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INTRODUCCION
El tumor de Wilms (TW) o nefroblastoma es el tumor renal mas frecuente, se

calcula una incidencia anual de 7 a 10 casos por millén de nifios menores de 15
afios y ocupa el cuarto lugar en los tumores mas frecuentes en nifios. La lesiéon
precursora de este tumor es la presencia de restos nefrogénicos, esto es, células
embrionarias retenidas en el rifion y que mediante una alteracion genética
adicional proliferan de forma aberrante. Se puede presentar en forma esporadica o
hereditaria.

En el caso de pacientes con tumor de Wilms localizado los avances en el
tratamiento han sido notables logrando supervivencia del 90 %; sin embargo, la
morbilidad asociada con el tratamiento es un problema latente, el 50 % de los
pacientes con recurrencia eventualmente mueren a causa de la enfermedad.

En recientes estudios se ha encontrado que la ganancia en el cromosoma 1q y la
pérdida de heterocigosidad en los cromosomas 1q y 16qg se relacionan con el
pronéstico de los pacientes con Tumor de Wilms. La ganancia en el cromosoma
19 se ha observado en cerca del 30 % de los TWs y se ha asociado con menor
supervivencia en tumores unilaterales con histologia favorable. En la regién del
cromosoma 1q se localizan miRNAs entre los que destacan miR-199a-5p y miR-
214-3p debido a que participan en una de las vias de sefalizacion mas afectadas
en este tipo de tumor como es WNT.

Durante afios, se han realizado estudios sobre las alteraciones a nivel genético
(secuencias codificadoras, promotores, polimorfismos), sin embargo, hoy en dia

gueda claro que el nivel epigenético ejerce regulacion de manera importante. Los



mMiRNAs son reguladores epigenéticos los cuales actian en el citoplasma. Los
mMiRNAs se descubrieron en 1993 y aun se siguen encontrando mas en todo el
organismo, hoy en dia se sabe que hay alrededor de 2000 miRNAs pertenecientes
al ser humano. Los miRNAs juegan un papel importante en el organismo como
mecanismo de regulacion post-transcripcional. EI 1% de los genes animales
codifica miRNAs y se estima que pueden regular cerca del 60% de los genes
humanos. Actian inhibiendo la traduccién de genes oncogénicos o supresores de
tumor, pueden tener mas de un RNAmM como blanco, formando redes complejas
de regulacion.

Existe informacion sobre la accion que tienen miRNAs como son miR-199a-5p y
miR-214-3p sobre diversos tipos de tumores, sin embargo, se desconoce el efecto
que ejercen estos miRNAs en el TW. Se sabe que la expresion alterada de ambos
mMiRNAs esta estrechamente relacionada con el desarrollo del tumor en otros tipos
de cancer y también estan relacionados con funciones renales. En este estudio se
determina la expresion de miR-199a-5p y miR-214-3p mediante el aislamiento de
RNA total en tejidos tumorales renales fijados en parafina de pacientes
pediatricos, seguido de una PCR en tiempo real; los datos obtenidos de la PCR se
compararon contra un control, el cual se obtuvo de biopsias de pacientes sanos.
Finalmente se determino la expresion de ambos miRNAs encontrando diferencias
significativas entre el control y TW. Ambos miRNAs patrticipan en la via WNT una
de las mas afectadas en el TW y pueden constituirse como biomarcadores para
desarrollar terapias dirigidas a inhibir o favorecer la expresion de oncogenes o
supresores de tumor, respectivamente; de este modo se podria incidir en el

crecimiento del tumor.



MARCO TEORICO

Histogénesis renal

En mamiferos el riidn se origina de células progenitoras localizadas en el
mesodermo intermedio. El rifidn fetal es un 6rgano lobulado, que presenta unos 12
I6bulos. En los adultos, los riiones muestran una superficie lisa debido a la fusion
de los l6bulos fetales.(1)

El metanefro sera el rifion definitivo y este se desarrolla alrededor del dia 32 a
partir del brote uretral y del blastema mesonéfrico. El brote uretral daré lugar a las
vias urinarias (uréter, pelvis renal, calices mayores y menores y tabulos
colectores) y el blastema metanefrogénico originara a las nefronas. (2)

Durante la embriogénesis las células progenitoras que expresan el gen supresor
de tumor de Wilms, WT1, son inducidas para diferenciarse en respuesta a sefiales

de la via WNT.(3)

Tumor de Wilms

En nifos los tumores renales abarcan de un 7 a 8% en menores de 15 afos. El

tipo mas comun es el tumor de Wilms, como se muestra en el cuadro 2.1.



Cuadro 2.1. Frecuencia relativa de los diferentes tipos de tumores renales en

nifos.

Tumor Frecuencia relativa (%)

Nefroma mesoblastico 2-3

Tumor rabdoide 2

Otros 3

El tumor de Wilms (TW) es una neoplasia maligna embrionaria, éste se desarrolla
cuando existen anomalias en la histogénesis renal, cuando los tejidos blastemales

metanéfricos no maduran de forma adecuada.(4, 5)



El tumor de Wilms se compone por tres tipos celulares: blastemal, epitelial y
estromal, existe otro subtipo que es el anaplasico. La anaplasia es el factor
histol6égico mas importante para predecir la respuesta y la supervivencia de los
pacientes con tumor de Wilms; las células se caracterizan por presentar mitosis
polipoides multipolares con agrandamiento nuclear marcado e hipercromasiay se
puede presentar en focos bien delimitados o de forma difusa, esto es con
anaplasia fuera de la lesién primaria (vasos intra o extrarrenales) o bien anaplasia
no localizada que se extiende hasta el borde de uno o mas cortes (los bordes de la
zona o foco anaplasico no pueden determinarse con claridad). (5)

El tumor de Wims puede ser dividido en dos categorias favorable y desfavorable,
esto dependera si el tejido tiene anaplasia o esta ausente de esta. La presencia de
anaplasia es una sefial de la resistencia a la quimioterapia, disminuyendo la
probabilidad de respuesta al tratamiento y aumentando el riesgo de muerte. Los
casos con anaplasia son aproximadamente el 11% en el TW.(6, 7)
Aproximadamente el 44% de pacientes que padecen TW con anaplasia mueren,

mientras que 7.1% de pacientes sin anaplasia mueren a causa del tumor. (8, 9)



Cuadro 2.1. Clasificacion de tumores renales en grupos de riesgo segun

caracteristicas histologicas.(3)

Riesgo bajo Nefroma mesoblastico congénito
Nefroblastoma quistico parcialmente
diferenciado

TW completamente necroético

Riesgo intermedio TW tipo epitelial
TW tipo estromal
TW tipo mezclado
TW tipo regresivo

TW con anaplasia

Alto riesgo TW tipo blastemal
TW con anaplasia
Sarcoma de células claras de rifién

Tumor rabdoide en rifidn

El estadio del TW va a determinar el pronéstico en el tratamiento del paciente.

Entre mayor sea el grado del TW se tendra menor respuesta en el tratamiento. (5)



Cuadro 2.3. Estadios en el tumor de Wilms. (10, 11)

Estadio | Se presenta en un solo rifién, capsula
integra, ausencia de expansion vy
extirpacion completa.

