¢l andlisis cromosémico como

busqueda inicial de estas otras regiones.
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Este tipo de estudios han sido infor dos en poblacia a y

asiitica; por lo que es importante realizario en nucstro medio dado que la poblacion
i y afri

esti ituida por una mezcla de genes

principalmente.
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HIPOTESIS

i a los cn

Dxebido a que la region de dedos de zinc, cormresp
para su

estudio, cs importanic cn la union a
¥ a que sc han reportado mutacioncs cn csta region que inactivan al gen, sc cspera
1 : que pucd

quc implig vari
diferir de las reportadas en caucisicos (inglescs y norteamcericanos) dada [a diferencia en

la incidencia del tumor con respecto a8 ias ctnias.

dada la heterogencidad poblacional
difcrentes al once,

Adcmas, y cromosomica en cl
] 1 en

bl sc
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OBJETIVOS

Analizar el cariotipo constitucional en sangre periférica de los pacientes
en estudio y el de sus padres.
Anailizar los polimorfismos conformacionales de cadena sencilla (SSCP) de

los exones 7, 9y 10 del gen WT1 en tumores de Wilmsy sangre

periférica de pacientes mexicanos.
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MATERIAL Y METODOS

PACIENTES Se cstudiaron dicz pacientes con nefroblastoma esporiadico

unilateral, con una edad al diagnostico de 2.0 a 12 afos, referidos a los Centros Médicos
Nacionales S XXI y La Raza del INMSS, durante mayo de 1994 a junio de 1995, Los

familiares de los p s otorgaron su conscntimiento, teniendo todo el conocimiento

necesario de la investigacion y los motivos de la misma  Se realizo ¢! diagnostico clinico y

a histologia tumoral en todos los casos

DESCRIPCION DE ILAS FAMILIAS

FAMILIA ) El caso indice (II-1) es un paciente de 3.5 anos de edad,

producto de la primera gestacion que presento nefroblastoma unilateral izquierdo en estado

IV, de tipo epidérmico/blastemal, tuvo buena respuesta al tratamiento y sin complicaciones.
De padre con 32 anos  de  edad, empleado  de  oficina v madre de 25 afos, ama de

casa. Ambos padres sin antecedentes familiares de ncoplasias o de malformaciones

congenitas. Todos originarios del Distrito Federal.
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FAMILIA 2. El proposito (11-2) es de sexo femenino, 2.8
afos de cdad al dianostico. producto de la segunda gestacion.  Presentd nefroblastoma
unilatcral derecho en estado 11 de tipo trifasico.  El padre de 25 afos de edad es empleado
de oficina y la madre de 25 anos es ama de casa. Ambos sin historia familiar de neoplasia ni

de malformaciones congénitas. Todos originarios del Distrito Federal

FAMILIA 3. El proposito (11-2) es de sexo femenino, 4.4 afos de
edad al diagnostico, producto de la segunda gestacion, con una hermana de 5.1 aifos de
edad clinicamente sana. Presento nefroblastoma unilateral derecho en estado Il de tipo
epiteliab/blastemal.  El padre fallecio por enfermedad mental a los 35 ados y la madre de 26
No existen antecedentes de ncoplasias o de malformaciones congénitas.

afos es obrera

Son originarios de Yautepec, Morelos
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FAMILIA 4. EI propésito (11-1) de 4.5 aftos dc cdad al diagnéstico, de scxo

"

d de la primemn g ion. P nefrobl >ma unilatcral

fc i es pr

izquierdo cn estado Ill, de tipo no clasificado con tejido hetcrélogo nervioso. Ademis
clinicamente presenté desarrollo ncuromotor lento.  El padre de 25 afos es empleado de
oficina y la madre de 25 aflos ¢s ama dc casa.  Sin historia familiar de ncoplasias o

malformaciones congénitas. Son onginarios ded Distrito Federal.

FAMILIA 5. El proposito (11-2) de dos afos de cdad al diagndstico es de

13 prod o de la da ion, con un hermano referido como sano.

