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RESUMEN

Introduccién. En nuestro pais el cancer de mama (CM) ocupa el primer lugar como
causa de muerte en mujeres mayores de 25 afnos. El cancer de mama es muy complejo,
ya que estan involucrados varios genes en su desarrollo, progresion y metastasis, uno de
ellos es beta catenina (CTNNB1); actla como oncogén cuando se transloca al nucleo, y
se une al factor de las células T o factor linfoide amplificador activando sus genes blanco.
Dentro del ex6n 16 del gen de estudio, se encuentra un sitio aceptor de empalme
alternativo que da como resultado dos isoformas, una silvestre (B) y una con 159 pb
extra (A). Objetivo. Analizar la expresién de las isoformas A y B del gen beta catenina en
muestras de cancer de mama. Materiales y métodos. Se obtuvo cDNA a partir de RNA
total de muestras de tumores y de tejido adyacente sano de 5 mujeres mexicanas. Se
amplific6 mediante PCR el gen beta catenina y el producto fue visualizado mediante
electroforesis en geles de agarosa. Resultados y Discusion. Las isoformas A y B estan
presentes sélo en las muestras de tumor, esto coincide con los resultados obtenidos en
un trabajo previo que se realiz6 en tumor de Wilms, en donde la isoforma A sélo se
expresé en el tejido tumoral y la isoforma B se presentd en tejido adyacente sano. Esto
sugiere que la isoforma A tiene relacién con el proceso de transformaciéon maligna.
Conclusiones. En las muestras analizadas de cancer de mama, se observa la presencia
de ambas isoformas del gen beta catenina.



INTRODUCCION

En el cuerpo humano ocurre una enorme produccion celular, por lo que el
organismo mantiene una homeostasis por largos periodos. Este correcto control sobre la
multiplicacion es conseguido por una red de mecanismos moleculares superpuestos que
determinan la proliferacion y diferenciacion o la muerte celular programada (apoptosis).
Cualquier factor que altere este balance tiene el potencial, si no es corregido, de alterar el
numero total de células en un drgano o tejido particular. Después de muchas
generaciones de células, éste incremento podria ser clinicamente detectable como

neoplasia’.

El cancer entonces, se desarrolla cuando una célula en cualquier tejido escapa a
los procesos normales de control y se multiplica rapidamente, eventualmente superando

todas las defensas del cuerpo®.

Se sabe que hay alrededor de 20,500 genes® y puede haber alrededor de 300 mil
proteinas en un organismo, debido a las variantes por empalme alternativo vy
modificaciones postraduccionales. El cancer ha sido llamado “el mal de los genes”. La
teoria del “dafno multiple” sugiere que, las células acumulan dafo aleatorio en sus genes
(mutaciones). Por accidente, algo del dafio ocurre en genes criticos que normalmente
controlan la proliferacion y la supervivencia de las células. Si alguna célula acumula
suficientes dafos para destruir los frenos genéticos que los mantienen con un
funcionamiento adecuado, esa célula puede crecer fuera de control y fundar una dinastia
de células dafiinas, una neoplasia®.

Como se mencion6 anteriormente el cancer es una enfermedad que se produce
por alteracion de los genes, resultando del dafo al DNA de diverso tipo, lo cual finalmente
da como resultado distorsiones ya sea en la expresion o en la funcién bioquimica de los

genes”.

Muchas son las evidencias experimentales que apoyan la idea anterior, es decir
que en el dano genético esta el origen del cancer.
1) Predisposicion hereditaria al cancer.

2) Las células cancerosas presentan con frecuencia aberraciones cromosémicas.



3) Relacion entre baja habilidad de la célula para reparar DNA danado y susceptibilidad al
cancer.

4) Relacion entre potencial mutagénico de algunas sustancias y carcinogenicidad.

5) Oncogenes que estan en tumores humanos y al introducirlos en células normales

pueden causar cancer®.

Si bien los procesos tumorales pueden presentar diversas manifestaciones
clinicas, se considera que todos ellos tienen causas comunes que los desencadenan. Una
serie de estudios epidemiolégicos han indicado que entre las causas que pueden
desencadenar un proceso tumoral estan los factores biolégicos (virus, hormonas),
quimicos (ciertas drogas y compuestos cancerigenos) y fisicos (radiacion gamma, UV,
etc.); en general cualquier agente que dafie al DNA*; ademéas de estos factores también
hay causas epigenéticas que pueden estar involucradas en los procesos tumorales.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer es una de las enfermedades mas complejas y dificiles de entender dado
todos los mecanismos que se ven involucrados en él. Varios investigadores han planteado
métodos y formas diferentes de abordar esta enfermedad con la finalidad de explicar su

origen, lograr una deteccion mas temprana, y encontrar nuevos abordajes terapéuticos.

El cancer de mama ha tenido un tendencia a aumentar en los Ultimos afos por lo
qgue se ha convertido en la neoplasia numero uno en las mujeres mexicanas mayores de

25 anos, constituyendo un problema de salud publica.

En el cancer de mama se ven involucrados muchos genes tales como BRCAT,
BRCA2, Her2y beta catenina. Este gen esta involucrado en la adhesion célula-célula de
tejido epitelial, al haber una desregulacién en este gen o una sobreproducciéon desmedida
puede activar a otros genes como ciclina D1y ¢c-myc por lo que se le podria considerar un
oncogén, ademas que depende de la actividad de APC el cual es considerado un
supresor tumoral y algunos autores han puesto a beta catenina como la contraparte de
APC.

Como se mencion6 en la introduccion, las isoformas resultantes de los procesos
de “splicing” (corte y empalme alternativo) son importantes en la carcinogénesis y el gen
beta catenina presenta un sitio aceptor de corte y empalme alternativo en el exon 16
dando como resultado la insercion de 159 pb. Lo anterior origina dos isoformas: una de
454 pares de bases (-159 pb) y una de 613 (+154 pb), de las cuales no se conoce la
funcion de cada una de las proteinas a las que dan lugar, sin embargo, la observacion de
la expresion diferencial del mMRNA, puede indicar que pudieran existir proteinas diferentes,
teniendo que confirmarse dicha hipoétesis.