Estadio I Se extiende fuera del rifion, pero
puede extirparse totalmente

Estadio Il Presencia de tumor residual en el
abdomen, puede extirparse
parcialmente

Estadio IV Metéstasis hematdgenas a distancia

Estadio V Tumor renal bilateral

Alteraciones genéticas

El tumor de Wilms es un cancer en el rifidn que se diagnostica principalmente en

nifios menores de seis afos. Este se presenta por causa de una anomalia en los

genes: WT1 (Tumor de Wilms 1) localizado en el cromosoma 11p13 este gen se

encuentra alterado en aproximadamente el 20% de los casos, el gen WTX

localizado en Xqgll.1 alterado en aproximadamente 18% de los casos y el gen

CTNNB1 localizado en el cromosoma 3p22.1 alterado en 15% de los casos. (3,

12)

Las mutaciones que se presentan en el tumor de Wilms afectan principalmente la

via de sefalizacion WNT (Wing, via candnica), a genes supresores de tumores y

genes relacionados en la biogénesis de los miRNAs.(13)



La via WNT involucra genes asociados al ciclo celular, la transicion epitelio-
mesénquima y genes relacionados en la diferenciacion celular. (14)

En afos recientes se ha reconocido el papel de los miRNAs (microRNAS) en la
fisiopatologia de varios tipos de tumores entre ellos el TW. Mediante estudios de
microarreglos se ha reportado un niamero importante de miRNAs involucrados en
la formacién y propagacion del TW. Asi también, se ha reconocido que el perfil de
expresion de algunos miRNAs es un poderoso marcador diagndstico y prondstico
que puede predecir el desarrollo post-quirtrgico.(3) De igual manera se ha
encontrado que los MIRNAs estan involucrados en el desarrollo del tumor,
angiogénesis, metastasis y resistencia a la quimioterapia, debido a que sus

blancos son oncogénes o genes supresores de tumores especificos.(13)

La importancia de la via Wnt/B-catenina

La via de sefializacion Wnt/B-catenina se encontrd por primera vez en Drosophila
melanogaster (mosca de la fruta) y se descubrié que una alteracion en esta via les
provocaba a las moscas un defecto en sus alas y halterios. Esto sucedia durante

el desarrollo del embrién a causa de una alteracidon en la diferenciaciéon celular.

La funcion de la via de sefalizacion Wnt recae en uno de los principales efectores
B-catenina, es fundamental en el desarrollo embrionario y en la homeostasis
tisular. La regulacién de la via de sefializacion est4 basada en la presencia del

ligando WNT que produce la activacién. (15)



La activacion de la via canodnica es iniciada en la membrana celular tras la
interaccion del ligando Wnt con un complejo que comprende al receptor de
superficie celular Frizzled y lipoproteina de baja densidad (FZD/LRP); esta
interaccién permite a su vez la asociacion de la proteina Dishevelled (DVL) al
receptor Frizzled (FZD) y el secuestro del complejo que esta conformado por:
Poliposis coli adenomatosa, axina y la enzima glucégeno sintasa cinasa 3 (APC-
Axina-GSK3B). La incorporacion de este complejo a DVL-FZD promueve la
actividad cinasa de GSK3B sobre el co-receptor de lipoproteinas de baja densidad
5y 6 (LRP5/6) en la serina de los dominios PPPSP y a sus alrededores por la
caseina cinasa ly (Ckly). Estas modificaciones reclutan a la proteina axina hacia
los residuos fosforilados del co-receptor LRP5/6, que provoca la disociacion del
complejo de degradacién y promueve la liberacion de B -catenina, la cual se
acumula sucesivamente en el citoplasma, para luego migrar al nacleo. Cuando se
encuentra en el nucleo la -catenina activa co-factores transcriptacionales como
TCF/LEF, p300/CBP, Brgl, parafiboromina/Hvrax y PGO. Lap -catenina activa
genes que regulan procesos como la apoptosis, proliferaciéon y adhesion celular.

(16)

La activacion de la via y el reclutamiento de axina y proteinas asociadas (GSK3B,
CKla, APC) a Fz-LRP5/6 en la membrana regulan de forma negativa el
denominado complejo de destruccion, conformado por las proteinas GSK3B,
CKla, APC y axina. Este complejo tiene como funciébn marcar la proteina B -
catenina para que sea degradada en el proteosoma y de este manera impedir su

actividad como factor de transcripcion.(15)



Figura 2.1. Vias de sefializacion canonica y no canénica de Wnt que muestran las
moléculas involucradas en su estado inactivado y activado. (16)
La B-catenina es codificada por el gen CTNNBL1, esta es crucial para las uniones

célula-célulay en la via de sefializacion TWN/GW (en la regién del citoplasma).

Figura 2.2. Funcién de B-catenina, una vez que entra al nucleo se une al factor de

células T (TCF) el cual activa la transcripcion de genes.(17)
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En condiciones normales (3-catenina se mantiene en concentraciones bajas en el
citoplasma debido a un proceso de degradacién dependiente de ubiquitina-
proteosoma, por lo tanto, en el nucleo los genes diana de la via Wnt son inhibidos
por el complejo proteinico que incluye el factor estimulador linfoide (LEF) y al
factor de células T (TCF), unidos a la proteina co-receptora Groucho. El
incremento de B-catenina en el citoplasma permite la entrada al nucleo de la
misma lo cual activa la transcripcion de genes como MYC, C-JUN, CCND1,
PPARD, FOSL1, ASCL2, ID2, ITF2, ENC1, MMP7, MMP14, VEGF y UTERIN;
asociados a procesos de diferenciacion celular, divisidbn celular, desarrollo
embrionario, migracion celular, angiogénesis y morfogénesis.(14, 18)

El descontrol en la homeostasis de la B-catenina, como una hiperactivacion de la
via Wnt, puede promover una serie de neoplasias malignas como el cancer de
colon, melanoma, carcinoma hepatocelular, cancer de ovario, cancer de

endometrio, pilomatricomas, meduloblastoma y cancer de prostata. (19)

MiRNAS

El RNA forma parte del nucleo celular y es junto con el DNA uno de los
componentes mas importantes. Se conocen distintos tipos de RNA: mensajero
(RNAm), ribosomal (RNAr) y de transferencia (RNAt). En estudios mas recientes
se describe otras variantes de RNA que son llamadas microRNA o miRNA que

regulan la sintesis de proteinas.(20)

Los miRNAs son un tipo de RNAs enddgenos que poseen un tamafio pequefio de

21-25 nucledtidos aproximadamente. Estos tienen un papel importante en la
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regulacion post-transcripcional de la expresion génica a través de su union con el

RNAmM e inhibicién de la traduccion.(21)

El andlisis de la expresién de miRNAs en diferentes neoplasias ha permitido definir
el perfil de miRNA caracteristico de cada tumor y asociarlo con la alteracion en
mecanismos de proliferacién, apoptosis e invasion, entre otros. De esta forma se
pueden proponer marcadores caracteristicos para grupos de riesgo, progresion y
pronaostico en el desarrollo tumoral.(21)