Py 6 unilateral derecho cn cstado I, de tipo blastemal; asociado a

Pr nef

sindrome de Beckwith-Wiedemann ya que presentaba gigantismo, macroglosia,
hemihipertrofia y retardo mental. El padre de 24 afos de cdad ¢s empleado y Ia madre de
2] afos es obrera. Sin antecedentes familiares de ncoplasias o malformaciones

congénitas, Son originarios de Toluca, Estado de México.

stndrome de
" 8ochwitn-wiedemann

49



FAMILIA 6 El propésito (11-1) de 3.6 afios de edad al diagnostico es de

sexo masculino, producto de la primera gestacion Presento ncfroblastoma  unilateral

derecho en estado 1, de tipo trifasico. El padre de 28 aios de edad es emplecado y !a madre

de 26 afios es ama de casa  No hay antecedentes familiares de ncoplasias o malformaciones

narios de Naucalpan, Estado de Meéxico

canueénitas Son or

FAMILLIA 7. El propésito (11-2) de 3.8 afos de edad al diagnostico es de
sexo masculino, producto de la segunda gestacion, tuvo un hermano con luxacion congénita
de cadera quien murio por causas desconocidas antes de los dos afos de edad, la abucla
paterna tallecié por cancer cervico-uterino ¥y la tia materna por cancer de estomago. El
paciente presento nefroblastoma unilateral derecho en estado 11, de tipo trifasico. El padre

de 28 anos de edad es comerciante y la madre de 32 anos, ama de casa  Son originarios del

Estado de Meéxico

50




FAMILIA 8. E! proposito (11-3) de sicte aftos de cdad al diagnédstico cs de

i6n; con her dec nueve y dicz afos de

sexo masculino, producto de Ia tercera g

bl unit ! derecho en cstado {l, de

edad, referidos como sanos.  Pr 6 nefr
tipo trifasico. FEl! padrc de 36 afos ¥ la madre de 32 aflos son cmplcados.  Sin histona
familinr dc ncoplasias o de malformacioncs congénitas.  Son originarios de Ciudad

Sahagun.Hidalgo.

FAMILIA 9. £l propasito ¢s de sexo femenino, con doce afios de edad.
Prescnté ncfroblastoma unilateral izquicrdo en estado 1V, de tipo cpitehial. con posible
metastasis a tejido nervioso. No sc proporcionaron datos de los familiares.

FAMILIA 10. El propasito (I1-1) de cuatro afos de edad es de sexo
femcnino, producto dc la primera gestacion. Presento tumor unilateral izquierdo en estado
11, de tipo blastemal. El padre de 25 afos de edad cs empleado ¥ tiene cardiopatia
congénita y la madre de 27 ailos de edad es enfermera y padece asma. No tienen historia
familiar de ncoplasias ni de malformaciones congénitas. Son originarios de Tchuacan,

Pucbla.



MUESTRAS

1 lar las ras de gre fucron tomadas con

Para cl estudio

EDTA como anticoagulante, y las de tumor se obtuvieron dir del quirofs

das i di cn recipi con nitrogeno liquido. Para ¢l analisis

sicndo cong

cromosomico sc extrajeron de cada nifo 2 ml de sangre peniférica con jeninga heparninizada

bi hasta su procesamicnto.

cstéril y se vo a atura
EXTRACCION DE DNA
El DNA sc extrajo por ci método de Kempter y cols. (1992) con ligeras

modificaciones en cuanto a ticmpos de extraccion, en la que se uulizé fenol segan lo

recomendado por Sambrook y cols. (1989).

OLIGONUCLEOTIDOS Y PCR.

Para la amplificacion se cmplcaron los primers informados por Coopes y
cols. (1993a) 7s ACC TAC GTG AAT GTT CAC ATG TGC TTA, 7a TCT TGA ACC
ATG TTT GCC CAA GAC TGG A (exon 7), 9s TGC AGA CAT TGC AGG CAT GGC
AGG, 9a GCA CTA TTC CTT CTC TCA ACT GAG (ecxon 9), 10s GTT GCA AGT

GTC TCT GAC TGG CAA TGT y 10a TGA AAG CAG TTC ACA CAC TGT GCT

GCC T (ecxon 10) (Fig.13). La reaccion cn cadcna de la polimcrasa se¢ realizé  en un