En un estudio previo en tumor de Wilms, se observé que la isoforma de 613 pb se
presentaba sélo en los tumores y en el tejido comprometido con ellos. a pesar de que los
ambientes celulares propios de cada tejido son diferentes, los tumores de Wilms
presentan un porcentaje importante de tejido epitelial al igual que el cancer de mama. Lo
gue se plantea en este trabajo es ver la expresion de estas isoformas en cancer de mama
y ver si hay ausencia o presencia en tejido afectado con respecto al tejido sano
adyacente.



CANCER DE MAMA

En nuestro pais el cancer de mama (CM) ocupa actualmente el primer lugar como
causa de muerte en mujeres mayores de 25 afnos, con un 17.6%. Esta enfermedad
presenta una tendencia al aumento de la mortalidad en nuestro pais®.

Se estima que 15 a 20% de mujeres con cancer de mama tienen historia familiar
de enfermedad, con un 5% al 10% de todos los casos de esta neoplasia atribuidos a
susceptibilidad de alelos dominantes, y se han encontrado varios genes asociados a la
enfermedad®.

Los senos (mama) son glandulas que pueden producir leche. Cada seno esta
situado sobre los musculos del pecho que cubren las costillas. Cada seno estéa dividido en
15 6 20 secciones llamadas I6bulos. Los Iébulos contienen muchos lobulillos mas
pequenos. Los lobulillos contienen grupos de glandulas diminutas que pueden producir
leche. La leche fluye de los lobulillos al pezdén por unos tubos delgados llamados
conductos. El pezon esta en el centro de un &rea oscura de piel llamada la areola . Los
espacios entre los lobulillos y los conductos estan llenos de grasa. Los senos tienen
también vasos linfaticos, los cuales transportan un fluido claro llamado linfa. Los vasos
linfaticos se dirigen a érganos pequenos, redondos, llamados ganglios linfaticos. Grupos
de ganglios linfaticos se encuentran cerca del seno en la axila, arriba de la clavicula, en el
pecho detras del esternén y en muchas otras partes del cuerpo (Figura 1). Los ganglios
linfaticos atrapan bacterias, células cancerosas u otras sustancias dafinas que pueden

estar en el sistema linfatico’.
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Figura 1.- Anatomia del seno, los ganglios y vasos linfaticos’.

Durante el desarrollo normal de las glandulas mamarias ocurre una diferenciacion
por variaciones en los niveles hormonales, hay cambios en la expresion de los genes, que
desencadenan un proceso de madurez controlado por la informacion genémica. Durante
este desarrollo, se pueden observar eventos tales como: Apoptosis en las células que
estan siendo sustituidas; proliferacion y crecimiento de las células donde participan proto-
oncogenes y genes supresores; angiogénesis para un abastecimiento de nutrientes de las

nuevas células, etc®.

Estos cambios son regulados por factores de crecimiento, proteinas del ciclo
celular, reguladores de invasién, interacciones célula-célula, la presencia de receptores
celulares. Si durante estos eventos de desarrollo ocurre dafio celular o alguna alteracion
durante la recombinacion y fallan los sistemas de reparacion, las células se salen del

control normal®.

Al igual que en otros pocos tumores, la historia natural del cancer de mama es
normalmente muy larga. Se ha calculado que comenzando por una sola célula maligna, la
masa tumoral crece por sucesivas duplicaciones, necesitando 7-8 afios y 30 duplicaciones



para alcanzar la esfera de 1 cm. de didmetro. El cdncer de mama se disemina por via
linfatica, por via sanguinea y/o extension directa®.

Se han descrito otros factores asociados al desarrollo de esta neoplasia en forma
esporadica, que es la forma mas comun de este cancer. Otras causas asociadas al
cancer mamario esporadico descritas son mutaciones en distintos genes’. Desde el punto
de vista de genética molecular, el cdncer de mama es muy complejo, ya que estan
involucrados varios genes en su desarrollo, progresion y metastasis, como son BRCAT,
BRCA2, HER2" y beta catenina (CTNNBT1), el cual motiva este estudio.

EL GEN BETA CATENINA (CTNNB1)

El gen beta catenina, esta localizado en el brazo corto del cromosoma 3 (3p22-
p21.3)"" (Figura 2).
CROMOSOMA 3
chr 3 I:-:I:# D TNl BT EN N

p22-p21.3

Figura 2.- Localizacién de la banda p22-p21.3 en el cromosoma 3",

Este gen codifica para una proteina que forma parte del complejo de adhesién
celular® y ademas participa en la ruta Wnt (Figura 3) que involucra al supresor tumoral
APC (gen de la poliposis adenomatosa de colon) y los factores de transcripcion Tcf-Lf'*™®.,
Las proteinas APC y la cinasa glicogeno sintetasa 3 beta (GSK3), regulan los niveles de
beta catenina'®'’. La expresién de beta catenina se altera frecuentemente en varios
canceres tales como mama, gastrico, colon, pancreas, hepatocelular y prostata'’.
Actualmente no se conoce el papel de las isoformas que son producto de empalme
alternativo, por ejemplo, algunos informes indican que en céncer géastrico ademas de
presentarse mutaciones, se incrementa la expresibn de beta catenina durante la

progresion y disminuye durante la metastasis®?'

. Estas variaciones de la expresion de
beta catenina en los diferentes procesos del cancer no se han identificado si se trata de

formas alternativas de la proteina.

El gen beta catenina fue localizado por andlisis de fluorescencia in situ (FISH) en la
banda p22 a la banda p21.3 en el brazo corto del cromosoma 3 una region



frecuentemente afectada por alteraciones somaticas en una variedad de tumores. El
analisis de un panel de células somaticas hibridadas confirmé la localizacién de beta
catenina humana en el cromosoma 3'".

La estructura primaria del gen beta catenina humano fue determinada por analisis
de cDNA vy clonas gendmicas. El tamafo del gen completo fue determinado en 23.2 kb.
Utilizando enzimas de restriccion y anadlisis de secuencias parciales se revelaron 16
exones (Ver anexo 1), con un intervalo de tamano de 61 a 790 pb y con un total de 3362
pb. La mitad de los intrones fueron menores a 550 pb, siendo el mas pequerio de 84 pb y
el mas largo de 6700 pb. El principal sitio para el inicio de la transcripcion fue identificado
en un residuo A de 214 nucle6tidos corriente arriba del codén de inicio ATG. La region 5’
es altamente rica en GC y carece de cajas CCAAT pero contiene caja TATA vy sitios
potenciales de unién para diferentes factores de transcripcion como NFkB, SP1, AP2 y
EGR1™.