Los miRNAs fueron descritos por primera vez en 1993, en el nematodo
Caenorhabditis elegans en el que se estudiaban los genes involucrados en la
regulacion del desarrollo larval; en esta especie observaron que lin-4 daba origen
a moléculas pequefias de RNA gue eran capaces de modular la expresién de lin-
14. Posteriormente se encontrd0 que estaban involucrados en el desarrollo y
diferenciacion celular. Sin embargo, su importancia bioldgica se denota hasta el
afio 2001 cuando se describe como un mecanismo de regulacién o modulacién
diferente a los ya descritos, se reporta su presencia en otras especies como D.
melanogaster y Homo sapiens, también se acufia el término mMIiRNA.(22)
Actualmente en la base de datos miRBase se reportan cerca de 2588 miRNAs

maduros. (23)

Biogénesis

Los microRNAs se pueden localizar en un exén o intrén de un gen o constituir una

unidad de transcripcion independiente, es decir, que son considerados como

12



genes con una localizacibn que puede ser tanto inter-génica como intra-
génica.(24)

Los miRNAs se transcriben inicialmente como transcritos largos de
aproximadamente 1kb, conocidos como microRNAs primarios (pri-miRNA). Dentro
de estos transcritos se encuentran secuencias de microRNA maduro constituido
por estructuras en horquilla de 60 a 80 nucle6tidos. En un inicio los pri-miRNAs
son reconocidos en el nucleo por el complejo compuesto por la enzima RNAsa Il
Drosha y DGCRS8 (proteina con un dominio de unién a RNA de doble banda).
Aunque existe un numero pequefio de precursores que no son generados por
Drosha (25). Este complejo corta la estructura en horquilla conteniendo el miRNA
maduro. Las horquillas liberadas son denominadas miRNA precursor (pre-miRNA),
éstas son reconocidas por la exportina 5 (factor de exportacion nuclear) y la
proteina nuclear Ran-GTP ambas transportan el pre-miRNA hacia el citoplasma.
La enzima DICER y TRBP (proteina con dominio de union a RNA) realizan un
segundo corte en la base del tallo-asa y se genera una molécula de RNA de doble
banda de 18 a 24 nucledétidos (24). Un gran complejo proteinico conocido como
complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC) se asocia con el RNA duplex
y separa ambas cadenas. RISC es un complejo trimérico compuesto de Dicer,
TRBP (proteina con un dominio de union a RNA) y Ago2 (proteina de la familia
Argonauta). Ago2 identifica el RNAm blanco basandose en la complementariedad
con el miRNA de una sola banda asociado.(26)

La secuencia que es reconocida del RNAm blanco se ubica en la region 3" no
traducida (3"UTR). Generalmente solo una banda es incorporada dentro de RISC

y la otra es degradada. EI miRNA guia a RISC hacia el mensajero blanco. La
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proteina Argonauta probablemente interactia con la maquinaria traduccional para
inhibir la sintesis de proteinas. Esta interaccion puede tener lugar al inicio o en el
paso de elongacion dependiendo posiblemente de la naturaleza del miRNA y del

transcrito blanco.(27)

Figura 2.3. Biogénesis de miRNA. (28)
Se estima que el genoma de los vertebrados codifica mas de 2,500 miRNAs
diferentes, los cuales regulan la expresion de al menos el 60 % de genes. Estos
mMiRNAs pueden tener un gran numero de blancos, pero la mayoria no han sido
validados. En base a la funcién que desemperie su blanco sera la relevancia del

MIRNA en el desarrollo del tumor. (29)

Nomenclatura de miRNAs

Debido a los nuevos estudios y la expansion en el descubrimiento de miRNAs
descritos in silico e in vivo, fue necesario adoptar una nomenclatura para miRNAs.

Después de la validacion experimental se asigna un nombre que contiene un sufijo
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con tres o cuatro letras indicando la especie y un sufijo numérico secuencial que
se basa en la similitud de la secuencia madura por ejemplo hsa-miR-221. Los
miRNAs que son homélogos en diferentes especies reciben el mismo nombre y
sblo se diferencian con las tres primeras letras que indican la especie. A las
secuencias maduras idénticas que se originan de un locus genémico diferente en
una misma especie se les agrega un sufijo numérico, tal como hsa-miR-9-1, hsa-
mMiR-9-2. Secuencias maduras con uno o dos cambios de bases son asignados
con sufijos de letra miR-181a, miR-181b. El gen del miRNA y miRNA precursor
(pre-miRNA) son designados como mir, mientras que los miRNAs maduros son
denotados como miR.

Cuando la abundancia relativa indica claramente que miRNA se expresa de forma
predominante, a las secuencias maduras se les asignan nombres como miR-9
(miRNA predominante) y miR-9* (indicando el brazo opuesto del precursor).
Cuando los datos no son suficientes para determinar cual miRNA predomina,
entonces se designan 142-5p (del brazo 5’) y 142-3p (del brazo 3’). Let-7 y lin-4
son excepciones a este esquema de numeracion y sus nombres son mantenidos
por razones histéricas (30). Los miRNAs que son especificos de algun tejido se
denominan con el nombre del tejido a que pertenecen como neuromiRs, miomiRs,

neumomiRs, etc. (31)

Participacion de miRNAs en cancer

En 2002 Calin y col. fueron los primeros en encontrar evidencia acerca de la
relacion entre los miRNAs y el cancer, demostrando que los miR-15 y miR16 estan

localizados en una region mutada, en mas de la mitad de las leucemias linfociticas
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cronicas de células B. Varios estudios posteriores han mostrado que los perfiles
de expresion del miRNA estan alterados en el cancer, dando lugar a un amplio
rango de malignidades. Evidencias recientes indican que los miRNAs pueden
actuar como genes supresores de tumor y oncogenes. El grupo miR-17-92 fue el
primer miRNA descrito en mamiferos. Los tumores que sobre-expresan este
oncomiR presentan baja apoptosis, lo que puede contribuir al desarrollo del
tumor(32). Se sabe de la expresion diferencial de miRNA en diversos tipos de
tumores como el glioblastoma, adenoma pituitario, cancer de prostata, carcinoma
de mama, carcinoma hepatocelular, carcinoma de pulmén, carcinoma colorectal,

de ovario, de tiroides, cervical, linfoma y leucemia linfocitica cronica (33).

miRNAs con actividad oncogénica

Son miRNAs que promueven la actividad oncogénica, por medio de la activacion
de la proliferacion celular y la actividad anti-apoptética, estos se encuentren sobre-
expresados en células tumorales. La funcién de estos miRNAs consiste en regular
negativamente a genes supresores de tumores que al estar disminuidos favorecen

los procesos invasivos y de metastasis en el cancer. (34)

MiRNAs con actividad supresora de tumores

Los miRNAs que previenen la proliferacion celular y la apoptosis son llamados
supresores de tumores. La expresion de estos miRNAs se encuentra disminuida
en células tumorales en comparaciéon con un tejido sano.