1 final de 25 ul

termociclador GeneAmp 9600 (Perkin Elmer) en r i con un

qQue contenian 2.5 Ul de Tag polimcrasa, 2.5 mM de ANTPs | 1 X de amortiguador Taq Pol

52



. 1.5 mM de MgCl ., 250 uM de cada oligonucledtido y 200-400 ng de DNA. Sc

corricron 30 ciclos con las siguienics condiciones: (94°-7, 94°-1°, 57°-1°, 72°-1°) 30 x, 72°-5"

¥y 4°
ZF | ZF2 3 zFa TGA
K
?
75 85 95 105
— — — —
T T — T —
7A 8A 9A * I0A
255bp 339bp 350bp 354bp
Fig. 13. Rep i6n dc la region de dedos de zinc del gen WT1 corresponden a los
exones 7-10 Las flechas indican ¢l smo umphfcado en la parte inferior se muestran los
primer utilizados y ¢l ni de pb P das. TGA cs ¢l codon de terminacion.
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POLIMORFISMOS CONFORMACIONALES DE CADENA SENCILLA EMPLEANDO
EL SISTEMA PHAST-SYSTEM (PHARMACIA).

tin este estudio sc hizo ¢l analisis de los exones 7, 9 y 10 del gen WTL de
mucstras tanto de tumor como de sangre peniférica de pacientes diagnosticados con tumor
dec Wilms, para saber si existia algun cambio en cstas regiones rclacionado con la ctiologia
de la ncoplasia.  Para cllo se chigio ¢l método de polimorfismos conformacionales de
cadena sencilla de reglones amplificadas con la recaccion on cadena de la polimerasa
(SSCP-PCR) dado que ¢l DNA de cadena sencilla tiende a plegarse v formar estructuras
compicjas cstabilizadas por uniones intramoleculares débiles coma son los puentes de
hidrogeno. l.a movihidad clectroforética de tales estructuras en geles no desnaturalizantes
depende no solamente de 1a longitud de la cadena, sino también de su conformacion,
ta cual esta dada por la sccucncia nucleotidica Par lo que ¢l método consiste en
desnaturalizar €t DNA de doble cadena y separar los productos mediante electroforesis en
geles de pohacrilamida. En este caso, s¢ utilizo un método no radicactivo que es una
modificacion del onginal desarrollado por Onita y Cols. (1989) cuyas principales ventajas
son ¢l que no se mancia radioactividad, asi como la \:S-Ffdcl. va que ¢l proceso completo se
Hleva a cabo en aproximadamente 2-3 horas, asi como  la scnsibilidad, al repontarse una
eficacia en la deteceidon de mutaciones mayor al 90 ®o (Vidal-Puig ¥ Mollcr, 1993),

fL.as amplificaciones por PCR de los cxones 7, 9 y 10 del gen WTI, sc

diluyeron en 1 ul de reaccion con 2 ul de formamida al 98 % y colorante. Estas muestras
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fueron sometidas a cbullicion duranic 10 minutos e inmediatamente después colocadas en
hiclo. Por cada corrimiento se pusicron dos controles negativos de un mismo individuo
sano. a uno de ¢stos controles se le trataba de la forma descrita y al otro se le corrié sin

formanmuda y sin hervir (doble cadena)

Despucs e hizo ¢l cornmiento en geles de poliacrilamida  en
gradiente de 10% al 15%, (Pharmacia)  prefabricados de un tamano de 534 2 cm v con
buffer nativo (Pharmacia)  Se utihzason condiciones de corrimiento preestablecidas por
Maya ¥y Torres (1995) incluidas en el programa 5 del PhastSysterm en donde  esian
ligados cuatro metodos programados automaticamente como sigue A) Mcetodo S0,
precorrimiento hasta 98 Avh, 400V, 10 mA, 1 S Wy I5°C B) MNctodo S 2, baja el peine
que coloca las muestras en ¢l wel v se inicia el corrimiento con 100 Avh, 400 V', 10 mA, |W
¥ 20°C () DMetodo S 3, levanta el paine y vana ¢l Avh a 102, continuando ¢l corrimiento
D). Metodo 54,300 V. 10 mA. 2 S Wy 165 Avh