LA PROTEINA BETA CATENINA
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Figura 3.- Esquema de la ruta Wnt en donde se observa la participacion de la proteina beta

catenina®.



Beta catenina es una proteina que juega un papel central en numerosos procesos
celulares ademas de ser miembro de la superfamilia “armadillo”. Este nombre deriva del
homdlogo de beta catenina en Drosophila, el gen de polaridad segmental armadillo,
primer miembro descrito de esta familia®®. Todas comparten un dominio central
caracteristico denominado dominio armadillo. A través de esta regién central beta
catenina forma complejos con numerosas moléculas. La insercién de los 159 pb no
modifican la estructura conformaciénal de los dominios armadillo solamente le sirven de
union a otras proteinas ya sea en la presencia o en la ausencia de estos pares de bases
de mas®.

La estructura primaria de beta catenina 781 aminoacidos consiste en tres
dominios: un dominio N-terminal de 141 aminoacidos, un dominio armadillo central de 523

aminoécidos y un extremo C-terminal formado por unos 117 aminoacidos® (Figura 4).

Beta Catenina

T RN RAEITE

i 141 Bl TEL

Figura 4.- Representacion esquematica de los dominios de beta catenina. En amarillo cada

una de las repeticiones armadillo y en rojo los extremos terminales®.
El extremo N-terminal contiene la zona de unién a a-catenina (aa 1-141)%*, asi
como sitios de fosforilacién por la GSK3B?°. Por otro lado el extremo C-terminal (aa 666-
701) es muy acidico y muchas proteinas de la maquinaria transcripcional interactian en
este dominio: la proteina de unién a la caja TATA (TBP)®, la pontina, Teashirt, Sox 17 y
13, SMAD4 o la CREB?"?%2%303132 Adem3s este dominio es esencial para la transcripcion
mediada por factores de transcripcién de la familia Tcf/Lef****. La adicién de los 159 pb
extras productos del corte y empalme alternativo pueden modificar la estructura
conformacional de la proteina en el extremo C-terminal de beta catenina, ademas este
extremo fusionado a Lef-1, es suficiente para promover transactivacién de genes como c-

Mycy Ciclina D1 entre otros®.

Las proteinas sustentan muchas de las funciones celulares tales como formar

parte de la cascada de transduccion de sefales que comienza con la activacién de un



receptor, ser responsables de la relacién de la célula con su medio o de la célula con otra
célula vecina y dar forma a la célula constituyendo el citoesqueleto®.

Beta catenina es una proteina que interviene en dos procesos totalmente distintos:
por un lado 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; se une a la alfa y gama catenina, que a su vez se unen al
citoesqueleto de actina de la célula y, ademas, se conecta con caderinas
transmembranales que se relacionan con caderinas de células vecinas, constituyendo asi

un fuerte ensamblaje que conecta las células entre si*®.

Pero también la beta catenina puede actuar fuera del complejo de los contactos
focales activando factores de transcripcion y provocando la activacion de genes® (Ver
tabla 1) De tal manera que 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
|38;

involucrada en la diferenciacién renal®; se ha aislado en tejidos tumorales, en cancer de

ovarios, hepatoblastomas, carcinoma hepatocelular, cancer de pulmoén, entre otros®.

Beta catenina tiene otro papel adicional en la célula. Asi, cuando no esta unida a la
E-cadherina ni a la a-catenina, la beta catenina puede translocarse al nucleo, unirse a
factores transcripcionales de la familia Tcf (Tcf-4 en el epitelio intestinal) e inducir la
expresién de un amplio nimero de genes, muchos de ellos implicados en tumorigénesis®.
Se ha determinado que la inhibicién de la actividad transcripcional de este complejo
detiene el crecimiento o induce apoptosis, dependiendo del tipo celular y del resto de

sefiales recibidas por la célula*®*'.

El paso de beta catenina al nucleo estd muy finamente regulado por la propia
estabilidad de esta proteina libre en el citosol (no unida a E-cadherina). Es en este paso
en el que el producto del gen APC juega un papel clave, en el control de los niveles
citosdlicos de beta catenina, ya que es necesario para que la beta catenina libre pueda
ser fosforilada en su extremo N-terminal y posteriormente degradada por el proteosoma.
La fosforilacion de beta catenina ocurre en un complejo multiproteico formado por APC, la

proteina acopladora axina que recluta la cinasa GSK3p y la CKla'"*.



Como resultado de la actividad de este complejo beta catenina es fosforilada
inicialmente en la Ser 45 por la CKla y secuencialmente por la GSK3B en la Thr 41, Ser
37 y Ser 33. Como consecuencia de esta fosforilacion beta catenina es poliubiquitinizada

por la ubiquitina ligasa B-Trcp y posteriormente degradada por el proteosoma*®**.

Existe un mecanismo de degradacién de beta catenina diferente y que depende de
la actividad del producto del gen Siah-1. Esta proteina, cuya expresién es activada por
p53, interactua con el extremo carboxilo terminal de APC y promueve la degradacién de
beta catenina independientemente de la fosforilacion por GSK3B y sin requerir la
interaccion de beta catenina con B-TrCP*344.

Cuando este sistema de regulacion se altera beta catenina no puede ser
degradada y se transloca al ndcleo por un mecanismo independiente a la accién de
importinas/carioferinas (Figura 5). Estas importinas son receptores nucleares de sustratos
con secuencias de localizacion nuclear (NLS). Ademas, tienen dominios armadillo que
interacttan con las NLS, secuencias de las que carece beta catenina. Se han descrito dos
proteinas que parecen ser necesarias para la localizacion nuclear de beta catenina;

47,48

Legless (Igs; Bcl9-2 en humanos) y Pygopus (Pygo)