Los miRNAs pueden actuar sobre mas de un mRNA, por este motivo un miRNA

puede tener actividad como oncogén, si su blanco es el transcrito de un gen
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supresor de tumor; 0 como supresor de tumores, si su blanco es el transcrito de un

oncogén.(34)

Cromosoma 1q y su relacion con hsa-miR-214-3p y hsa-miR-199a-5p.

En recientes estudios se ha encontrado que la ganancia en el cromosoma 1q vy la
pérdida de heterocigosidad en los cromosomas 1p y 16q estan en relacion con el
pronéstico de los pacientes con TW.

Una de las alteraciones con mayor prevalencia es la ganancia del cromosoma 1q
observada en el 30 % de los casos con TW (5, 35). La ganancia de 1q se ha
asociado con incremento en la recurrencia tumoral y/o una disminucion en la
supervivencia. En esta region se localizan secuencias de RNAs codificantes y no
codificantes muchos de los cuales no han sido descritos y que pueden conferir el
pronéstico adverso. Dentro de 1q, la region 1g22-25 se ha encontrado alterada de
forma significativa en el TW. En esta region se localizan alrededor de 25 miRNAs,
entre los que destacan miR-199 y miR-214, los cuales se han descrito en otros
tipos de cancer. Se encuentran localizados en el mismo locus genémico y son
transcritos por el mismo promotor. Ambos tienen como blancos RNAs mensajeros
gue participan en la via de sefalizacion Wnt (figura 2.4).(36)

Existen dos locus genémicos que dan lugar al miR-199 uno se localiza en el
cromosoma 19, el cual da lugar al miR-199al y el que se origina en el cromosoma
1 que pertenece al miR-199a2. La secuencia de miR-199a2 se encuentra contigua

a miR-214.(37)

17



Figura 2.4. Localizacion genomica de miR-214 y miR-199. Ambos se encuentran
separados por una distancia de 6 kb y son co-transcritos. Se observan varios sitios
de unién para NFKB, para Twist.(36)

La secuencia que alberga a miR-214 y miR-199a2 se localiza en el cromosoma
1924.3 en el intron 14 del gen Dinamina 3 (DNM3). La distancia entre ambos
mMiRNAs es de 6 kb. En este intrén también se localiza un RNA largo no codificante
(INRNA) denominado DNM3os de aproximadamente 7.9 kb de longitud. Factores
como Twist-1, ZEB1, EZH2, NFKB y SMAD4 controlan la transcripcion de los
MIRNAs y del InRNA DNM30s.(38)

En ambos miRNAs se han validado blancos importantes. En el caso de miR-214-
3p: CTNNB1 (B-catenina), EZH2, PTEN, TP53, TWIST1, etc. En el caso de miR-
199a-5p se han identificado WNT2, GSK3B, EZH2, FZD4, JAG1, HIFla, E-

caderina, etc. (35)
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hsa-miR-214-3p

En estudios recientes se encontré que el miR-214 es un supresor de tumores que
actua directa o indirectamente sobre la B-catenina inhibiendo el crecimiento celular
mediante la regulacion negativa del c-Myc, cyclin D1, TCF-1 y LEF en el

carcinoma hepatocelular. (39)

En algunos adenocarcinomas la expresion del miR-214 esta relacionada
negativamente con la expresion de CTNNBI. miR-214 inhibe la expresion de
CTNNBI en el adenocarcinoma de pulmén, por lo tanto, la expresion de miR-214
se ha encontrado elevada en adenocarcinoma de pulmon, esto se ha asociado a
estadios avanzados del tumor, altas tasas de recurrencia y baja supervivencia.
(40) CTNNBI da origen a 3-catenina, miR-214 inhibe o disminuye la traduccién de

B-catenina (24).

miR-214 . Traduccién de . Disminuye
) CTNNBI B-catenina.

Figura 2.5. Efecto del miR-214 en la via de sefalizacibn Wnt en tumores.
Dependiendo de la abundancia del miRNA sera el grado de inhibicion de CTNNB1
y en consecuencia de f-catenina.

hsa-miR-199a2-5p

En el caso de hsa-miR-199 existen dos miRNAs, con secuencia similar, pero se

transcriben de cromosomas distintos. El miR-199al se localiza en el cromosoma
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19p13.12 y el miR-199a2 se localiza en el cromosoma 1qg24.3. Estudios recientes
en células de fibroblastos renales indican que miR-199a-3p y miR-199a-5p
aumentan la proliferaciéon y activacion celular, sin embargo, miR-199a-3p tuvo en
general mayor actividad que miR-199a-5p. Otros estudios han demostrado que
miR-199a-5p tiene un papel importante en la fibrogénesis en el pulmén,

principalmente mediante la inhibicidn en la expresion de caveolin-1(41).

miR-199 participa en la via Wnt teniendo como blancos a FZD4, JAG1, WNT2 y
GSK3B. ElI miR-199 regula negativamente al GSK3B. La proteina GSK3B es
importante junto con CKla, APC y axina en la via de sefializacion Wnt, ya que
promueven la degradacion de 3 -catenina y evitan su actividad como factor de
transcripcion (42). La GSK3B marca a -catenina por medio de fosforilacion para

su ubiquitinacion y rapida degradacion mediante proteosomas. (14)

miR-199a2 - GSK3B . > Degradacion de B-catenina

Figura 2.6. Efecto del miR-199 en la via de sefializacion Wnt en tumores. miR-199
inhibe a GSK3B por lo tanto no se unird al complejo de proteinas que promueve la
degradacion de -catenina, teniendo como consecuencia menor degradacion de

B-catenina. (14)
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Se ha encontrado que la disminucién en la expresidon de mIRNA-199 esta
relacionada con una sobre expresion de la proteina GSK3B y con etapas

avanzadas en tumores renales. (32)

Expresion de hsa-miR-199a5p y hsa-miR-214-3p en diferentes tipos de
cancer

En trabajos anteriores se encontr6 que miR-214 posee actividad oncogénica o
supresora de tumores en diferentes tipos de cancer dependiendo de los genes
blanco y el tipo de tejido (36). En cancer de eséfago y de mama, se encontré que
la expresion de miR-214 estaba significativamente mas baja comparada con
tejidos sanos, se menciona que este miRNA funciona como supresor de tumores y
su expresion en condiciones normales debe ser abundante para modular la
expresion de genes relacionados con proliferacion celular.(43, 44)

Estudios recientes han demostrado que en cultivos de células estromales renales
humanas la inhibicion en la funcion de miR-214 da como resultado células
hipoactivas, hipomigratorias e hipoproliferativas en respuesta a estimulos
activadores. También se reporté que en células cancerigenas ocurria lo mismo,
haciendo que estas tuvieran menos capacidad de migracion, pero mas resistentes

al estrés citotoxico.(41)

En cuanto a miR-199a-5p se ha demostrado que éste retarda la proliferacion,
migracion e invasion de células madre, presentando un papel como supresor de
tumores en diferentes tipos de cancer tales como cancer de mama, gastrico,

colorrectal o renal. (41, 42, 45)