El revelado se llevo a cabo con el programa numero 2 preestableaido, que
consta de fijacion con acido tricloroacético y con acido acetico y etanol, de tincion con
solucion de nitrato de plata v de reducciéon de fondo con tiosulfato

Los geles va tedidos se dejaron secar al aire en la obscuridad y después se

observaron con un analizador de geles Digital Imagingn System [S-1000 (Alpha Innotech

Corporation).
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ANALISIS CROMOSOMICO.
Sc realizé cl estudio citogenético en linfocitos de sangre periférica
de los pacicntes referidos anteriormente, con el siguicnte protocoio:
El cultivo de linfocitos sc llevé a cabo scgun la técnica de
Arakaki y Sparkes (1963) para la siembra y la de Moorhead y cols. (1960) en 1a cosecha,
con algunas modificaciones de Palma (1995)

SIEMBRA. En condicioncs optimas de cstenlidad trabajando en la
campana de flujo laminar, se sembraron por duplicado 1.0 ml de sangre total heparinizada
cn cada frasco quc contecnia: 5 ml de medio de cultivo McCoy S5a (GIBCO); 1.0 m! de
sucro fewl de temera (GIBCO). 0.3 ml dec fitochemaglutinina ( Microlab ) y 0.02 ml
de antibiduico ( 10 U/m! de penicilina y 20 ug/ml de cstreptomicina). Los frascos

h izados ¢ incubados a una temperatura constante de 37 °C.

de cultivo fucron

COSECHA. A partir dc las 48 horas de cultivo, sc inici6 la cosecha. Sc

agregaron a cada cultivo 40 ul de Ichicina 15 antes de procesario. La

suspension celular se paso a tubos conicos y sc centrifugd durante dicz minutos a 1,200

A heé

1te, ¢! boton se resuspendio en 10.0 mi de solucion

pm. Sc e] sob
hipoténica de KCI 0.075 M y sc Ic dcjé actuar durante 15 minutos a 37 °C. Sc scpard cl

botén al que se Ic agregaron 4.0 ml de solucion fijadora (metanol-acido acctico 3:1); se

hicieron tres cambios mas de fijador para climi restos celulares, cn el Gltimo cambio sc
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di6 en un volumen final de 0.5 mli, de donde se tomé

lular limpio y queser
0.! ml para claborar cada una de las laminiilas.

PROCESAMIENTO DE LAMINILLAS PARA VISUALIZAR LAS
ABERRACIONES CROMOSONMICAS. Sc realizd la técnica de tincion con Giemsa y para
bandas G (Tripsina-Gicmsa) de  Seabright (1971) con algunos ajustes, esta consta de los
siguientes pasos: 1) Las laminillas se sumergen en una solucién salina isotSnica 0.9% que
contiene tripsina-EDTA 0.0025% a 37° C en bado dc cbullicion 3-4 minutos. 2). Sec
3) Se tiden

enjuagan dos veces en solucidon salina isotonica a tempcratura ambiente.

con colorante Giemsa al 2% on amortiguador de fosfatos Sorensen pH 6.8 durante 3-5
minutos

ANALISIS AL MICROSCOPIO Las metafases s¢ analizaron en un
fotomicroscopio Carl Zeiss Universal 11 y se tomaron fotografias en todos los casos de
hallazgos importantes. La identificacion de los cromosomas bandecados y la nomenclatura

li i s del Si Internaci ! de Nomenclatura

se llevd a cabo siguiendo los

Citogendética Humana (ISCN) Y las aberraciones cromosomicas se clasificaron segun el

criterio de Savage (1976) examinando 100 metafases.
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RESULTADOS

De los pacientes analizados, cinco fucron de sexo femenino y cinco de sexo

masculino, y l1a edad promedio tué de 4 8 afos. De acuerdo con los resultados del analisis

histologico, el tipo celular mas frecuente en los tumores fue cl trifasico (compuesto por

células epitcliales, células blustemales y estroma) y el estado clinico tumoral que predomind

fué el 11

Respecto al analisis cromosomico se hicicron los cultivos de hinfocitos de

los diez pacientes, cuyos canotipos s¢  presentan en la tabla 111 En dos pacientes cl

cariotipo constitucional resulto alterado (Figs 13 y 13), contirmandose seis meses después

del primer analisis. El cariotipo de sus padres fue normal  Se probaron los metodos directo

y €l cultivo a largo plazo de tejido tumoral para la obtencion de cromosomas, si%cmbargo.