Pygopus se encuentra constitutivamente en el nucleo y sirve de anclaje en el
nucleo para beta catenina, mientras que Legless, que se mueve entre el citoplasma y el
nicleo, introduce a beta catenina en el interior del niicleo (proporcionandole la NLS)*.
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En el nicleo beta catenina interactua a través de la region central de repeticiones
armadillo con miembros de la familia de los factores de transcripcién Tcf (T cell factor).
Estos factores de transcripcion pertenecen a la superfamilia de proteinas con dominios
HMG (High Mobility Group) y fueron identificados inicialmente por su implicacion en la

diferenciacion de las células T°%°"%,

La proteina beta catenina, como todas las proteinas, esta sometida a una cinética
de sintesis y degradacion y, por tanto, también se encuentra normalmente en estado
estacionario; cuando la velocidad de sintesis es mayor que la de degradacién tenemos
una disponibilidad de beta catenina citoplasmatica que no esta unida a la actina, ésta se
une a dos factores de transcripcién (los llamados TCF y LEF) que resultan activados, se
translocan al nacleo y determinan asi la transcripcion de una serie de genes especificos.
Aunque por si solos estos factores son capaces de unirse al DNA por sus dominios HMG,
necesitan interaccionar por su extremo amino terminal con la beta catenina para activar la

transcripcion de genes implicados en proliferacion y diferenciacion® (ver Tabla I).

Tabla 1.- Genes activados directa o indirectamente por el complejo Beta-
Catenina/Tcf-4%,

Gen Funcién

c-Myc Proliferacion

Ciclina D1 Proliferacion




Tcf-1 Diferenciacién

PPARdelta Proliferacion / Diferenciacion
c-jun Diferenciacion / Proliferacién
fra-1 Diferenciacién / Proliferacion
uPar Adhesién / Migracién / Invasién
matrisilina Invasién / Migracién

Axina-2 Degradacion de Beta Catenina (CTNNB1)
Nr-CAM Adhesién / Proliferacion

ITF-2 Proliferacion / Diferenciacion
Gastrina Proliferacion

CD44 Adhesién

EphB Repulsion / Adhesién

BMP4 Diferenciacién

claudina-1 Adhesién

VEGF Proliferacion

Uno de los papeles esenciales del complejo Beta-Catenina/Tcf-4 consiste en
reclutar coactivadores transcripcionales (p300/CBP) y complejos remodeladores de la
cromatina (SWI/SNF, histonadeacetilasas) hacia los promotores de los genes sensibles a
la activacion de la ruta de senalizacidon de Wnt. Un componente esencial de este complejo
transcripcional es TBP, que interactia con dos dominios distintos de beta catenina
necesarios para la transactivaciéon®.

Dada la naturaleza oncogénica de los diferentes blancos del complejo Beta-
Catenina/Tcf-4, no es sorprendente que beta catenina sea considerada un oncogén,

mientras que axina y APC se consideran supresores de tumores>*>**°,

Mutaciones en APC ocurren en mas del 85% de los tumores colorectales, tanto
esporadicos como heredados. Adicionalmente, tumores con APC no mutada contienen
mutaciones en otros componentes de la ruta Wnt, por ejemplo mutaciones en beta
catenina que impiden que pueda ser fosforilada en serinas o treoninas y por lo tanto

53,56,57

degradada

Entre los genes afectados por beta catenina podemos destacar dos
particularmente relevantes, la ciclina D1 y c-myc. Estos genes son responsables,
respectivamente, de que las células tumorales proliferen mas rapidamente y no sean
susceptibles a procesos de diferenciacion terminal. Otros genes afectados por beta
catenina parecen estar relacionados con estadios mas avanzados dentro del proceso de
tumorogénesis, como la proteasa matrilisina o CD44, que se han relacionado con
procesos invasivos. Esta accion pleiotrépica de beta catenina ha originado que la



interferencia selectiva de su actividad transcripcional sea considerada como una diana
prometedora para la accidén de compuestos con actividad antitumoral, posiblemente con

alta eficacia y poca toxicidad®®*°.

Por otra parte, el exceso de beta catenina, dada su uniéon a E-caderina, altera la
estructura de las “zonulas adherentes”, que mantienen unidas las células entre si, lo que
lleva a alteraciones en los mecanismos de comunicacion intercelular que favorecen la
transformaciéon maligna®. Beta catenina actia como oncogén, cuando se transloca al
nucleo, se une al factor de las células T o factor linfoide amplificador y actia como
activador de sus genes blanco. En cancer de mama, tumor de Wilms, cancer de colon y
otros, beta catenina y otros genes de la via de Wnt se sobre expresan y se ha

demostrado que inducen proliferacion celular anormal en los mismos®’.

EL PROCESO DE “SPLICING” (CORTE Y EMPALME ALTERNATIVO)

Los genes interrumpidos se encuentran en todos los organismos eucaribticos,
representan una proporcion pequena de los genes de los eucariotas inferiores pero son la
inmensa mayoria de los genes de los genomas eucarioticos superiores. Los genes
pueden variar ampliamente de acuerdo con el numero y longitud de sus intrones, pero un
gen tipico de mamiferos tiene de 7-8 exones diseminados a lo largo de mas de unas 16
kb. Los exones son relativamente cortos (unos 100-200pb) y los intrones son

relativamente largos (>1kb)®.

La discrepancia entre la organizacién interrumpida del gen y la organizacion
ininterrumpida de su mMRNA la explica el procesado del producto primario de la
transcripcién. El transcrito primario tiene la misma organizaciéon que el gen, y a veces se
le llama pre-mRNA. La eliminacién de los intrones del pre-mRNA deja un mensajero tipico
(mRNA) de 2.2kb. El proceso por el cual se eliminan los intrones se llama corte y



empalme . El empalme se produce en el nacleo junto con otras modificaciones como la
adicion de la capucha en el extremo 5" y la poliadenilacion en el extremo 3".Una vez
procesado, el mMRNA es transportado a través de los poros nucleares al citosol donde se

lleva a cabo su traduccion®'.

Considerando el mecanismo de como los intrones son cortados y empalmados,se
pueden agrupar en al menos 4 tipos. Aquéllos presentes en los tRNA precursores, los
intrones autocataliticos clase | y clase Il, generalmente presentes en los genomas de
organelos (mitocondria y cloroplasto) y los intrones de pre-mRNA correspondientes a
genes nucleares. Los intrones asi agrupados permiten definir al menos 4 sistemas de

empalme con diferentes caracteristicas dependiendo del tipo de intrén en cuestion®.

