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V. RESUMEN

El tumor de Wilms o nefroblastoma es el tumor renal infantii mas
frecuente a nivel internacional. Los mecanismos moleculares que inician
esta neoplasia y que involucran al gen beta catenina aun no han sido
esclarecidos totalmente. Existe informacion de que el RNA mensajero
de beta catenina se encuentra alterado pero no se ha estudiado la
expresion de las isoformas en el tumor de Wilms. El presente trabajo se
analiz6 la variacion de la expresion del gen beta -catenina,
particularmente en el exén 16 en tumores de Wilms y se comparo el
resultado con una muestra de tejido normal. Se extrajo RNA por el
método convencional y se convirti6 a cDNA con transcriptasa reversa
seguida de la amplificacion por reaccién en cadena de la polimerasa
cuantitativa (QRT- PCR). Los resultados obtenidos demostraron la
expresion diferencial de las isoformas +/- 159 del gen beta catenina en
tumores de Wilms con respecto a tejido renal sano. La isoforma +159 pb
(613 pb) del gen beta catenina se expreso en los tumores en proporcion
1 a 4 con respecto a la isoforma —159 pb (454 pb). Esta relacion sugiere
gue la isoforma +159 pb del gen beta catenina juega un papel
importante en el desarrollo del tumor de Wilms confiriéndole un fenotipo

neoplasico.

Palabras clave: Tumor de Wilms, nefroblastoma, gen beta catenina,

isoformas +/- 159pb, cancer.



V. GENERALIDADES
5.1 INTRODUCCION

El tumor de Wilms (TW) o nefroblastoma es una neoplasia renal embrionaria
gue ocupa el sexto lugar de las neoplasias renales malignas infantiles en el
Distrito federal (1). En Estados Unidos tiene una incidencia de uno en 10,000
recién nacidos vivos (2). Se ha profundizado en el estudio molecular de los
tumores de Wilms porque representan un buen modelo para las neoplasias
renales infantiles y porque recapitula el desarrollo del rifion. El tumor puede
presentarse de manera unilateral o bilateral, por sus caracteristicas celulares
es heterogéneo y puede estar constituido por tres tipos histolégicos: estromal,

epitelial y blastemal (3).

El TW esta asociado a diferentes sindromes como WAGR (tumor de Wilms,
aniridia, alteraciones genitourinarias y retardo mental), BWS (Beckwith-

Wiedemann), DDS (Denis-Drash), Perlman y Frasier entre otros (4-7).

Se ha informado de varios genes involucrados en el desarrollo del tumor como
son WT1 e IGF2 (WT2) que se localizan en la regibn cromosémica 11pl3 y
11p15 respectivamente; el gen WT3 aln no identificado pero mediante estudios
de pérdida de heterocigocidad se sabe que debe estar localizado en el brazo
largo del cromosoma 16, un cuarto gen llamado FWTL1 localizado en 17q12-21
que es el gen de predisposicion familiar al tumor y el quinto es el que motiva
este estudio es el gen CTNNB1 mejor conocido como Betacatenina, beta
catenina o p-catenina, ubicado en el brazo corto del cromosoma 3 (3p21.3-22)
(8,9).

Los genes beta catenina, IGF2 y WT1 regulan la proliferacion celular y se
sobre-expresan en tumores que se asocian a diversos sindromes geneéticos,
pero aun se desconoce si actian por separado o en interrelacibn molecular por

algun mecanismo molecular comun (10).
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5.2 ORGANIZACION DEL GEN BETA CATENINA.

La estructura primaria del gen CTNNB1 (beta catenina) humano fue
determinada por analisis de cDNA vy clonas gendmicas (8). El tamafio del gen
es de 23.2 kb distribuidos en 16 exones. Todos los sitios donadores y
aceptores de corte y empalme (“splicing”) siguen la regla GT/AG. Los limites de
tamafio de los exones van de 61 a 790 pb. La mitad de los intrones son
menores a 550 pb, siendo el mas pequefio de 84 pb y el mas largo de 6700 pb.
Las uniones intron-exén coinciden con los sitios conservados de las 12
secuencias repetidas armadillo o con la unién intrén-exén en el gen armadillo
de Drosophila. El principal sitio para el inicio de la transcripcion fue identificado
en la regibn A compuesta por 214 nucleotidos corriente arriba del codon de
inicio ATG. El resultado del transcrito es una proteina de 3362 pb. La region 5’
es altamente rica en GC y carece de cajas CCAAT pero contiene caja TATA y
sitios potenciales de unidén para diferentes factores de transcripcion como
NFkB, SP1, AP2 y EGR1. Ademas, el corte y empalme alternativo es un
mecanismo de regulacién de los factores de transcripcion; por el que se puede
modificar la afinidad y la especificidad de union al DNA, la activacion, la
represion y la dimerizacion de proteinas; lo que puede ser especifico de

diferentes etapas del desarrollo embrionario y tumoral (9).

En el transcrito de beta catenina se encuentra un sitio aceptor de corte y
empalme dentro del exdn 16 que comprende la insercion o no de 159 pb. La
amplificacion de cDNA por PCR en 14 lineas celulares humanas demostré la
expresion de ambas variantes de corte y empalme. Este gen puede presentar
al menos dos isoformas como resultado de corte y empalme alternativo (8).
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5.3 FUNCIONES DE LA PROTEINA BETA CATENINA.

Las proteinas sustentan muchas de las funciones celulares: Por un lado,
forman parte de la cascada de transduccion de sefiales que comienza con la
activacion de un receptor, por otra, son responsables de la relacidon de la célula
con su medio o de la célula con otra célula vecina y finalmente, dan forma a la

célula constituyendo el citoesqueleto, etc.

La proteina beta catenina interviene en dos procesos totalmente distintos:

1. Es una proteina estructural que forma parte de las uniones adherentes entre
células epiteliales vecinas, que son criticas para el establecimiento y el
mantenimiento de las capas epiteliales. La beta catenina se une a la alfa y
gama-catenina, que a su vez se unen al citoesqueleto de actina de la célula vy,
ademas, conecta con cadherinas trans-membranarias que se relacionan con
cadherinas de células vecinas, constituyendo asi un fuerte ensamblaje que

conecta las células entre si (11).