no sc obtuvieron resultados

En ¢l analisis de los polimorfismos conformacionales de cadena sencilla

(SSCP), se obscrvaron las siguientes migraciones diferentes: exones 7 (N4-WT43) y 9 (NO-

WT9) del tumor (Fig. 15), exon 7 del tumor en N7-\WT7, y N8-WTS (Fig 16), exén 10

del tumor en NO-WTO y NIO-WTI10 (Fig 17), N3-WT3 y N5-WTS (Fig 18) cxones 7y 9
de linfocitos en N9-WT9 (Fig.19), exon 10 de linfocitos en N10-WT10 (Fig.20), como se

muestra en la tabla 1V. Ninguan p € luvo ant d

es familiares de neoplasias y se

S8




trata de familias recién formadas: cuatro dec los pacicntes son producto de la primera

gestacidon, coma se describié on la secciéon material y métodos.
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Caracteristicas de los pacientes analizados en este estudio

Tabla 111
cariotipos correspondientes.

v
AR

i

?

1i

con sus

S Dnme ontrs ded
nke cHugendtic

~NO
~NO
S 7 Dres antes ded
arvaliais
cltgenetice
1% erame

~O
N1, 10 Deas antes dot
atialists cHogenet)
~0

~No

ND o Determmado
NSWT*® paciente con sindrome de Bechwit-Wicdemann
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Figura 13. Fotografia del complemento cromosomico constitucional del paciente N4-WT:
46. XY, (18X pl1:q23). Las flecchas mucstran al cromosoma 18 e¢n anilio .




Figura 13 . Fotografia del complemento cromosomico constitucional del pactente NS-WT
46, XX, 1 (11.21)(pl1S.qll)



Figural5  Fotogratia del gel on ¢l gue se muestran los potunorfismos det exon sicte en los
pacientes N4-W T3 vy NOG-WT6 v del exon nuese del paciente NOWTO en los tumores

63



Figura 16. Polimorfismos dec! cxén sicte en los tumores de los pacientes N7-WT, N8-WT y
NG-WT.



Figura 17. Polimortismos cn ¢l exon dicz de los tumorces de los pacientes N9-WT9y N10-
WT-10.
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Figura I 8. Polimorfismos dcl ex6n dicz cn los tumores de los pacientes N3.-WT3 y N5-
WTS.
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Figura19. Polimorfismo cn cl exén 7 dc linfocitos del paciente N9-WT9,

67



Figura 20. Polimorfismo cn ¢l exon dicz de linfocitos del paciente
N10-WT10.
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TABLA IV EVALUACISN DE LOS POLIMORFISMOS CONFORMACIONALES
DE CADENA SENCILLA EN CADA UNO DE LOS PACIENTES.

PACIENTE EXON 7 EXON 9 EXON 10
. L T L T L T
N1-WT) - - - . - -
N2-WT2 - - - - -
N3I-WT3 - » - S e - - -+
Ne-WT4H .- -+ - - - -
NS-WTS - - - - - +
N6-WTé ’ - + - - - -
N7-WT7 - + - - - -
NE-WTS - + - - - -
N9-WT9 + + - + + +
N10-WT10 - - - - - +

L LINFOCITOS
T TUMOR

NEGATIVO
+ = POSITIVO, POLIMORFISNO
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DISCUSION

El alisis citogenético en linfocitos de sangre periférica (s.p) indicd
resultados interesantes Uno de los pacientes quien presentd sindrome de Beckwith-
Wiedemann (BWS) vy tumor de Wilms unilateral derecho en estado 11 tuvo el cariotipo
46, XY, t(11.,21)(p15.q11). los padres tuvieron cariotipo normal. El sindrome de Beckwith-