21



Especificamente en cancer renal se evalud la expresion de miR-199 y GSK3B
(factor que participa en la via Wnt), se encontré que miR-199 estaba disminuida y
GSK3B se encontraba incrementada, esto condujo a una mayor respuesta a la

degradacion de B-catenina.(42)

Por otra parte, la expresion de miR-199a-5p es significativamente mayor en cancer
gastrico comparado con tejidos sanos. Se observd que miR-199a-5p puede
promover la migracion e invasion celular en este tipo de cancer. También se
confirmd por medio de una hibridacién in situ que la expresiéon elevada de este
miR estd asociada con una mayor probabilidad de metastasis a los ganglios
linfaticos, por lo tanto, miR-199a-5p esta fungiendo como un oncogén en el cancer

gastrico. (46)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El tumor de Wilms es el tumor renal mas comun en la edad pediatrica. En México
se tiene una incidencia anual de 7.6 casos por millbn en nifios menores de 15
afos y es la séptima causa de morbilidad por cancer. En la mayoria de los casos
la presentacion del TW es de forma esporadica (98%). El prondstico de los
pacientes con TW en general es bueno alcanzando una supervivencia a 5 afios de
mas del 80%. EI 20% restante presenta recaidas y bajas tasas de supervivencia.
Se han descrito varias alteraciones genéticas que contribuyen al desarrollo de este
tumor, como la ganancia en el cromosoma 1q presente en cerca del 30% de
casos. Esta alteracion se considera un biomarcador potencial en el TW. La regién
1922-g25 es la que se ha encontrado con mayor frecuencia alterada. Dentro de
esta region se encuentran alrededor de 25 miRNAs, dentro de los que destacan el
claster formado por miR-199 y miR-214. Ambos tienen como blanco moléculas
clave en la via candnica de Wnt como son GSK-3f y B-catenina, respectivamente.
El andlisis de expresion de miRNAs involucrados en la ruta de sefializacion Wnt
constituye un acercamiento importante para entender la etiologia del tumor de
Wilms. Los cambios en su expresién pueden alterar la via Wnt y delinear un
mecanismo de regulacion post-transcripcional poco explorado entre subgrupos de
TW.

En la literatura no se encuentra descrita la expresibn de ambos mMiRNAs o
informacion sobre la regulacién del tumor por medio de miR-199 y miR-214, como
se menciond anteriormente ambos miRNAs tienen como blancos moléculas que
participan en mecanismos de regulacion y podrian fungir como buenos

marcadores moleculares.
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HIPOTESIS.
En el Tumor de Wilms (TW) la expresiéon de hsa-199-a-5p y hsa-214-3p se

encuentra alterada de manera diferencial con respecto a rifidén sin tumor. Estos
cambios permiten identificar la participacion de los miRNAs en la via de
sefalizacion WNT en este tipo de tumor y se traduce en el comportamiento

biolégico de la neoplasia.
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OBJETIVOS.

Determinar la expresion de los miRNAs hsa-199-a-5p y hsa-214-3p en pacientes
pediatricos con TW en el Hospital Infantil de México Federico Gémez (HIMFG) del

afo 2007 a 2013.

Objetivos especificos

1. Comparar la expresion de los miRNAs 214-3p y 199-a-5p en casos fijados
en formol e incluidos en parafina de TW y rifiébn sano.

2. Comparar la expresion de miR-199a-5p y -214-3p en los distintos subtipos
histolégicos de TW (predominio blastemal, mesenquimal, epitelial,
anaplasico).

3. Correlacionar la expresion de los miRNAs con datos clinicos de los

pacientes.
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MATERIAL Y METODOS

Disefio (Tipo de estudio)

e Descriptivo

* Transversal

Poblacion de estudio.

Muestras de pacientes del HIMFG con diagnéstico de TW del afio 2007 a 2013.

Variables.

» Concentracién de RNA (ng/uL)

» Expresion de los miRNAs en la PCR en tiempo real.

Criterios de Inclusién

* Muestra de tejido incluidos en parafina, con diagnéstico de Tumor de Wilms
* Muestras con 80% de tejido libre de necrosis, con patron histologico

integro.

Criterios de exclusién y eliminacién

* Que no se localicen los bloques de parafina.
e Muestras con un porcentaje de necrosis mayor al 20%.

e Muestras con ARN degradado.
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Técnicas

Desparafinar tejidos
Material biolégico

Se incluyeron 20 casos de TW fijados en formol e incluidos en parafina. Se
tomaron 9 casos de tejido sano en pacientes que no presentan TW como grupo

control.

En cada caso, a partir del bloque de parafina se realizaron 4 cortes cada uno de

10 um y se colocaron en microtubos de 1.5 mL.

Material y equipo

Micropipeta 1 mL, 100 L, 200 uL (Brand).

Incubadora Incubator Shaker Il (Bockel industries Inc).

Vortex-2 Genie (scientific industries)

Microcentrifuga Myfuge (Benchmark)

Reactivos
» Xilol (Fisher)
e Etanol grado molecular (Merck)

» Buffer de digestion (Kit RecoverAll™Total Nucleic Acid Isolation (Ambion))

* Proteinasa K (Kit RecoverAll™Total Nucleic Acid Isolation (Ambion))

Método

Se tomé un corte de 10 um y se coloc6 en un microtubo de 1.5 mL para eliminar la

parafina, se agregd 1 mL de xilol, agité en vortex e incub6 por 5 minutos a 45 °C.
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Lo anterior se repitid una vez mas y se procedié a eliminar el xilol de la siguiente
forma:
Realizando tres lavados con 1 mL de etanol, agitando en cada ocasion, se
centrifugé 1 minuto a 12000 rpm y se decant6 el sobrenadante. El procedimiento
se repite dos veces con cada concentracion de etanol.

o Etanol absoluto

o Etanol 90%

o Etanol 75%
Se abrieron los tubos para permitir la evaporacién de etanol y después se
agregaron 200 pL del buffer de digestion y 4 uL de proteinasa K. Se dej6 toda la

noche en incubacion a 50 °C.

Extraccion de RNA

Material y equipo
 EPOCH (BioTeK) software Gen5 2.09
* Microcentrifuga Myfuge (Benchmark)

* Micropipetas 1 mL, 100 uL, 200 pL (Brand).

Reactivos

« Kit RecoverAll™Total Nucleic Acid Isolation (Ambion)
0 Wash 1 Concentrado (Adicionar 42 mL de etanol 100% antes de
usarlo)
o Wash 2/3 Concentrado (Adicionar 48 mL de etanol 100% antes de

usarlo)
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0 Tubos colectores

o Columnas de filtracion
o Aditivo de aislamiento
0 Solucién de elucion

0 10X DNase Buffer

o DNase

o Etanol absoluto grado molecular

Método

Se prepard la mezcla etanol/aditivo de aislamiento agregando: 240 uL de aditivo
de aislamiento y 550 uL de etanol absoluto grado molecular. El volumen final (790
ML) corresponde solo a una muestra. Se agregd 790 uL de la mezcla a cada
muestra después de la digestibn y mezclando con ayuda de la misma pipeta

subiendo y bajando el volumen.