Cada uno forma un tipo caracteristico de estructura secundaria/terciaria. Las
secuencias de un grupo estan relacionadas con aquellas de los intrones nucleares. Los
intrones se eliminan de los pre-mRNAs nucleares de los eucariotas superiores por un
sistema que reconoce solamente secuencias consenso cortas conservadas en los limites
exon-intrén y dentro del intrén. La alta conservacién de los puntos de empalme se
encuentra inmediatamente dentro del intrdén y en las supuestas uniones. Esto identifica la
secuencia de un intron genérico como: GT--AG. Esta reaccién de corte y empalme
necesita un aparato de gran tamarno: el spliceosoma. El corte y el empalme de los pre-
mMRNAs tiene lugar en el spliceosoma, un gran complejo compuesto por 4 pequenas
ribonucleoproteinas nucleares (U1, U2, U4/U6 y U5 snRNPs) y aproximadamente 50-100
factores de empalme no snRNPs como por ejemplo: algunos factores de empalme como
ASF-1, ASF-2 y otros factores o proteinas SR (que contienen motivos ricos en Serina y
Arginina). Se organiza de una forma secuencial, y se pueden conocer varios intermedios.
El spliceosoma tiene dos funciones: Reconocimiento y seleccidon de los lugares de

empalme o Catélisis de las dos reacciones secuenciales de transesterificacion®.
Etapas del empalme en intrones nucleares:
12 etapa. Se lleva a cabo un corte en el punto de empalme 5, separando el exdn izquierdo

del intrén derecho. El ex6n izquierdo adopta la forma de molécula lineal y el extremo 5°
generado del intron queda ligado por una unién 5°-3” a un nucledétido dentro del intrén



22 etapa. Un corte en el punto de empalme 3 libera el intrén en forma de lazo, mientras
que el exén derecho queda ligado al exén izquierdo. El intrén es desramificado y
escindido, degradandose rapidamente.

32 etapa. El empalme nuclear se produce por dos reacciones de transesterificaciéon en las

que un extremo libre de OH ataca nucleofilicamente a una unién fosfodiéster®.

El proceso de corte y empalme alternativo permite la inclusién y/o substitucion
opcional de algunos exones dentro de un marco de empalme proporcionado por los
exones constitutivos (Figura 6). Las isoformas de proteinas traducidas a partir de dichas
fomas de mRNA resultantes cominmente varian dentro de los dominios de especificidad
funcional mientras comparten funciones comunes. El corte y empalme alternativo también
puede conducir a una secuencia de mRNA terminacion prematura, o generar secuencias

de mRNA en dos marcos de lectura diferentes®.

La mayoria de los productos de corte y empalme alternativo son importantes
reguladores de funciones celulares; se conocen modelos de empalme alternativo que
regulan funciones tan importantes como la determinacién sexual o la muerte celular en un

organismo®.

Exon Exon Exon Exon Exon
R ;| N | 4 |
— | | 2 | H_B

empalme alternative

Traduccidn Traduccidn Traduccidn

proteina A proteina B proteina C




Figura 6.- Ejemplo de “splicing” (corte y empalme alternativo)64

El corte y empalme alternativo invalida la vieja teoria “un gen una proteina”, siendo
por tanto necesario informacion externa para decidir que polipéptido sera sintetizado. Al
mismo tiempo este sistema permite almacenar la informacion de forma mas econémica.
Asi, por ejemplo, este sistema permite obtener varias proteinas a partir de una Unica
secuencia de DNA®.

Algunos investigadores han sugerido que este sistema permitiria obtener nuevas
proteinas cambiando los mecanismos de regulacién. También se ha sugerido que este
sistema permitiria una evolucion mas rapida. Existe una creencia que afirma que los sitios
alternativos de empalme son responsables de la complejidad de los humanos; afirmando
que los genes humanos tienen mas sitios alternativos de empalme. Sin embargo un

estudio de David Brett®

y colaboradores afirma que no existen diferencias significativas
entre el numero de sitios de empalmes alternativos de humanos con otros animales.
Actualmente el récord de sitios alternativos de empalmes lo tiene el gen Dscam (Down

Syndrome Cell Adhesién Molecule) de Drosophila con 38000 variantes de empalme®®.

“SPLICING” (CORTE Y EMPALME ALTERNATIVO) EN EL GEN BETA CATENINA

El corte y empalme alternativo es un mecanismo mediante el cual la expresién de
un gen puede dar lugar a diferentes proteinas, a través de mecanismos de substitucion o
insercién/delecién de determinados fragmentos de la secuencia de la proteina® (mas
adelante se describe el proceso).

Como se describe en la literatura, el corte y empalme alternativo es un mecanismo
de regulacién de los factores de transcripcidn; mediante este mecanismo se pueden
modificar la afinidad y la especificidad de unién al DNA, la activacion, la represion y la
dimerizacién de proteinas; lo cual puede ser especifico de diferentes etapas del desarrollo

embrionario®”.



Dentro del ex6n 16 del gen en estudio, se encuentra un sitio aceptor de empalme
alternativo (ag-ga) reducido en la secuencia 3’ en 159 pb**.
(CTGTATTGTCTGAACTTGCATTGTGATTGGCCTGTAGAGTTGCTGAGAGGGCTCGAG
GGG
TGGGCTGGTATCTCAGAAAGTGCCTGACACACTAACCAAGCTGAGTTTCCTATGGGA
ACA

ATTGAAGTAAACTTTTTGTTCTGGTCCTTTTTGGTCGAG)™

El efecto del corte y empalme alternativo sobre la variabilidad de las proteinas
puede llegar a ser enorme, como por ejemplo en el caso de la proteina Dscam en D.
melanogaster, para la cual se ha postulado la existencia de mas de 38000 isoformas
posibles, un nimero superior al total de genes predicho para Drosophila. Aunque estas
cifras son extremas, nos dan una idea de la capacidad del empalme alternativo para
generar variabilidad. Sin embargo, y a pesar de su importancia, todavia no se sabe
practicamente nada de la manera en la que el empalme alternativo modula la funciéon de

las proteinas®.

Como era de esperar, también se ha observado una clara relacion entre patrones
de corte y empalme anémalos y patologias. Por ejemplo, se ha observado que el corte y
empalme alternativo puede estar asociado a diversas patologias del sistema nervioso, a
procesos cancerigenos, etc.®; de tal manera que como resultado de este procesamiento,

se pueden expresar varias isoformas.