Wiedemann (BWS) es una patologia caracterizada por el crecimiento excesivo de los

organos y tejidos, lo que origina organomegalia, hemihipertrofia y predisposicion a tumores
intraabdominales, tales como tumor de Wilms (WT), carcinoma adrenocortical (ACC),
rabdomiosarcoma embrionario, hepatoblastoma v pancreatoblastoma  Existen informes en
la Nliteratura de alteraciones cromosomicas constitucionales en nidos con BWS vy que
involucran al brazo corto del cromosoma 11 (Saal ¢r «f, 1983, Nartinez o7 ol . 1985,
Turleau 7 al. | 1984, Hadro ¢f al, 1985, Olney vt ., 1985, Nikawa «f o/, 1986, Winter 7
al.. 1986) En este paciente, ¢l cariotipo normal de los padres indica que Ja trasfocacion
fue e novo y se trata de BWS esporadico por lo que es un buen caso para el estudio de la
ctiologia del tumor de Wilms

La duplicacion parcial de 11pl5 como resultado de traslocacion ha sido
informada en varios casos de BWS, y el analisis del mapeo genético ha conducido a la
hipotesis de que esta region cromosomica esta involucrada en BWS. En este lugar

cromosomico se encuentran los genes que codifican para las beta-globinas, 1a hormona
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paratiroidea, la lactato deshidrogenasa A, el factor de crecimiento de tipo insulina 11, Ia
insulina y ¢l oncogen He-ras (Klinger, ¢7 o/, 1991), entre otros (Tabla V). Los genes de la

ento de tipo insulina son de gran interés, ya que ¢l paciente que se

insulina y ¢l de crecimi
presenta desarrollo hipoglucenua ademas de henmhipertrofia, macroglosia hepatomegalia y

ctores de crecimiento de tipo insulina son potentes mitogenos y se han

gigantismo. l.os
evidenciado altos niveles del factor 1§ (IGF-11) en el tepdo renal embrionario normal, asi

stor se inician al unirse al

como en los tumores de Wilms, muchas de las funciones de este

receptor IGFIR el que conticne vanos s s potenciales de union para WT1 Werner y

cols (1993) informaron quc los niveles de MRNA de WT1 y de IGFIR son inversamente

propor nales, lo que sugicre a WTI1 como regulador negativo de este receptor. Al
activarse la expresion de WTI1 durante el desarrollo del ridnon normal, se reduce el
crecimiento potencial de las células y se Heva a cabo la diferenciacion. El paciente al que
nos referimos, desarrollé un tumor de Wilms de tipo blastemal, lo que pudo deberse a que
ios niveles de IGF-II furon mayores a los de WTI1, evitando la diferenciacion normal y
estimulando la tumorogeénesis.  Este paciente no presento inmunodeficiencia ni problemas

con ¢l metabolismo del calcia, por lo que al parecer, ni los genes beta-globinicos ni ¢l dela

hormona paratiroidea estan alterados
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entifico un polimortismo conformacional en ef

En este mismo paciente se i
exon 10 del gen WT1 del tumor  Este polimortismo puede indicar una mutacion en WL

relacionada con la geéneses del tumor
atura no se encontraron informes de pacientes con BWS g

En fls hre
Pero st hay vanos en los que  se informa de

traslociacion constitucional 1HplS 212t

ciones que involucran a 1 p como las que se muestran en la tabla VI

trasloc:
I.a concordancia entre la localizacion cramaosamica de oncogenes v de genes

El

s alteracrones cromosomicas en diversos canceres s bren conocida

supresores y
Tugar donde se

nefroblastoma esta asociado en algunos casos con la pérdida de 1ipt 3,

encucntra WTT un gen supresor anvoluciado en el desarrolfo de esta neoplasia L.
duplicacion de 1 pl S va anabzada en parratos anterniores, involucra al oncogen HRAS- I, sin

en en los

ares del incremento en la doss de este

embario no existen evidencias mole
pacientes que presentan fenotipo de BWS (Jeanpierre o7 of | 1985), pero se ha mmformado
reles of el | 19R3. Reeve o7 al | 1983)

de la perdida de HRAS- | en tumores de Wilms (

Como es tien conocrdo, el funcionamiento de los genes pucde modificarse

por mutaciones v por olos mecanismos, tal como el amprmnng genomico. esta es una

ion diferencial de los alelos de un gen

d que provoca la expres

on gameto especiti

modifica
{Sapienza, 1989) Pal vy cols (1990) observaron que los tumores que presentaban pérdida




de heterocigocidad para los marcadores | ip, perdian sicmpre la region  cromosomica
materna y en los pacientes con sindrome de WAGR la delecion Hipl3 siempre se deriva de
la linca germinal paterna (Hutll, ¢r o/ 1991) Por lo que deChiara v cols (1990199 1)
sugeren que existe un aampnnting de la regaon 11p1S S especifico de tegido. como o indican
fos estudios en ratones