Se montaron las columnas de filtracion dentro de los tubos colectores y se agregé
dentro de las columnas 700 pL de la mezcla anterior. Posteriormente se centrifugé
a 10000 rpm por 30 segundos. Se decantd el volumen que paso a través del

cartucho de filtracion.

Se repiti6é el paso anterior con el volumen restante de la mezcla, evitando grandes

piezas de tejido.

Se adicionaron 700 yL de Wash 1 a la columna de filtracion. Se centrifugd 30

segundos a 10000 rpm y se descartd el volumen. A continuacién, se agregaron
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500 pL de Wash 2/3 y se procedié de la misma forma, centrifugando una vez mas

para eliminar el fluido que pudiera quedarse en la columna de filtracion.

Se realizdé un tratamiento para eliminar el DNA mezclando 6 uL 10x Buffer de
DNasa, 4 yL DNasa y 50 pL de agua libre de nucleasas. Se agregaron los 60 uL
de la mezcla en el centro de la columna de filtracion y se incubo por 30 minutos a

temperatura ambiente.

Nuevamente se realizaron los lavados de la columna de filtracion con Wash 1y

Wash 2/3 de la misma manera. Repitiendo el lavado con Wash 2/3 dos veces.

Se transfirio la columna de filtracién a un tubo colector nuevo y se agregaron 60 L
de la solucion de elucion. Se incubd por un minuto a temperatura ambiente y se

centrifugd por un minuto a maxima velocidad.

Se determind la concentracion y pureza del RNA total de cada muestra en el
equipo EPOCH (BioTeK) software Gen5 2.09 y se incluyeron las que tuvieron una

relacion de A260/A280 de 1.7 a 2.1.

Ensayo de Transcriptasa reversa

Material y Equipo

* Termociclador Stratagene 3500 (Agilent)

Material biolégico

* 200 ng de RNA total
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Reactivos

« Kit TagMan microRNA reverse transcription kit (Applied Biosystem,

Manasas Ca)

Método

A continuacion, se realizo la reaccidn de transcriptasa reversa con 200 ng de RNA
total usando el kit TagMan microRNA reverse transcription kit (Applied Biosystem,

Manasas Ca) en un volumen total de 10 pL.

Se utilizaron sondas de hidrélisis (TagMan) para amplificar los microRNAs miR-
199 y miR-214 utilizando como gen de referencia a RNU48. Las muestran se
amplificaron en un termociclador Stratagene 3500 (Agilent) con el programa de
amplificacion: 50 °C 2 min, 95 °C 10 min, posteriormente 40 ciclos a 95 °C 15 seg
(desnaturalizacion) y 60 °C 1 min (alineamiento/extension). En cada caso se
realizaron determinaciones por triplicado y se obtuvo promedio y desviacién
estandar. Dichos valores fueron normalizados con el control endégeno RNU48.

Se realiz6 una cuantificacion relativa mediante el método Ct comparativo (Delta
Ct). Los valores de expresion de los miRNAs se compararon contra los valores de
expresion de los controles (tejido renal normal) y el resultado se representdé como
el nimero de veces que la expresion se encontrg alterada, para ello se tomaron en
cuenta los siguientes parametros: expresidon aumentada cuando el namero de
veces fue mayor o igual a dos en el tumor en comparaciéon con el control,

expresion baja cuando el nimero de veces fue dos veces menor en el tumor, en
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comparacion con el control; se considerd expresiéon sin cambios cuando el nimero

de veces fue menor de dos.

Andlisis estadistico

Se emple6 el programa computacional GraphPad Prism (version 5) para comparar
las diferencias en la expresion de los microRNAs. Se determino el promedio de la
expresion de miR-199 y 214 en los TW y se compar6 contra tejido renal control (no
neoplasico). Y empleando la distribucién t de student. Se empleé esta misma
distribucion para realizar una comparaciéon entre tejidos con TW que presentaban
anaplasia y los que no la presentaban.

En la comparacion de los diferentes estadios presentes en los tumores se utilizo el
modelo de ANOVA para determinar diferencia significativa entre grupos. Estos

calculos se realizaron con el programa computacional GraphPad Prism.
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RESULTADOS

Se incluyeron 19 pacientes, 11 de sexo femenino y 8 sexo masculino. El rango de

edad abarc6 desde los 8 meses hasta los 9 afios; 15 pacientes tuvieron < 4 afios

(75%); el siguiente grupo etario fue de “9 afios” con 2 pacientes (10%) y por ultimo

dos pacientes con 5y 7 afios. En cuanto a la histologia predominaron los tumores

con tejido blastemal (60%), el 83 % de los tumores con anaplasia tuvieron

predominio blastemal. (Cuadro 7.1).

Cuadro 7.1. Datos clinicos de pacientes con TW.

No. Tumor Sexo Edad al Histologia Anaplasia Estadio
diagnostico (1:si, 0:no)
en afios

1 M 1 ESTROMAL 0 \%
6 F 2 TRIFASICO 0 1
7 F 9 BLASTEMAL 0 1]
8 F 3 BLASTEMAL 0 I

9 M 3 BLASTEMAL 1 v
10 F 4 BLASTEMAL 0 1
13 F 0.7 BLASTEMAL 0 V
14 F 3 BLASTEMAL 0 v
15 M 1 TRIFASICO 0 Il
21 F 3 BLASTEMAL 1 1
22 F 7 BLASTEMAL 1 1]
23 M 9 BLASTEMAL 0 1
24 M 5 TRIFASICO 0 v
25 M 2 BLASTEMAL 1 v
26 F 4 BLASTEMAL 0 Il
28 F 4 TRIFASICO 0 v
29 M 1 TRIFASICO 0 1]
30 M 1 TRIFASICO 0 I
40 F 4 BLASTEMAL 1 IV
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En el grupo control se comparé la expresion entre miR-199 y 214. En cada caso
se determiné la relacion entre la expresion de ambos miRNAs, siendo evidente
mayor abundancia de miR-214, en promedio 287 veces mas expresado que el
miR-199 (Cuadro 7.2).

Cuadro 7.2. Expresion de miR-199 y 214 en rifiones control. En todos los

casos la expresion de miR-214 fue mayor con respecto a miR-199.

No. control miR-199 Control miR-214-Control Relacion miR-

214/miR-199
1 0.0006 0.3415 502.623
2 0.0041 0.6658 161.456
3 0.0019 0.2822 147.033
4 0.0020 0.2415 121.095
5 0.0014 0.4506 324.408
6 0.0030 0.2973 98.133
7 0.0010 0.4527 434.537
8 0.0019 0.3842 208.177
9 0.0016 0.9548 592.224
Promedio 287.743

Rango 592.224-98.133

34



En el caso de los tumores, también se comparé la expresion entre ambos miRNAs

mostrando mayor expresion de miR-214 en todos los casos (Cuadro 7.3).

Cuadro 7.3. Expresion relativa de miR- 199 y 214 en pacientes con TW. En
todos los casos la expresién de miR-214 fue al menos 20 veces mayor que la
de miR-199.