2. La beta catenina puede actuar fuera del complejo de los contactos focales
activando factores de transcripcion y provocando la activacion de genes.
Regula el crecimiento y desarrollo normales de la célula en varios estadios de
embriogénesis, participa en la cicatrizacion de heridas y en la metastasis
tumoral. Es un componente de la ruta de sefalizacion de Wnt, que esta
involucrada en la diferenciacion renal; se ha aislado en aproximadamente el
15% de los tejidos tumorales y en cancer como el de ovario, de higado, de

colon, de prostata y de pulmén entre otros (12-20).

-12 -



5.4 CONTACTO CELULA-CELULA MEDIANTE SENALIZACION.

La interaccién célula-célula incluye una adhesién con proteina extracelular
llamadas cadherinas (proteinas de adhesion dependiente de calcio) y efectores
intracelulares que son las cateninas (11). Estas Ultimas tienen un papel
importante en el desarrollo del embrion ademas de ser factores de
transcripcion. Beta catenina es similar a su homélogo armadillo y ambos actdan

en la via de sefalizacion Wnt (21,22).

Como se menciond anteriormente, la beta catenina forma complejos con las
cadherinas que son glicoproteinas con un peso molecular entre los 115 y los
140 kDa, capaces de mediar la adhesion célula-célula en una manera
dependiente de calcio. Las cadherinas expresadas en la superficie de células
adyacentes se unen entre si (union homo tipica), para mantener las células
juntas y conservar la arquitectura tisular, ademas, participan en el desarrollo de
organos y vasos, y en la cicatrizacion de heridas. La eliminacién del dominio
citoplasmico de cadherina bloquea la agregacion celular lo que demuestra su
papel de regulacion interna. Las primeras cadherinas que se identificaron
tienen una expresién tejido-especifica y fueron nombradas de acuerdo al tipo
de células que las expresan: la E-cadherina se encuentra en células epiteliales,
la N-cadherina en tejido neural y la P-cadherina en placenta. Dadas las
diferentes funciones de las cadherinas, representan una larga lista de posibles
blancos terapéuticos; por ejemplo, se sabe que el patron de expresion de
cadherinas en neoplasias agresivas presenta diferencias con el patron en

neoplasias poco agresivas (23,24).

Un estudio con muestras de carcinomas encontré que los niveles de expresion
de beta catenina correlacionan con los de E-cadherina. La baja expresion de
beta catenina se asocia a la presencia de metéstasis nodales y a un pronéstico
desfavorable.

Utilizando modelos murinos, se ha demostrado que las células tumorales con
baja expresion de E-cadherina y beta catenina incrementan su capacidad de

penetrar a la circulaciéon vascular y de generar metastasis (25-28).
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Las cadherinas mediante una sefial de reconocimiento se unen a otra
cadherina en el ligando extracelular. La region extracelular de cadherinas
contiene cinco dominios consecutivos de hojas beta. Las moléculas de
cadherina forman dimeros cis a través de la interaccion de los dominios de las
hojas beta. (Fig. 1). Un estudio estructural previo de fragmentos de cadherina
sugiere que la unién trans envuelve al dominio N-terminal. La region
citoplasmatica (extremo carboxilo terminal) de las cadherinas esta conectada al

citoesqueleto de actina mediante proteinas de la familia de las Cateninas (26).

CADERINAS
DOMINIO N- p-120 ALFA CATENINA
TERMINAL l!
]

L
i f

" az + BETACATENINA

MODELQ DE UNION CON
TRANSDIMERIZACION
SOLO A DOMINIO N-
TERMINAL

Figura 1. Representacion esquematica del contacto célula-célula mediado por

cadherinas y cateninas (alfa y beta) (28)
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5.5 MODELO DEL ARREGLO MOLECULAR EN LA ADHESION MEDIADA
POR EL COMPLEJO CADHERINA-CATENINA.

Las cadherinas se expresan como dimeros en la superficie celular e
interactian con otros dimeros de células vecinas. La union es proporcionada
por un grupo de tres proteinas llamadas cateninas; la alfa-, beta- y gamma-
catenina que se fijan directamente al dominio citoplasmético de las cadherinas
mediante su extremo amino terminal. La alfa catenina interactia de manera
concertada con otras proteinas y se fijan a los filamentos de actina. El carboxilo
terminal de cadherina se extiende en el citoplasma y se une a la beta catenina

0 gama catenina (plakoglobina) que une los filamentos de actina en la célula.

Un sitio de la region trans membranal (TM) une la proteina relacionada a la
catenina p120 que a su vez contiene 5 repeticiones de armadillo lo cual media
en la interaccion con cadherina. P120 es un blanco de fosforilacién y la
fosforilacibn modula las propiedades de cohesividad del ectodominio por un

mecanismo desconocido (Fig. 2).

ECTODOMINIOS DE CADERINA

M 100 200 S00 400 G B B 600 L
/A I B B e e e ™ |
2+ 120 RB-cat

W Ca SITIOS ®

Figura 2. Adhesion mediada por el complejo cadherina-catenina (21).

Los ectodominios son ricos en Asp y Glu formando tres sitios deCa®* por
dominio en las vueltas terminales de la hoja asi como en el “linker”, donde tres
iones calcio se unen en la region del inter dominio neutralizando efectivamente
la carga y cancelando la carga neta de repulsion electrostatica. La union de
iones calcio incrementa la rigidez de la region extracelular (Fig.3). Esta
interaccién se puede interrumpir por el EDTA (agente quelante) que es

comunmente usado como un disgregante celular (21)
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Zonarica
en asplglu

E- Cadherina

Figura 3. Representacion tridimensional de los ectodominios de E-cadherina
(26).

La cadherina forma grupos de contacto célula-célula en la membrana formando
la funcién adherente entre células. La concentracion local de cadherina y su
funcién adherente ayudan a secuestrar el pool citopladsmico de beta catenina, lo

gue la limita para entrar al nucleo (26).
La beta catenina en el nicleo se asocia con factores de transcripcion como

LEF y TCF y activa la expresion de genes tales como la ciclina D1 que estimula

la proliferacién celular (29) como se muestra en la siguiente figura:
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Figura 4. Representacion esquematica de la interaccion de beta catenina en

citoplasma y nucleo (27).