Un paciente con retrasa neuromator v tumor de Wilms undateral izquierdo
en estado [ v tepdo heterologo nenvioso presenta canotipo 46 XX r(18) (pl1.q23) sin
otros datos fenoupicos El carionpao de los padres fue normal Se ha discutido mucho

en amtlio v es frecuente que dos o mas pacientes

sobre la heredabihidad de los cromosom,
con un amllo cromosomico identico no tengan fenotipo comun (Zachar y Breg 1973,
Dallapiccola, et at [1077)

Los amillos cromosomicos pucden ser estables o anestables con diferentes
wrados entre bpos iguales, pero en peneral tienen poca inestatabdad.  esta depende

principatmente del tamano de la perdida, del promedio de intercambios de cromatidas

slulares con amllos  Exaste un mforme

hermanas en el anillo v de la viabilidad de las hneas ¢

1 de un cromosoma extra en anilio en una

de K

Kats v Cols (1991 quien reporto la presenc

fanubia en ks que dox hyos presentaban tumor de Wilms, uno de ellos unmilateral y el otro
belateral v tanto en ellos en linfocitos como en los tumores y  la madre en sangice penferica,

s¢ observo este anillo cromosomico, no determinando el grupo al cual pertenecia En la
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paciente con este hallazgo citogenético, se identificéd un polimorfismo conformacional en ¢l

exdén 7 del gen WT1  del tumor, lo que confirma que el gen WT|[ esta alterado en los
tumores esporadicos, independi e del estado general del paciente. En ambos

extremos terminales del cromosoma 18 existen genes de gran intcrés, t@es como el que

codifica para la timililato sintetasa (TYMS) en 18Spl1.32, proteina que cataliza [a

transferencia de grupos metilo a la desoxi-5'-monofosfato para formar timidina-57-
monofosfato en la via sintética de los 5'-trifosfatos de desoxirribonucledsido. que son los

precursores directos en la biosintesis de DNA. En el otro extremo cromosomico sc

encuentra el Jocus del gen de Ia leucemia de células B (BCL2) en 18q21.3, cuya proteina es

importante en la inhibicion de la muerte celular programada.
en la compleja red de controles

Sin embargo, operan multiples
que regulan la proliferacion celular, y la falla en un solo componente no refleja toda la
alteracion fenotipica.

En una paciente (N9-WT9) se observaron polimorfismos tanto en leucocitos
como en el tumor, lo que hace suponer que en clla una o ambas mutaciones fiteron

germinales. El no haber observado alteraciones cromosomicas pudo deberse a que

ocurrieron microdeleciones o bien, s6lo mutaciones puntuales.

Los exones en los que se¢ identifico mayor nimero de polimorfismos

conformacionales fueron el 7 y ¢l 10, como sc observa en la figura 21. Los exones 9y 10
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segun lo informado en la literatura. Es interesante

son fos alterados con mayor frecuen:

nosticados  en estadios mas

que los tumores se Wilms en nidos mexicanos son d
avanzados que en los nifos norteamericanos, ello puede deberse al hecho de que los padres
flevan a los nifios al hospital tardiamente, sin embargo se propone realizar estudios que
relacionen e grado de alteracion patologica del tumor con el exon del gen WTI que se

que de existir alpguna vinculacion, tendnia smportancia pronostica

presenta alterado, y
relevante

En peneral los resultados indican gque los exones anahzados del gen WTL en
esta poblacion, estan involucrados directamente en la etiologia de Jos tumores de Wilms
esporadicos solo en algunos casos, esto esta de acuerdo a lo intormado por Brown y Cols

estudios de polumortismos conformacionales demostraron que las

mutaciones en el gen WTI estan involucradas en tos tumores de Wilms

s evidente la heterogeneidad genctica en la cuologia del tumor de Wilms, v
que existen otros genes de predisposicron a esta neoplasia embrionasta, es por ello que el
estudio se continuara analizando otros posibles genes de predisposicion  La causa de que
fuera analizado este gen y no otros, es que es el unico con secuencia conocida