No. Tumor miR-199 miR-214 Relacion miR-
214/miR-199

1 0.00685 0.89397 130.53564
6 0.00918 0.21915 23.86239
7 0.00123 0.24656 200.38996
8 0.00089 0.24770 279.49278
9 0.00380 0.17354 45.67503
10 0.00549 0.78277 142.68270
13 0.00053 0.15550 293.04961
14 0.00366 0.12328 33.70756
15 0.00120 0.60430 503.78570
21 0.00044 0.02480 56.36257
22 0.00018 0.04972 269.97209
23 0.00472 0.62201 131.90298
24 0.00914 0.61273 67.02682
25 0.00081 0.04693 57.88024
26 0.00103 0.05441 53.07645
28 0.00016 0.02368 148.56982
29 0.00086 0.46544 538.69798
30 0.00086 0.35030 405.43663
40 0.00254 0.12866 50.73818
Promedio 64.86563
Rango 538.6979-23.86239
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Los datos de expresion de miR-199 en los tumores se compararon contra los
valores obtenido en los controles y en este caso las diferencias no fueron
significativas (Cuadro 7.4). De igual forma en el caso de miR-214 las diferencias

en la expresion con los controles tampoco resultaron significativas (Cuadro 7.5).

Cuadro 7.4. Resultados en la pruebat de student para miR-199 vs Control

36



Cuadro 7.5. Resultados en la prueba t de student para miR-214 vs Control

How big is the difference?
Mean + SEM of column D
Mean + SEM of column E
Difference between means
935% confidence interval
R squared

F test to compare variances

F.DFn, Dfd

P value

P value summary

Are variances significantly different?

Data Set-A
Table Analyzed Data 1
Column D mir-214
Vs Vs
Column E CONTROL
Unpaired t test with Welch's correction
P value 0.1563
P value summary ns
Are means signif. different? (P < 0.05) |[No
One- or two-tailed P value? Two-tailed
Welch-corrected t, df t=1.480 d=18

0.3066 = 0.06301 N=19
0.4523 = 0.07569 N=9
-0.1457 + 0.09848
-0.3526 to 0.06120
0.1084

1.463, 18, 8
0.5987
ns

No
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Los valores promedio de expresion mostrados en tabla 4 y 5 se graficaron para
mostrar la abundancia de cada miRNA en los controles, en los tumores y entre
ambos microRNAs. La expresion de miR-199 fue mayor que en el grupo control
(1.43 veces, diferencia no significativa). En el caso de miR-214 su expresion fue
menor en comparacion con el grupo control (1.47 veces, diferencia no significativa)
(Figura 7.1).

Figura 7.1. Comparacion en la expresion de miR-199 y miR-214 contra el

grupo control de rinones control.
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De los 20 tumores analizados 5 mostraron anaplasia, asi que separamos y
comparamos los valores de expresion de los tumores con anaplasia y sin
anaplasia, en el caso de miR-199 la expresién de los tumores con anaplasia fue
2.3 veces menor (Cuadro 7.6). En el caso de miR-214 su expresion fue 1.4 veces

menor en casos con anaplasia con una diferencia significativa (Cuadro 7.7).

Cuadro 7.6. Resultados en la prueba t de student para miR-199: TW con

anaplasia vs TW sin anaplasia
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Cuadro 7.7. Resultados en la prueba t de student para miR-214: TW con
anaplasia vs TW sin anaplasia
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Se realizdé una grafica con los resultados promedio de los casos descritos con
anaplasia encontrandose una diferencia significativa en la expresion de miR-214
(p=0.018) (Figura 7.2)

0.6-
* *
0.4- I
0.2
0.006-F T
0.004-
0.002-
0.000 . :
R o
\ & &
& & &
v v v
RS
mMiR-199 miR-214

Figura 7.2. Comparacion en la expresion de miR-199 y miR-214 en TW con
anaplasia y TW sin anaplasia. **En este caso se observa una diferencia
significativa con p calculada= 0.0018.
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De los 5 tumores que mostraron anaplasia se compararon las expresiones de
ambos miRNAS contra el grupo control. En el caso de miR-199 la expresion de los
tumores con anaplasia fue 1.3 veces menor (Cuadro 7.8). En el caso de miR-214
su expresion fue 5.3 veces menor en casos con anaplasia con una diferencia

significativa (Cuadro 7.9).

Cuadro 7.8. Resultados en la pruebat de student para miR-199: tejido control

contra tejido con anaplasia.
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Cuadro 7.9. Resultados en la prueba t de student para miR-214: tejido sano
contra tejido con anaplasia.
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Se realizé una grafica con los resultados promedio de los casos descritos con
anaplasia y grupo control encontrandose una diferencia significativa en la
expresion de miR-214 (p= 0.001) (Figura 7.3).

Figura 7.3. Comparacion en la expresion de miR-199 y miR-214 en tejidos
control y tejidos con anaplasia. **En este caso se observa una diferencia
significativa con p calculada= 0.0011
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En los 20 casos analizados con tumor de Wilms se realizdé una clasificacion de
acuerdo con el estadio, teniendo asi los estadios I, Ill, IVy X con 3, 7,5y 2
pacientes respectivamente. Se realizé una comparacion de la expresion de ambos
MIRNAs entre dichos estadios (Cuadro 10y 11).

Cuadro 7.10. Prueba ANOVA en miR-199, comparacion entre estadios

Se procedié a realizar una gréfica con los datos obtenidos en cada expresion para
miR-199 (Figura 7.4) y miR-214 (Figura 7.5).

Figura 7.4. Comparacién en la expresién de miR-199 en distintos estadios.
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Cuadro 7.11. Prueba ANOVA en miR-214, comparacion de estadios.

Figura 7.5. Comparacioén en la expresion de miR-214 en diferentes estadios.
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DISCUSION
En este estudio se describi6 la alteracion en la expresion de dos miRNAs

localizados en una regidén que se amplifica en un tercio de los casos de tumor de
Wilms (1923) y que ademas tienen como blancos RNAm que participan en la via
de sefalizacion Wnt. La via Wnt se encuentra alterada con frecuencia en el TW ya
sea por alteracién en algin componente del complejo de destruccién o bien por
mutacion con ganancia de funciones de la proteina 3-catenina (CTNNBL1) (47).