ISOFORMAS

Las isoformas son diferentes formas de una proteina a partir de genes distintos o
del mismo gen por corte y empalme alternativo. Un gran numero de isoformas son
causadas por polimorfismos de un nucleétido, en los alelos de un mismo gen. El
descubrimiento de las isoformas explica aparentemente el pequefio numero de genes
codificantes que fueron encontrados por el Proyecto Genoma Humano; la capacidad de
crear proteinas cataliticamente diferentes partiendo de un mismo gen aumenta la

diversidad del proteoma®®.



Dentro del exén 16 del gen en estudio, se encuentra un sitio aceptor de corte y
empalme alternativo en la secuencia 3’ que permite la insercion de 159 pb; de tal manera
que como resultado de este procesamiento, se pueden expresar dos isoformas: una de
454 pb. (forma silvestre) y una de 613 pb. (forma mutada)®®(Figura 7). Estas isoformas
cobran vital importancia ya que se han encontrado en distintos tipos de cancer tales como

colon, eséfago, en células hela” y tumor de Wilms®®.
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Figura 7.- Ejemplificacion de los 16 exones y el sitio aceptor donde se encuentra el
“splicing” (corte y empalme alternativo +159 pb.)"".



ANTECENDENTES

Desde hace muchos afos el estudio sobre el cancer de mama ha venido a tomar
gran importancia ya que es una de las principales neoplasias que afectan a las mujeres y
con la tendencia que ha adquirido, se ha convertido en el cancer mas frecuente en la
poblacién femenina, por lo que se han tomado distintos caminos para investigar este
complejo cancer. Uno de ellos es el abordaje de la biologia molecular, llevandonos a
estudiar diferentes genes y sus posibles implicaciones en este cancer. Con respecto a
ello, Morin PJ"® y colaboradores en 1997 investigaron la inactivaciéon del gen supresor
tumoral de poélipos adenomatosos de colon (APC). Una de las actividades relacionadas
con la bioquimica de la proteina APC es baja regulacion transcripcional de activacién
mediada por la beta catenina y el factor de transcripcién de células T 4 (Tcf-4). La
proteina mutante de los productos de los genes APC presentes en los tumores
colorectales se encontraron deficientes en su actividad. Estos resultados indican que la
regulacion de la beta catenina es fundamental para el efecto supresor del tumor (APC), y
que esta regulacion puede ser modificada por mutaciones en APC o en beta catenina.
Mientras que en el 2007 Zhang Yun-gang” y colaboradores observaron la sobreexpresion
de E-caderina, beta catenina, catepsina D, gelatinasas y sus inhibidores en un carcinoma

ductal invasivo de seno.

En 1994 Connie Sommers™ y su equipo de trabajo investigaron las alteraciones en
la fosforilacion de beta catenina y la expresion de plakoglobina en células humanas de
cancer de seno, ya que la adhesiéon caderinas-cateninas de células epiteliales esta
ausente en muchos carcinomas invasivos. En el 2007 Liu Zhen” y sus colaboradores
encontraron que la inactivacion del gen (APC) da una disfunciéon en la degradacién de
beta catenina, lo que activa a los factores Tcf/Lef y conduce a la transcripcién de
oncogenes como c-myc, c-juny ciclina D1 lo que permite la carcinogénesis.

En el 2003 Christine Gilles”® y su equipo mostraron que la redistribucion
citoplasmatica y nuclear de beta catenina y la expresién de novo de vimentina esté
frecuentemente envuelta en la transicién de epitelio/mesenquima asociado con el

incremento invasivo/migratorio de las propiedades de las celulas epiteliales.

Heike Pospisil’', y sus colaboradores en el 2006 demostraron que el corte y empalme
alternativo puede jugar un papel de mayor importancia en la carcinogénesis y en la



progresiéon tumoral y que la ruta Wnt es de crucial relevancia en la progresién del cancer;
valiéndose de métodos bioinformaticos validaron la expresion de secuencias con corte y
empalme alternativo predichas para que asi puedan tener un probable potencial y poder
actuar como marcadores bioldgicos.

En 1995 Friedel Nollet”® y colaboradores dieron una exhaustiva y completa
descripcion del gen beta catenina (CTNNB1) en su trabajo, determinando la estructura
primaria del gen mediante el analisis de clonas genémicas de cDNA. También informaron
el tamano completo del gen y realizaron un mapeo y un analisis secuencial revelando los
16 exones. Realizaron un analisis exon por exén para determinar la longitud de cada uno
de ellos, y los comparan con una publicacién previa'' de una secuencia de mRNA e
identifican el sitio aceptor del empalme alternativo en el exdn 16 de la region reducida 3'-
UTR donde se observan los 159 pb que pueden estar relacionados a diferentes tipos de
tumores humanos y/o diversas patologias y a mutaciones relevantes por la inactivacion de
beta catenina (CTNNB1).



HIPOTESIS

Las isoformas A y B del gen beta catenina se expresan de manera diferente en el
tejido con cancer de mama con respecto al tejido adyacente al tumor.

HIPOTESIS NULA

Las isoformas A y B del gen beta catenina no se expresan de manera diferente en
el tejido con cancer de mama con respecto al tejido adyacente al tumor.



OBJETIVOS

+General.- Analizar la expresion de las isoformas A y B del gen beta catenina en

cancer de mama.

¢ Particulares.-

1. Obtener el RNA de las muestras a analizar.

2. Estandarizar las condiciones éptimas para la sintesis de cDNA y para la
reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR).