La beta catenina citoplasmica se une a APC (Adenomatous Polyposis Coli)
para formar un blindaje para la fosforilacion por la cinasa serina /treonina
GSK3. Cuando se fosforila, se activa la sefial de ubiquitinacién. La via de
sefalizacion Wnt libera a los vertebrados de la proteina hidrolizada por la
membrana celular, y esto desplaza a la GSK3 de APC, de lo contrario beta

catenina no se destruye rapidamente (29).

La pérdida de cadherina resulta en una liberacion de beta catenina en el “pool”
citoplasmico, lo mismo que se observa ante la sobrexpresion de APC. Estos
son dos secuestradores de la beta catenina citoplasmica, uno tiene bajo su
control la adhesion celular y el otro a los factores de sefializacion extracelulares
(23).

La mutacion del gen APC (Adenomatous Polyposis Coli) es responsable de la
Polyposis adenomatosa familiar, una condicion clinica caracterizada por cientos
de podlipos en el colon, que con los afios evolucionan hacia lesiones
carcinomatosas. La proteina codificada por este gen regula diversos péptidos
celulares, incluyendo catenina, que esta unida al dominio intracelular de E-
cadherina (29).
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La inactivacion del gen APC produce un acumulo anormal de beta catenina y
permite que ésta forme complejos con el factor de transcripcion TCF-4
determinando la sintesis de ciertos genes que alteran el ciclo celular. Por otra
parte, el exceso de beta catenina, en virtud de su unién con E-cadherina, altera
la estructura de las zonas adherentes (Zonula adherens), que mantienen
unidas las células entre si, lo que lleva a alteraciones en los mecanismos de

comunicacion intercelular que van a favorecer la transformacion maligna (30).

En las células que expresan el APC funcional, reprime beta catenina por
proteolisis y ubiquitinacion; de este modo evita la activacion de beta catenina y
del factor TCF-LEF de la transcripcion. En las células que tienen el APC
transformado, los niveles de la beta catenina se elevan, favoreciendo el
desarrollo de los complejos de beta catenina/ TCF-LEF y de la activacion de las

capacidades del factor transcripcional de TCF-LEF (31,32).

Beta catenina actia como oncogen, cuando se transloca al nacleo. Ademas se
une al factor de las células T o factor linfoide amplificador y actia como trans-
activador de sus genes blanco (23). En cancer de mama, beta catenina y otros
genes de la via de Wnt se sobreexpresan y se ha demostrado que inducen
proliferacion celular anormal. Se han identificado mutaciones en el gen de beta
catenina en carcinoma endometrial y otros carcinomas, con acumulacion
anormal de beta catenina en el nucleo (32). La relacién con la inestabilidad
microsatelital esta poco clara. Se ha sugerido que los genes de la matriz de la
metaloproteinasa 7 (MMP-7) y la ciclina D1 son blancos de la beta catenina
activada (23).

Las mutaciones de beta catenina en el exdn 3 fueron encontradas utilizando los
métodos de polimorfismos conformacionales de cadena sencilla vy
secuenciacion del DNA. El exén 3 encierra residuos de serina/treonina los
cuales son sitios de fosforilacién de la GSK-3beta. El resultado sugiere que
MMP-7 y la ciclina D1 pueden ser blancos de la betacatenina activada en
cancer epitelial y otros carcinomas y una sefalizacion anormal en la via de

sefalizacion de Wnt (33).
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Beta catenina se encuentra alterado a nivel de DNA, mRNA y proteina en
diversos tumores incluyendo al Tumor de Wilms, sin embargo, no hay algin
estudio que demuestre que existe expresion diferencial de las isoformas del

exon 16 en tejido tumoral con respecto al tejido sano.

5.6 MUTACIONES DE BETA CATENINA EN DIVERSOS CANCERES.

Estas mutaciones son muy especificas y se presentan en residuos del dominio
amino terminal de la proteina. Estos residuos pueden ser fosforilados y juegan
un rol en la desestabilizacion de la proteina. Las mutaciones bloquean las
fosforilaciones y por lo tanto inician un incremento en la estabilidad de la
betacatenina. En algunos tumores el amino terminal es eliminado (34). La tabla

lista la frecuencia y la posicion de las mutaciones.
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Tabla 1. Mutaciones en gen CTNNB1 o beta catenina diferentes tipos de

cancer (34).

Tejido

Colorrectal
Colorrectal

Colorrectal- cl/o

APC mutacion

Colorrectal- cl/o

APC mutacion

Colorrectal
HNPCC

Colorrectal c/

MSI

Colorrectal clo

MSI

Desmoide,
esporadico
Desmoide,
esporadico

Endometrial c/

MSI

Endometrial c/o

MSI

Gastrico,
Intestinal

Gastrico, tipo

difuso

Hepatocelular
c/HCV

Hepatocelular

Hepatocelular
Hepatocelular

Hepatocelular
Hepatoblastoma,
esporadico
Hepatoblastoma,
esporadico

Fre
Cuen
cia

9/202
2/92

7/58
13/27
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5.7 VIA DE SENALIZACION WNT Y BETA CATENINA.

Beta catenina como todas las proteinas, estd sometida a una cinética de
sintesis y degradacion, y normalmente se encuentra en estado
estacionario (36). Cuando la velocidad de sintesis es mayor que la de
degradacion tenemos una disponibilidad de beta-catenina citoplasmatica
gue no esta unida a la actina. Esto le permite unirse a dos factores de
transcripcion (TCF y LEF) que resultan activados, sufre translocacion al
nucleo y determina asi la transcripcion de una serie de genes especificos
(como las ciclinas, entre otros). La activacion de la beta-catenina se

traduce en el ntcleo como un punto final de la via de sefializacion de Wnt
(Fig. 5).

without
Wnt

L
l " 4
- stabilization I I II Idegradation

Figura 5. Via de Sefalizacion WNT (23).
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Durante el desarrollo del rifidn se expresa Wnt-4 que es una glicoproteina
gue actia como un auto-inductor de la transicion del mesénquima a
epitelio renal en condiciones de desarrollo normal de la nefrona. La
desregulacion de la transformacion del epitelio puede llevar a tumor de
Wilms (23).