Se realizé una comparacion en riflones con TW y un grupo control de rifiones
libres de tumor para ambos miRNAs (miR-199 y miR-214). En este estudio la
expresion de miR-199 en los pacientes con TW fue 1.4 veces mas alta con
respecto a rifibn control (Figura 7.1). Posteriormente analizamos los datos
separando los casos con anaplasia y sin anaplasia, en los tumores con anaplasia
la expresion de miR-199 disminuy6 2.3 veces de manera significativa (Figura 7.2).
No se ha reportado en estudios anteriores por lo cual resulta de gran interés
debido a que los tumores con anaplasia presentan baja respuesta a la terapia,
mayor resistencia al tratamiento y su prondstico es reservado (6, 7). En otros
tumores la expresion de miR-199 ha sido variable, ya que en algunos tipos de
cancer como el cancer gastrico se encuentra aumentado de forma significativa,
actuando sobre los genes klotho jugando el papel como oncogén (46). Los genes
klotho codifican una proteina de membrana tipo-I que estd relacionada con 3 -
glucésidos (43). En cambio, en el carcinoma de células renales se ha encontrado
disminuido de forma significativa y se ha relacionado de manera inversa con la

expresion de uno de sus blancos como es GSK3B (42).
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Sabemos que miR-199 tiene como blanco a GSK-3B (42) que forma parte del
complejo destructor de la p-catenina en la via WNT por lo que la alteracion en
algun componente afecta la degradacion de la p-catenina (42). En este estudio
miR-199 mostré una baja expresion por lo que probablemente no es un factor que
influya en la inhibicibn de GSK-3B y éste a su vez continla degradando a3 -
catenina manteniendo una baja transcripcion. Al respecto Tsukigi y col. reportaron
gue la disminucion en la expresion de miR-199 se correlacioné significativamente
con estadios avanzados de carcinoma de células renales y aumentod en el riesgo
de recurrencia tumoral. Sus resultados también sugieren que la disminucién de
miR-199 puede causar sobreexpresion nuclear de GSK3B (42, 46). Un dato
importante que puede explicar la baja expresion de miR-199 en el TW con
anaplasia es la metilacion del DNA en el locus de miR-199a en el cromosoma 1y
19, como lo demostrd Tsukigi para el carcinoma de células renales. (42)

También deben existir otros blancos que se ven afectados con la disminucion en la
expresion de miR-199, pero que no han sido validados en TW como WNT2,
GSK3B, EZH2, FZD7, JAG1, HIF1a, E-caderina. Al parecer miR-199 coopera en la
alteracion de esta via sin embargo no de forma relevante.

Se ha evaluado que varios blancos de miR-199 actian como ligando/receptor de
la via Wnt, cuando un miRNA presenta ese tipo de blancos o un blanco
ligando/receptor asociado a la inhibicién de proteinas, la via de sefalizacién puede

ser suprimida por este medio.(14)
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En el caso de miR-214 su expresion disminuy6 1.3 veces en el TW con respecto a
tejido control (Figura 7.1), esta diferencia se acentud entre los TW con anaplasia y
casos control (5.3 veces) (cuadro 7.9). Encontrandose disminuido 1.4 veces en
tumores con anaplasia en comparaciéon con los tumores sin anaplasia, la
diferencia fue significativa (cuadro 7.7). MiR-214 se ha encontrado alterado en
varias neoplasias mostrando un comportamiento ambivalente dependiendo del
contexto celular (38). Asi tenemos qué en cancer de mama, cancer de esoéfago
entre otros tipos de céncer su expresion se ve disminuida. En el céncer
hepatocelular se observéd que la re-expresion de miR-214 aumentd el numero de
células apoptéticas (48).

Este miRNA juega un papel importante en la via Wnt ya que inhibe la traduccion
de la B-catenina evitando su acumulacion en el citoplasma. En estos tumores se
sabe gque la via Wnt esta activa, los miRNAs como miR-214 pueden ayudar a
regular la abundancia de [(-catenina, pero cuando esta disminuido como es en
este estudio, la B-catenina favorece la transcripcién de genes relacionados con
proliferacion celular. Entre los principales genes que se transcriben y favorecen el
desarrollo del tumor, se encuentran: tumor de Wilms 1 (WT1), CTNNB1, AMERL1,
DROSHA, DGCR8, XPO5, DICER, SIX1, SIX2, MLLT1, MYCN, and TP53 (49, 50).
Es importante mencionar que en el TW se han descrito mutaciones en Drosha,
DGCRS8 y DICER, proteinas que participan en la biogénesis de los miRNAs lo que
conlleva a baja expresion de los mismos, en el caso de miRNAs con funciones

supresoras de tumor (51).
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Comparando los resultados de estudios anteriores con los del presente estudio se
observa que miR-214 funciona como un supresor de tumores y regulador clave
para bloquear la via Wnt por medio de la regulacion de la expresion de B-catenina
gue es uno de sus blancos validados experimentalmente.(52)

En cuanto a la comparacion en la expresion entre ambos miRNAs en TW, se
encontré que la expresién de miR-214 fue mayor 64.9 veces (cuadro 7.3) en
comparacion con la expresion de miR-199. La expresion diferencial es notable, a
pesar de que ambos miRNAs se localizan en el mismo locus gendmico a 6 kb de
distancia uno con otro y se ha descrito que su transcripcion esta regulada por
Twist-1. Se ha demostrado en estudios anteriores que al inhibir la expresion de
Twist-1 los niveles de miR-199 y miR-214 se encuentran disminuidos (35). La gran
diferencia en la expresion de los miRNAs en nuestro trabajo indica que existen
otros factores que regulan la transcripcion de forma diferencial (secuencias
enhancer, sitios CTCF, etc.) y que actuan dependiendo del tipo celular y
microambiente de las células tumorales.(37). A este respecto Bhatt en el 2011
menciona que la actividad en la region promotora de genes que contienen miRNAs
es gobernada por factores de transcripcién especificos como MYC, p53 y HIFla
(factor inducible de hipoxia). Ademas, los miRNAs bajo ciertas condiciones de
dafio celular pueden sintetizarse rapidamente y luego disminuir, aunque la

maquinaria molecular responsable de su degradacion es poco conocida (53).
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CONCLUSIONES

Ambos mMIRNAs se encontraron con expresiones bajas en los tumores con
anaplasia siendo mas acentuado en el caso de miR-214-3p.

En tejidos con anaplasia (de peor prondstico) miR-214-3p esta disminuido lo que
evita que pueda regular a B-catenina en la via de sefalizacion Wnt, como
resultado que B-catenina favorezca la transcripcion de genes relacionados con
proliferacion celular (MYC, CCND1, PPARD), diferenciacién de células madre
(ASCL2), diferenciacion celular (ID2, ITF2, ENC1), migracion (MMP7, MMP14) y
angiogénesis (VEGF).

No se logré realizar una comparaciéon entre subtipos histolégicos debido al nimero
de casos clinicos, sin embargo, se realiz6 una comparacién entre estadios de TW
y se observd que en el estadio V (tumor renal bilateral) es donde se encuentran
las expresiones mas altas de ambos miRNAs.

Existen un mayor nimero de casos con TW de predominio blastemal en pacientes
del sexo femenino y menores de cuatro afios. Las expresiones mas altas de miR-
214 se observan en pacientes del sexo masculino. En cuanto a miR-199 las
expresiones son homogéneas y no se observa alguna relacion entre datos clinicos

y expresion del miRNA.
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PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos dan pie a seguir con la investigacion determinando la
expresion de moléculas blanco de estos miRNAs como [-catenina (gen y
proteina), GSK3B (gen y proteina), etc. para tener una idea mas clara sobre la via

de sefializacién Wnt.

También se podria realizar ensayos de in vitro en lineas celulares de rifién y
evaluar el efecto de inducir o inhibir la expresion de estos miRNAs en la

proliferacion, invasion y apoptosis.

Asi como, evaluar la diferencia inversa en ambos miRNAs, este resultado resulta
interesante ya que ambos se encuentran dentro del mismo cluster y se sabe estan

regulados por el mismo promotor.
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