3. Secuenciar los fragmentos amplificados por PCR para comprobar que se trata
de los transcritos de beta catenina.



MATERIALES Y METODOS

MUESTRAS
Los tumores fueron obtenidos del Hospital de oncologia, Centro Médico Nacional

Siglo XXI, IMSS; Estas muestras se emplearon también para llevar a cabo otros estudios’”.
A continuacion se muestran las caracteristicas de las muestras analizadas (Tablas 2 y 3).
TEJIDO AFECTADO

Tabla 1.- Relacion de las muestras de tejido afectado de pacientes analizados

Muestras Edad Diagndstico Quimio
1.-M 18A 52 Ca mama derecha EC | 19-dic-06
1B
2.-M19A 65 Ca mama derecha EC
[ A T2NOMO
3.- M 20A 67 Ca mama izquierda EC | 31-mayo-07
[ B T2NOMO
4.- M 22A 60 Ca mama derecha EC
[ A T2NOMO
5-M21A 70 Ca mama izquierda EC
[ C T2N3MO

Ca.- cancer, EC.- estadio del carcinoma

*Nomenclatura de estadios mamarios ver ANEXO Il

TEJIDO SANO ADYACENTE

Tabla 2.- Relacion de las muestras de tejido adyacente sano de pacientes analizados

Muestras Edad Diagnéstico

6.- M 18S 52 Tejido sano adyacente
7.-M19S 65 Tejido sano adyacente
8.- M 20S 67 Tejido sano adyacente
9.- M 22S 60 Tejido sano adyacente




Extraccion de RNA

El procedimiento que se llevé a cabo para extraer el RNA de tejido proveniente de
un tumor fue el siguiente: se realiz6 primero su congelaciéon en nitrégeno liquido en un
tubo Falcon (50 ml), una vez que se realizé este paso se procedio a seguir el protocolo de
extraccion de RNA mediante el kit comercial mirVana™ miRNA Isolation Kit (Figura 8).
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Figura 1.- Diagrama de extraccion de RNA.

Se realizé el analisis cualitativo y la comprobacién de la presencia de RNA en las
muestras procesadas mediante una electroféresis en gel de agarosa al 2%, revelado con

bromuro de etidio a una concentracion de 10 mg/ml.

Se cuantificd el RNA de las muestras tomando la lectura en el espectrofotometro
(eppendorf biophotometer) a una longitud de onda de 260nm; tomando 1ul de la muestra
y 49 ul de agua inyectable para obtener una diluciéon 1:50. Para calcular el grado de

pureza se tomd en cuenta la relacion A 260/ A 280.



Transcripcion Reversa acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa (RT- PCR)

Se obtuvo el cDNA a partir de RNA total, mediante la reacciéon de transcriptasa

reversa.
Con el fin de estandarizar las técnicas el gen que se utilizd hasta que se logrd el cometido
fue el gen constitutivo hipoxantina guanina fosforibosiltransferasa (HPRT) utilizando los
siguientes oligonucleotidos: hprt1 5-CGT GGC GTC CTT TTC ACG AGC AAG-3’y hprt2
5-AAT TAT GGA CAG GAC TGA ACG TC-3'.

Para amplificar la regién de interés de beta catenina se realiz6é la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) utilizando los siguientes oligonucleotidos®, 13Fbetacat5’-
AGC CAC AAG ATT ACA AGA AAC -3’ y 16Rbetacat5’-AGG CTA GGG TTT GCT AAA
TTC-3. La reaccibn de PCR se efectu6 con el siguiente programa: un ciclo de
desnaturalizacién a 95°C, durante 5 minutos, seguido por 30 ciclos de 95°C por 30
segundos, 54°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos, y una extensién final a 72°C
por 10 minutos. El producto de amplificacion por PCR incluyé del ex6n 13 al 16 para
evaluar la expresion del RNAm de beta catenina y de sus isoformas.

Oligonucleotidos Secuencia5 a3 longitud ex6n observaciones
BCAT13F AGCCACAAGATTACAAGAAAC 21 13 dela2211pb a 2231 pb
BCAT16R AGGCTAGGGTTTGCTAAATTC 21 16 de la 2803pb a 2823 pb

2101 agctattgaa gctgagggag ccacagctcc tctgacagag ttacttcact ctaggaatga Oligo
2161 aggtgtggcg acatatgcag ctgctgttit gttccgaatg tctgaggaca agccacaaga——>ser?,[i do
2221 ttacaagaaa cggctttcag ttgagctgac cagctctctc ttcagaacag agccaatggce

2281 ttggaatgag actgctgatc ttggacttga tattggtgcc cagggagaac cccttggata
2341 tcgccaggat gatcctagct ategttctit tcactctggt ggatatggec aggatgcectt
2401 gggtatggac cccatgatgg aacatgagat gggtggccac caccctggtg ctgactatce
2461 agttgatggg ctgccagatc tggggcatge ccaggacctc atggatgggc tgectccagg

2521 tgacagcaat cagctggcct ggtttgatac tgacctgtaa atcatccttt agctgtattg *grigllﬁ?ca da
2581 tctgaacttg cattgtgatt ggcctgtaga gttgctgaga gggcetcgagg ggtgggctgg os pera da
2641 tatctcagaa agtgcctgac acactaacca agctgagttt cctatgggaa caattgaagt N 1%9pb

2701 aaactttttg ttctggtect ttttggtcga ggagtaacaa tacaaatgga ttttgggagt

2761 gactcaagaa gtgaagaatg cacaagaatg gatcacaaga tggaatttag caaaccctag
2821 ccttgcttgt taaaattttt titttttttt tittaagaat atctgtaatg gtactgacitt

2881 tgcttgcttt gaagtagctc titttttttt ttttttttt tttttttgca gtaactgttt

Olig*o

_ _ g lif
D Oligo sentido I Region amplificada esperada antisentido

D Oligo antisentido



Los fragmentos amplificados se visualizaron a través de electroforesis en gel
de agarosa a una concentracion de 1.5%. Los geles de agarosa fueron tenidos con
bromuro de etidio a una concentracion de 10 mg/ml y se mantuvieron durante 60
minutos a 52 Volts. Se empled un marcador de peso molecular de 1kb (DNA ladder
Gibco®). Se observaron los productos amplificados en un transluminador de luz
ultravioleta (BIO-RAD)

Purificacion de los productos de PCR

Una vez que se visualizaron las bandas obtenidas mediante la reaccién de PCR y
al observarlas y ver que efectivamente correspondian al tamafo que se esperaba, se
procedié a la purificacibn para su posterior secuenciacion y asi comprobar que
efectivamente era la region de interés la que se estaba amplificando.