Mutaciones o pequefias eliminaciones resultan en pérdidas de sitios de
regulacion de la fosforilacion dentro de beta-catenina. La activacién de
mutaciones de la beta-catenina es un evento comun en el desarrollo de

tumor de Wilms y otros carcinomas, como se observa en la tabla anterior.

Estos sitios representan los sitios de fosforilacién potencial de GSK-3beta
en los codones 33, 37, 41 y 45. La sustitucion de aminoacidos esta

indicada sobre la secuencia con eliminacién del codon 45. (Fig. 6).

Figura 6. Representacion esquematica de las mutaciones de beta
catenina en el tumor de Wilms.
(http://cancerres.aacrjournals.org/cgi/content/full/59/16/3880/F2)
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En el Tumor de Wilms, las mutaciones de beta catenina eliminan la
funcionalidad de los sitios de fosforilacion de GSK-3 beta en el extremo
amino terminal (37).

Algunas mutaciones muestran una estabilizacion de la betacatenina y
ejercen un efecto dominante en los valores de la transcripcion de beta
catenina/TCF. Més aun, las mutaciones encontradas en el Tumor de
Wilms son idénticas a las mutaciones encontradas en otros canceres
humanos. Esto implica que la betacatenina mutada esta involucrada en el
desarrollo del Tumor de Wilms, y debido a que la beta catenina es un
mediador corriente abajo de la sefalizacion de Wnt-4, el hallazgo de
mutaciones activadas en el gen de betacatenina en el Tumor de Wilms
nos dice la importancia que la via de Wnt tiene en el desarrollo de rifién de

mamiferos (37,38).
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VI.- JUSTIFICACION

Debido a que se desconocen los mecanismos moleculares que inician el
desarrollo del nefroblastoma y a que la proteina beta catenina tiene amplia
ubicacion y funcionalidad, unos propusimos a contribuir al conocimiento de
la carcinogénesis embrionaria, tomando como modelo el tumor de Wilms
porque recapitula el desarrollo del rifidn, analizando las variantes de la
expresion del gen beta catenina, en un estudio descriptivo, transversal

comparativo.

VII. OBJETIVO GENERAL.

Identificar la expresion de dos isoformas del gen de beta-catenina en

tumores de Wilms y compararlo con tejido aledafio y renal sin TW.

7.1 OBJETIVOS PARTICULARES.

7.1.1 Analizar la expresion de las isoformas del gen de beta
catenina en Tumores de Wilms y en tejido renal sano.
7.1.2 Semi-cuantificacion del cDNA beta catenina, en los tumores

de Wilms por PCR en tiempo real.

VIIl. HIPOTESIS ALTERNA.
El tumor de Wilms presenta expresion diferencial de las isoformas del gen

beta-catenina en comparacion con tejido renal sano.
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IX. MATERIAL Y METODOS

9.1. MUESTRAS.

Se estudiaron cinco tumores de Wilms y una muestra de tejido renal sin
antecedentes tumorales, todos de nifios mexicanos.

Las muestras se tomaron con el consentimiento informado previo del cirujano
oncologo pediatra y de los familiares responsables del paciente. Las muestras se
tomaron inmediatamente después de la reseccidon renal, con un tamafio
aproximado de 3 a 5 cm. de grosor y de los mismos rangos de longitud; se
recibieron en tubos de 50ml tipo Falcon y se congelaron inmediatamente con
nitrogeno liquido. Se hicieron alicuotas de aproximadamente 500 miligramos
mismos que se mantuvieron en congelacién (-70° C aprox.) en presencia de
glicerol. El estudio se realiz6 en la Unidad de Investigacion Médica en Genética
Humana, Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto

Mexicano del Seguro Social.

ASPECTOS ETICOS. EIl proyecto se sometié a evaluacion del comité cientifico y
de ética del Hospital de Pediatria del CMN Siglo XXI y se sometié a los comités
correspondientes en cada Hospital participante. Este proyecto se realiz6 siguiendo
las recomendaciones de Helsinki para manejo de muestras biol6gicas de humanos
y con el reglamento de la Ley General de Salud en materia de investigacion para la
Salud.

Los pacientes y sus familiares fueron informados y se les explicé que se trata de
un proyecto de investigacion; ellos firmaron una carta de consentimiento
proporcionada por la Unidad de Investigacion Médica en Genética Humana (Anexo
2) Los resultados de cada paciente se manejaron con una clave y los nombres de

forma confidencial.
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9,2. DESCRIPCION DE LOS TUMORES.

a). WT6, obtenido de: Hospital de Pediatria CMN S XXI Servicio de Cirugia de
Tumores, proveniente de paciente femenino de 7 meses con cuadro de 1 mes de
evolucion, aumento de volumen abdominal, astenia, adinamia. Exploracion fisica:
Abdomen globoso, asimétrico a expensas de masa localizada en hemiabdomen
izquierdo de aproximadamente 14 cm. en su diametro mayor, firme, fijo, no
doloroso. TAC: masa a expensas de rifidn izquierdo que rebasa la linea media y
desplaza el rifibn hacia delante y linea media, con é&reas de necrosis, sin
calcificaciones, aparentemente con la capsula rota. Dx.: Probable tumor de Wilms

Informe de estudio Histopatolégico y Citologia: Tumor Renal: Nefroblastoma

(Tumor de Wilms) Rabdiomatoso fetal, sin anaplasia, sin necrosis, ni atipias.

b). MAYA obtenido del Hospital de Pediatria CMN S XXI Servicio de Cirugia de
Tumores, proveniente de masculino de 4 afios con sindrome BWS con
hidronefrosis bilateral. Mega uréter adinamico derecho operado en 1997 vy
reimplante ureteral tipo Cohen. Presenta orquiectomia derecha por criptorquidea.
Inicia dos dias previos a su ingreso con disuria, orina turbia y hematuria franca
total en ocasiones con coagulos, detectandose masa abdominal, globoso con
predominio del lado izquierdo a expensas de tumoraciébn grande de
aproximadamente 15 x 10 cms de consistencia firme, mévil no dolorosa. Por
cirugia se extrajo el nefroblastoma de 1100g con diagndstico Histopatolégico y

Citolégico de Tumor de Wilms trifasico Ell

¢). RNC Obtenido de: Centro Médico La Raza Servicio de Oncologia.