El que no se hayan evidenciado polimorfismos conformacionales en algunos
de los pacientes estudiados, puede deberse también a que es la primera vez que se emplea el

meétodo Phast-System (Pharmacia) para ¢! analisis del gen WT1 y ¢l yrado de confiabilidad
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es de 90%. Por cllo se ha iniciado el analisis con los métodos de Orita y colaboradores
(1989), ¢l D-Gene (Bio-Rad) y el el PCR-SSCP (Stratagene) para corroborar fos
resultados (datos no presentados). Otras causas de no haber identificado alteraciones es
que sc localicen en los exones no analizados o que existan otros factores involucrados

Es importante schalar que este es el primer estudio molecular del gen W1
en pacientes mexicanos con tumor de Wilms, y abre un amplio panorama de estudios; el

diato sera el alisis de las secuencias de las regiones que presentaron polimorfismos

conformacionales La continuacion del proyecto sera la secuenciacion total de los exones,
la deteccion de mutaciones en los genes candidatos de predisposicion a tumor de Wilms y el

analisis del mRNA y de la proteina W11
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i Fig 21. Nu de poli rfismos observados en los exones 7, 9y 10 del gen WT1 cn cste
N estudio.
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Tabla V. Loci génicos en el cromosoma 11p15

Localizacién

1iper-pls.s
11p15.s
11p. 155

o upiss

H 11p1s s
o 11pls s
H 11pl5 5

11p15 s
: Tlpl5 5-pl5a
11p15.5-p14.3
T1p1s .pls i
1ipl5 2-piS.i
11p15.2-p15.1
11pi5.2-pis5s 1
i 11p15.2-p1s )

11p15.1

3 11p15.1
— 11p15.1-pl43
11p15.1-pld
11pi1s.1-pid

{ 11pis

11ipis

11p15

1ipls
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Tabla V. Loci génicos en el cromosomai8.
Localizacién
18pl11.32

Tispizapinz

: 18q21.3
18g21-qter
18q22-qter

BT = TH

18q22-qter

Datos de Klinger H. P (Editor) 1991 Cytogenctics and Cell Genetics. Vol. 58
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Tabla VI. Alteraciones cromosomicas constitucionales en pacientes con sindrome
de Beckwith-Wicdemann informadas cn la literatura

C ARIO TR

46, X, ((X;1){q26,;q26)° !
46, XY, <12, +der{12).1{3:12)(q23.p12.5)pat |
) 486, XX.t(11p;22q)mat !
CBY.AX‘Y.J 1+rec{11).dup(p13-.p15).dei(g23..q25) )
46,XX,-11,+der{11),dup(p15?)
46,%XX,-11,+der(11),dup(p15)
46.XY,-11,+der(11).t{4,11)(q33;p14)pat

REFERENCIA
Punnet et al., 1974
Healy et al., 1984
Pueschel y Padre Mendoza, 1984
Turteau et al., 1984
Turleau et al., 1984
Waziri et al.,1983

Waziri er al.,, 1983

i
i
i
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CONCLUSJIONES

1. Las aiteraciones cromosomicas observadas en lhinfocitos de sangre
periférica indican sitios de intcrés para ¢l cstudio de la ctiologia del nefroblastoma o tumor
de Wilms.

2. El ex6n 7 presento mayor namero de polimorfismos cn cste estudio,
micntras quc cn los informados en la Ineratura es el exon 10 La diferencia puede deberse
a la sensibilidad mctodologica o a Ia composicion  pendética particular de la poblacion
mexicana estudiada.

3. Existe participaciéon importante del gen WT1 en ¢l desarvolio de!
ncfroblastoma o tumor de Wilms cn los pacientes estudiados.

4. El presente trabajo contribuye a evidenciar al gen W1 comeo factor

importanic cn la carcinogéncesis embrnonana.
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