Datos Clinicos: Masculino de 1 afio 2 meses, desarrollo psicomotor normal.
Refiere infecciones de vias urinarias frecuentes de hasta 10 por afio con perdida
de peso de 3 a 4 kg. En los ultimos 5 meses, a la exploracién se detecta masa

abdominal con dolor durante exploracion y con ganglios linfaticos.
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Informe de estudio Histopatoldgico y Citologia: Tumor de Wilms con patron
trifasico

d). WT9 obtenido de Hospital de Pediatria CMN S XXI Servicio de Cirugia de
Tumores.

Datos Clinicos: Masculino con edad de 10 meses, desarrollo psicomotor normal.
Informe de estudio Histopatologico y Citologia: Tumor de Wilms rabdomiomatoso

fetal, arteria, vena y uretero sin tumor

Fig 7 Fotografia de TW 3082. Las cabezas de flecha muestras zonas necréticas.
e). 3082 Obtenido de: Centro Médico La Raza Servicio de Oncologia.
Datos Clinicos: Masculino de 3 afios de edad, desarrollo psicomotor normal, a la

exploracion se detecta masa abdominal sin dolor. Informe de estudio

Histopatoldgico y Citologia. Tumor de Wilms.

f). RSANO. Tejido renal sano obtenido de un individuo sin antecedentes de cancer.
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9.3. METODOLOGIA

9.3.1. Extraccion de RNA.
El RNA total se extrajo de tejidos tumoral y sano mediante el método de tiocianato
de Guanidina y fenol-cloroformo (39) (TRIZOLMR, Invitrogen, EUA).

PROCEDIMIENTO.

1.- El tejido renal tumoral y sano se macera hasta obtener el tejido completamente
pulverizado.

Es importante mantener durante la maceracién el tejido inmerso en nitrégeno
liquido para evitar la degradacién del RNA y al terminar colocar la muestra en un
tubo eppendorf nuevo esterilizado.

2.- Someter la muestra de tejido a centrifugacion diferencial en un gradiente de
ficoll-hypaque 2:1 durante 30 minutos a 5000 rpm y a 4° C.

3.- Separar la solucion transparente (parte inferior) en un tubo eppendorf nuevo
esterilizado. Lavar dos veces con PBS y centrifugar a 2500 rpm durante 5 a 10
minutos a temperatura ambiente.

4.- Lavar la pastilla obtenida con 200 microlitros de Trizol®

por cada 100 mg de
muestra e incubar por 5 minutos a temperatura ambiente.

5.- Agregar 1.5 partes de cloroformo por una de solucién y agitar fuertemente
durante 10 segundos.

6.- Centrifugar a 15000 rpm durante 15 minutos a 4° C.

7.- Transferir la fase acuosa a un tubo eppendorf nuevo esterilizado (ahi esta el
RNA).

8.- Precipitar el RNA agregando iso propanol helado Vol. / Vol. y agitar
suavemente.

9.- Centrifugar a 15000 rpm durante 15 minutos a 4° C y decantar el sobrenadante.
10.- Lavar la pastilla con 200 microlitros de etanol al 75% en agua tratada con

DEPC. Agitar y despegar la pastilla de RNA.
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11.- Centrifugar a 10000 rpm durante 10 minutos a 4° C y decantar el
sobrenadante.

12.- Repetir una sola vez pasos 10y 11.

13.- Secar la pastilla a temperatura ambiente en campana de PCR.

14.- Resuspender el RNA en 30-50 microlitros de agua tratada con DEPC.

15.- Almacenar a —70° C aproximadamente.

Una vez obtenido el RNA se procedio a cuantificarlo en un espectrofotometro a

longitud de onda de 260 y 280 nm.

9.3.2. Sintesis de Primera Cadena (cDNA).
Se realizaron amplificaciones o sintesis de primera cadena (cCDNA) a partir de RNA
total de cada uno de los tumores (RT-PCR) con oligonucleétidos especificos de

betacatenina.

Primerp se realizd la transcripcidn inversa empleando la enzima transcriptasa
reversa para obtener el cDNA a partir de RNA empleando el AMV kit (Roche) con
las siguientes condiciones: 5 ug mMRNA, 20 U AMV transcriptasa reversa, 10 mM
dNTPs, 0.5 ng oligo dT, 2.5 mili Molar de MgCl, y buffer 10x. Se utilizd6 un
termociclador PTC 100 MJ Research con las siguientes condiciones: 10 minutos a
25 ° C seguida de 60 minutos a 42° C y 5 minutos a 99° C.

Con el cDNA obtenido, se realiz6 las amplificaciones mediante PCR de la regién
comprendida entre los exones 13 al 16 para evaluar la expresion del gen de beta

catenina.
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9.3.3. Seleccion de los primers.

Los oligonucledtidos para los amplificados fueron disefiados para este estudio,

para lo cual se emplearon los programas Oligo Express, Oligo y Align a partir de

las

secuencias

publicadas

en

el

GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html) cuyo namero de acceso es: j-

catenina X89448 , sintetizado por la compafilia QIAGEN OPERON (EUA) a traves

de sus representantes en México.

Secuencia parcial del gen beta catenina:

1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821

Primer

BCAT13F AGCCACAAGATTACAAGAAAC
BCAT16R AGGCTAGGGTTTGCTAAATTC

tatcagagga
catccaaaga
agctattgaa
aggtgtggcg
ttacaagaaa
ttggaatgag
tcgccaggat
gggtatggac
agttgatggg
tgacagcaat
tctgaacttg
tatctcagaa
aaactttttg
gactcaagaa

ccttgettgt

ctaaatacca
gtagctgcag
gctgagggag
acatatgcag
cggctttcag
actgctgatc
gatcctagct
cccatgatgg
ctgccagatc
cagctggcct
cattgtgatt
agtgcctgac
ttctggtcct
gtgaagaatg
taaaattttt

Secuencia5 a 3’

ttccattgtt
gggtcctctg
ccacagctcc
ctgctgtttt
ttgagctgac
ttggacttga
atcgttcttt
aacatgagat
tggggcatgc
ggtttgatac
ggcctgtaga
acactaacca
ttttggtcga
cacaagaatg

tttttttttt
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tgtgcagctg
tgaacttgct
tctgacagag
gttccgaatg
cagctctctc
tattggtgcc
tcactctggt
gggtggccac
ccaggacctc
tgacctgtaa
gttgctgaga
agctgagttt
ggagtaacaa
gatcacaaga

ttttaagaat

ctttattctc
caggacaagg
ttacttcact
tctgaggaca
ttcagaacag
cagggagaac
ggatatggcc
caccctggtg

atggatgggc
atcatccttt

gggctcgagg
cctatgggaa
tacaaatgga
tggaatttag
atctgtaatg

exén posicidn

13
16

ccattgaaaa
aagctgcaga
ctaggaatga
agccacaaga
agccaatggc
cccttggata
aggatgcctt
ctgactatcc
tgcctccagg
agctgtattg
ggtgggcteg
caattgaagt
ttttgggagt
caaaccctag

gtactgactt

nt 2211 - 2231
nt 2803 - 2823


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=nucleotide&list_uids=899269&dopt=GenBank

9.3.4. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Se basa en la amplificaron de la region especifica del DNA en estudio de acuerdo
a la propiedad de separacion de cadenas nucleotidicas por calor, alineamiento con
oligonucledtidos especificos, dNTPs y polerizacion por la Taq polimerasa con su

correspondiente buffer y Mg, bajo las siguientes condiciones:

La mezcla de reaccion de 50 pL se realizé con los siguientes reactivos:

5 pL de Buffer 10X, (200 mM Tris HCI, pH 8.4, 500 mM KCI, Gibco BRL),
10 uL de cDNA,

2.5 uL de cada uno de los oligonucleétidos a 20 pM,

2.5 uL dNTPs (Gibco BRL),

2.5 mili Molar de MgCl,

0.5 U Taq DNA polimerasa (Gibco BRL).

22 pL de agua desionozada esterilizada (miliQ).

Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Bio Systems, EUA) y se programé con los siguientes
tiempos y temperaturas:

Un ciclo de 5 minutos a 94° C

seguido de 35 ciclos de:

94°C por 30 seq,

54°C por 45 seg y

74°C por 90 seg y

al final una extension de 7 min a 74°C.
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9.3.5 Purificacion de los amplificados.

Los fragmentos amplificados se separaron por electroforesis en gel de agarosa a
concentracion de 1.5% debido a esa concentracion de agarosa es adecuada por el

tamafio de las bandas a obtener de 454 pb y de 613 pb.

El amplificado de cada muestra se sometié a electroforesis en gel de agarosa
donde corrieron durante 60 minutos a 100 volts y con un marcador de peso
molecular de 123 pb. Se tifieron con bromuro de etidio (0.1 mg/ml) y observando

las bandas en un transiluminador de luz ultravioleta.

Las bandas obtenidas se purificaron empleando el siguiente procedimiento de

QIAGEN (EUA) y se cuantificaron espectrofotométricamente.

PROCEDIMIENTO.

1.- Cortar los fragmentos de agarosa con el amplificado (bandas) con una navaja u
hoja de bisturi limpio. Minimizar la cantidad de agarosa a cortar.

2.- Pesar los trozos de agarosa.

3.- Adicionar 3 volumenes de QG por gramo de gel.

4.- Incubar a 50° C por 10 minutos mezclando suavemente cada 2 o 3 minutos.

5.- Revisar que el color de la mezcla sea amarillo y sin agarosa. Si es violeta o
naranja, adicionar 10 uL de acetato de sodio 3M pH 5.0

6.- Agregar un volumen de iso propanol por peso del gel (1:1)

7.- Colocar la columna QIAQUICK en un tubo colector y adicionar la muestra.

8.- Centrifugar a velocidad maxima un minuto. (Volumen maximo de la columna
800 pulL)

9.- Descartar el sobrenadante y volver a colocar el tubo colector.

10.- Adicionar 750 uL de buffer PE con etanol a la columna, dejarlo reposar 5
minutos.

11.- Centrifugar a velocidad maxima un minuto.

12.- Descartar el sobrenadante y volver a centrifugar a velocidad maxima 1 minuto.
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13.- Colocar la columna en un tubo limpio.
14.- Adicionar 50 uL de Tris HCI pH 8.5 1 X o agua miliQ al centro de la columna 'y
centrifugar un minuto a méaxima velocidad.

15.- En el sobrenadante se encuentra el cDNA purificado.

9.3.6 Reaccion de Secuenciacion.

El marcaje de la muestra es sensible a bajas cantidades de contaminacion de
DNA, por ello los productos de PCR deben de estar perfectamente puros sin
contaminantes que interfieran en el desarrollo de la secuenciacion.

La secuenciacion directa y el analisis de las muestras fueron llevados a cabo

usando el aparato de Applied Biosystems modelo 370 (AP, USA).

PROCEDIMIENTO.

Preparacion de la mezcla de reaccion para las muestras y control DNA (pBSMB).
1. A cada una de las muestras preparar un volumen total de 20 pL con: 10 ng/ul de
DNA problema por cada 100 pb de, .2 ul de primer (10 pM), 1.0 uL de BigDye y los
microlitros restantes de agua.

2. Se amplificaron con un paso inicial de 2 minutos a 94 °C y 25 ciclos de 96 °C
por 10 seg, 50 °C por 5 seg y 68 °C por cuatro minutos y finalizar a 4 °C por un
maximo de 45 minutos.

4. Una vez terminado se purifica con columnas Qiagen Yy se liofilizan las muestras.
Posteriormente estas se hidratan con el colorante azul dextran en formamida al
20%.

5. Las muestras se colocan en el secuenciador automatico previamente calibrado y
programado por el responsable de su operacion.

6. Los resultados se obtienen en forma de electroferogramas y se compararon las

secuencias con la base de datos GENEBANK.
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X. RESULTADOS
10.1.- Obtencion y Cuantificaciéon de RNA.

Una alicuota de RNA obtenido de cada muestra se corrié por electroforesis
obteniendo el resultado de la fig. 7 donde se observa el RNA 28S, 18S y otros
RNAa

28S
18S

Otros RNAs

28S
18S

Otros RNAs

Fig 7. Electroferograma de RNAs de muestras de TW

Se obtuvo RNA entre 0.48 a 8.36 ng/ul de RNA de cada muestra de
acuerdo a lo que se indica en la tabla 2.
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Tabla 2 Concentracion de RNA obtenido de cada uno de los tejidos:

Muestra DO RNA DO 260/280
260 nm ng/uL 280 nm
0.209 8.360 0.105 1.990
WT9
WT6 7495 0.076 3.040 0.035 2.170
TW-Maya 0.072 0.720 0.026 2.769
TW 2472 0.018 0.480 0.006 3.000
TW 3082 0.062 2.480 0.025 2.480
RNC 7112 0.068 2.720 0.050 1.360
RSANO 0.028 1.120 0.028 1.000

10.2.- Resultados de las condiciones para la PCR.

Para establecer las condiciones optimas de la PCR se probaron temperaturas
de 52°C, 54°C, 56°C, 58°C, cercanas a lo informado y concentraciones de 1.0 a
2.5 mM de MgCI2, utilizando el cDNA de WT9 (2ul en cada tubo), en un

volumen final de la reaccién 25 L. Los resultados se observan en la Fig. 8
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Temp 52°C Temp 54°C
1 2 3 4 1 2 3 4

Tubo 1 2 3 4 1 2 3 4
Temp 560C Temp 580C

Fig.8. Estandarizacion de las condiciones de PCR.

Asi pues se observa que las mejores condiciones de amplificacion de las
bandas se dan a 54° C con una concentracion de MgCl2 de 2.0 mM por lo que
se decide trabajar con estas condiciones de amplificacion para las siguientes
reacciones de PCR. La concentracion de cloruro de magnesio (de 2.0 mM)
favorece la amplificacién de los productos pues ya se observa la presencia de
dos bandas, al parecer de las isoformas buscadas.
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10.3.- Amplificacion de las isoformas del gen beta catenina expresadas en los

muestras analizadas por PCR.

Después de los ensayos anteriores y con las condiciones establecidas, se
amplificaron regiones especificas del gen en estudio mediante PCR de los que
se obtuvo la fig. 8 donde se observan dos bandas una de 454 pb y otra de 613

pb. Temperatura de alineamiento 54 °C

Marcador 123pb  TW3082 Maya TW9
RNC TW6 2472 RS

pb

505 613
a8o 454
369 pb

246

123

Fig. 9. Electroforesis de los productos de PCR de las muestras sefalas.
M= marcador de 123pb, RNC= tejido renal sano, RS= tejido renal adyacente al
tumor, 3082, WT6, Maya, 2472 y TW9 = tumores
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10.4 Analisis de la expresion de las isoformas 613 pb y 454 pb de beta
catenina por QPCR.

Las muestras se sometieron a gPCR-en tiempo real obteniéndose las figs. 10A

yB
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Fig. 10A. Electroferograma de productos de gPCR. Cada muestra presenta un
color diferente. El primer cuadro indica la amplificacion del fragmento de 613 pb

y el segundo cuadro el de 454 pb.
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Uses: CBS  LightCycier ID#: 2948

LightCycler Data to Analyze Report Ren s.32 se

File: A\CAROLINA-B-CATENINA-230703.ABT  Program: CURVA MELTING  Run By: Administrator

Run Date: Jul 23, 2003 12:62 Print Date: 28 de Julio de 2003
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Fig. 10. Curvas de amplificacion del QRT-PCR en tiempo real. A) El cuadro con
linea discontinua indica la amplificacién del fragmento de 613 pb y el cuadro
con cruces el de 454 pb. B) curvas de incorporacion de fluorescencia que nos

indican la concentracion de los fragmentos amplificados.

-40 -



10.5 Secuenciacién de la banda de 454pb.

Cada fragmento se secuencié con la finalidad de confirmar que el fragmento de
454 pb carece de los 159 pb (Fig. 11).

=

= H ¥

Open  Save Export

o o |'_J_ |Sam|3|e: Centro Medico F454

Mext  Find

Print

310 320 320 240 260
rcéd GC TGGCCTGGT TTGA T CTGAC CTGTAAA TCATCCTTTAGGAGTAA CAA TACAARATG GA

T )

Fig. 11. Secuencia silvestre sentido que muestra el sitio aceptor de corte y
empalme (splicing).

atcatcgttt ag ctgtattg tctgaacttg cattgtgatt ggcctgtaga gttgctgaga

gggctcgagg ggtgggctggtatctcagaa agtgectgac acactaacca agctgagttt
cctatgggaa caattgaagt
aaactttttg ttctggtcct ttttggtcg ag ga ¢taacaa tacaaatgga
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Xl.- DISCUSION.

La disponibilidad de la secuencia del genoma humano, nos permite identificar
aquellas porciones que son fundamentales para el desarrollo del cancer. Ahora
sabemos que existen pocos genes estructurados; de tal manera que las
isoformas de estos cobran importancia, dada la complejidad fisiolégica del ser

humano.

En el presente trabajo demostramos que la expresion del fragmento de 454 pb
(fig. 9) se encuentra en todos los tejidos analizados incluyendo el sano, lo que
indica que es la forma silvestre que permanece debido probablemente a que
existen una mezcla de células normales y neoplasicas. Por otra parte, sélo se
observo el fragmento de 613 pb en tejido tumoral, lo que sugiere que en estos
159 pb extras estan involucrados en la génesis del tumor donde pueden existir
sitios de unién a proteinas importantes para el desarrollo, progresion y/o
metastasis de las células malignas; o bien que esta region evite la accion sobre
los genes que normalmente regula, ya que el exén 16 corresponde al dominio

de trans-activacion en la proteina.

Se ha informado de algunos estudios en donde dos o mas variantes del mismo
gen estructural juegan papeles diferentes, especificamente en la transformacion
neoplésica. Por ejemplo la expresion de la variante truncada HER2 (100 kDa)
gue codifica para un dominio extracelular de HER2 (HER-ECD) e inhibe el
crecimiento de las células tumorales MCF7 en proliferacion, lo que contrapone
a la actividad oncogénica conocida de HER2 (40), también los tumores de
hueso con células gigantes, expresan fuertemente una pequefia variante por
“splicing” alternativo de MDM2 (MDM2-b) que le confiere un fenotipo
neoplasico, mientras que otros tumores de hueso y células normales de hueso

humano expresan predominantemente la isoforma completa (41).

Las neoplasias embrionarias son un buen modelo de estudio del cancer por que
son el resultado de uno o varios defectos génicos que se producen durante la
embriogénesis. En nuestro estudio se planted la hipétesis alternativa de

observar la expresion diferencial de ambas isoformas +/- 159 en tejido de tumor
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de Wilms con respecto a tejido renal sano, y se observd claramente la
presencia de las mismas, en una proporcién 4:1 en el tejido tumoral con
respecto al sano, dato importante no antes descrito, aunque si se informé de

corte y empalme alternativo (42).

Con respecto al gen beta catenina, existen dos estudios previos que informaron
de una forma truncada, el primero de Oyama y cols. (43), quienes informaron
de una proteina de 107 amino acidos, 321 pb menor de lo normal en dos lineas
celulares: HSC-39 y HSC40A, derivadas de cancer de estdmago, lo que llevo a
la pérdida de contacto celular concluyendo que este fendmeno puede llevar a
las células a invadir otros organos. Por otra parte, Wong y cols. (44), hicieron
estudios de funcionalidad de una forma truncada experimental (Beta catenina
Delta-N89) encontrando incremento de apoptosis, tres a cuatro veces mas

frecuente de lo normal

En la estrategia metodolégica ademas del tejido tumoral se incluyo tejido sano
adyacente al tumor el cual también se comparé con tejido renal de un individuo
sin antecedentes de cancer y se observo un comportamiento diferente entre
ambos tejidos esto debido a que hubo expresion de ambas isoformas +/- 159
en el tejido renal sano adyacente al tumor tal y como la hubo en el tejido
tumoral lo cual se pudo haber presentado por inclusion de células neopléasicas a
este tejido y dado la eficiencia y especificidad de la reacciéon en cadena de la
PCR se obtuvieron ambas isoformas o se propone que aun tratandose de
células morfolégicamente sanas estas se encuentran con betacatenina alterada
en todo el tejido renal que de acuerdo a analisis patologicos es sano y gue sin

embargo presentan la isoforma + 159.

Esto puede condicionar la progresiéon del tumor y su metéstasis lo cual coincide
con lo observado en la practica médica del Dr. Monroy del Centro Médico La
Raza (comunicacion personal) y el Instituto para el Estudio Nacional de Tumor
de Wilms (NSWT por sus siglas en inglés) que informan que ha mayor
presencia de tejido indiferenciado peor pronostico y a que la isoforma de +159
pb da como resultado la pérdida de sitios de regulacion que se encuentran en el

exon 16 de laregion 5°.
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Cabe mencionar que el gen de beta catenina no es el Unico involucrado en el
desarrollo de Tumor de Wilms y ademas no solamente esta alterada en este
tipo de tumor sino también en tumores de adultos como cancer de colon,
prostata y otros; sin embargo no se ha informado de la participacion de las
isoformas +/- 159 en otros tumores por lo que este trabajo es pionero en este
tipo de estudios y es importante para la busqueda de nuevos marcadores

tumorales.
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XIl.- CONCLUSIONES.

12.1 Se observo expresion diferencial de las isoformas +/- 159 del gen beta

catenina en tumores de Wilms con respecto a tejido renal sano.

12.2 En los tumores de Wilms, la isoforma -159 pb (454 pb) del gen beta
catenina se expresé en proporcion 4 a 1 con respecto a la isoforma +159 pb
(613 pb).

12.3 Los resultados sugieren que la isoforma +159 del gen betacatenina juega
un papel importante en el desarrollo del tumor de Wilms confiriéndole un
fenotipo neoplasico.

12.4 Se propone continuar el estudio para conocer la funcién bioldgica de la

isoforma y evaluar su posible papel como marcador tumoral.
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XIIl. ANEXOS
13.1. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI

HOSPITAL DE PEDIATRIA

UNIDAD DE INVESTIGACION MEDICA EN GENETICA HUMANA

Hoja 1. Carta de Consentimiento Informado.

El presente estudio del Tumor de Wilms o nefroblastoma se abordara desde el punto de
vista de Genética Molecular. El estudio es interesante porque la mayoria de estos
tumores se presenta de forma esporadica, esto significa que no es transmitido por los
padres. Para llevar a cabo el estudio, requerimos de muestras de sangre del paciente y
de sus padres como control, asi como de un fragmento del tumor después de la
reseccion. La obtencion de estas muestras no dafa ni alterara el tratamiento del
paciente. Las muestras solo se emplearan para investigar la expresion de algunos
genes y por ningun motivo se exhibiran los nombres del paciente ni de los familiares.
Toda la informacion sera estrictamente confidencial. Los resultados que se generen de
este estudio seran analizados por los médicos especialistas junto con los investigadores
para establecer si son de utilidad para el manejo de futuros pacientes. No se
proporcionaran resultados directamente a los pacientes; sélo en los casos en los que
existan alteraciones moleculares familiares donde el médico genetista dard el

asesoramiento a la familia que lo requiera.

-46 -



13.2 ANEXO 2 Carta de Consentimiento Informado.

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI

HOSPITAL DE PEDIATRIA

UNIDAD DE INVESTIGACION MEDICA EN GENETICA HUMANA

FECHA NUM. DE REG.

Me han sido explicados claramente los objetivos del estudio por el responsable
del proyecto. Este estudio es soOlo de investigacion por lo que no me seran dados
resultados directamente. Autorizo la toma de muestras sanguineas y tumorales porque
no representan ningun riesgo para mi salud ni para la de mi familiar (paciente) y acepto
formar parte en el proyecto de investigacion ESTUDIO MOLECULAR DE LOS GENES
WT1, IGF2 Y BETA CATENINA EN NINOS MEXICANOS CON NEFROBLASTOMA.

NOMBRE DEL PACIENTE
MATRICULA
NOMBRE DEL FAMILIAR RESPONSABLE
PARENTESCO
FIRMA
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