La purificacién se realiz6 cortando las bandas que se observaron en el gel de agarosa,
para después realizar la purificacion mediante el Kit de Purificacion de Electroforesis
(Marligen) (Figura 9).
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Figura 2.- Diagrama de la purificacion de productos de PCR
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Marcado y Secuenciacion de los productos amplificados por PCR

Para el marcado se utilizé el método de BIG DYE “Terminator fluorescence based
sequencing”, que consiste en lo siguiente:

Se realizé una segunda PCR general llamada “PCR de secuencia”. En ella sélo se
anadié un oligonucleotido en lugar de dos. En este caso se afladen dNTP’s diferentes, ya
que son una mezcla de dNTP’s normales y ddNTP’s marcados con fluorocromos. Asi, la
DNApolimerasa ira incorporando dNTP’s a las cadenas amplificadas hasta que se afada
un ddNTP’s que, como no dispone de un extremo OH 3, impide que la polimerasa
continle anadiendo mas nucleétidos. De esta forma, se obtiene un conjunto de cadenas
que terminan en un ddNTP’s marcado con una molécula fluorescente, el cual al ser leido
por el secuenciador va a indicar a éste de que base se trata.

Como ya se mencioné con la finalidad de corroborar que los productos
amplificados fueran las isoformas A y B del gen beta catenina, se realiz6 la secuenciacion
de cada uno de los productos amplificados.

Al terminar la PCR de secuencia se precipité la muestra para eliminar restos de
reactivos y ddNTP’s marcados para que no interfieran en la posterior lectura. Las
muestras se prepararon para ser analizadas en un secuenciador automatico. Para ello, se
resuspendieron en un amortiguador especifico (recomendado por el proveedor que
distribuye el secuenciador automatico). Después se pasaron al secuenciador.

En el secuenciador se realizé una electroforesis capilar de manera que es capaz
de separar las cadenas de DNA obtenidas en la PCR de secuencia que se diferencian en
una sola base. El laser va leyendo la secuencia segun la longitud de onda que van
emitiendo los fluorocromos, asociando cada longitud de onda a una determinada base

nitrogenada.

Analisis mediante el programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

Después de haber obtenido el resultado de la secuenciacién se hizo una busqueda
bioinformatica en la base de datos BLAST, para comparar la secuencia con las que se
encuentren en la base de datos y ver con cual presenta mayor homologia, y asi tener
datos mas exactos.



RESULTADOS

Como se menciond en materiales y métodos, las muestras empleadas en este
trabajo también sirvieron para un proyecto sobre micro RNA's, el RNA se obtuvo con el kit
mirVana™ miRNA Isolation Kit (Ambion, Inc., Applied Biosystems) obteniéndose buena

calidad como se puede apreciar en la siguiente figura:

28s
16s

i — »5.8s

Figura 1.- Gel de agarosa al 2% para el analisis cualitativo de RNA donde se observa la
calidad y cantidad de 3 muestras, M-20 afectada, M-22 afectada y M-18S tejido adyacente
sano

Después de la extraccién se procedié a la cuantificacion del RNA mediante
espectrofotometria a una longitud de onda de 260nm empleando la siguiente formula:
40ug x pl + Axg. En donde 40 pg = a una unidad de ssRNA, ul = microlitros totales de la

solucién, Asg= concentracién de la muestra de RNA.



TEJIDO TUMORAL Y TEJIDO ADYACENTE SANO

Tabla 1.-Concentraciones de RNA obtenidas de las muestras de tejido tumoral y tejido
adyacente sano

MUESTRAS CONCENTRACION
1.- M-18A 280 ng/ul

2.- M-19A 332 ng/ul

3.- M-20A 558 ng/ul

4.- M-22A 174 ng/ul
5.-M-21A 564 ng/ul
MUESTRAS CONCENTRACION
6.- M-18S 325 ng/ul

7.- M-19S8 90 ng/ul

8.- M-20S 345 ng/ul

9.- M-22S 427 ng/ul

RT - PCR

Como ya se indicé en materiales y métodos, se amplificaron regiones especificas
del gen en estudio mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de los cuales
se obtuvieron 2 bandas, una de 454 pb y otra de 613 pb en 4 muestras de tejido tumoral
(M-18A, M-19A, M-21A Y M-22A). En la muestra M-22A de tejido tumoral se obtuvo una
banda de alrededor de 300 pb misma que no corresponden a ninguna de las isoformas
descritas por lo que puede tratarse de algun producto inespecifico o bien pudo deberse a
la falta de integridad del RNA total.

Respecto al tejido adyacente sano en una muestra (M-22S) se observo claramente
la banda de 454 pb, en dos muestras (M-19S y M-20S) se observé la banda de 454 pb y
otras dos bandas mas una de 613 y una de aproximadamente 700 pb y en una ultima
muestra (M-18S) se observé la banda de 454 pb y dos bandas mas una de
aproximadamente 100 pb y una de alrededor de 300 pb mismas que no corresponde a
ninguna de las isoformas descritas por lo que puede tratarse de algun producto

inespecifico.




Estos resultados se pueden observar en las siguientes tablas:

TEJIDO TUMORAL

Tabla 2.- Expresion de las isoformas A y B del gen beta catenina en tejido tumoral.

MUESTRA PRESENCIA O AUSENCIA DE ISOFORMAS
B A

1.- M-18A 454 pb 613 pb

2.- M-19A 454 pb 613 pb

3.- M-20A

4.- M-22A 454 pb 613 pb Aprox. 300 pb

5.- M-21A 454 pb 613 pb

TEJIDO SANO ADYACENTE

Tabla 3.- Expresion de las isoformas A y B del gen beta catenina en tejido adyacente sano.

MUESTRA PRESENCIA O AUSENCIA DE ISOFORMAS
B A

6.- M-18S 454 pb Aprox.300 pb | Aprox. 100 pb

7.- M-19S 454 pb 613 pb Aprox. 700 pb

8.- M-20S 454 pb 613 pb Aprox. 700 pb

9.- M-22S 454 pb




A continuacion se muestran las figuras 11—15 con los resultados obtenidos:

M.PM.
1KB 1.-M-18A 5 _m-21A 4.-M-22A

— »613pb
———» 454 pb
e

aprox. 300 pb

Figura 2.- Muestras 1, 5 y 4 de tejido tumoral , M\.PM= marcador de peso molecular. A.-
afectada, S.- sana.

500 pb

Figura 3.- Muestra 2 de tejido tumoral, A.- afectada.



500 454 pb

Aprox. 300 pb

Aprox. 100pb

Figura 4.- Muestra 6 de tejido adyacente sano, S.- sana.

7.-M-19% 8.-M-205 M.PM. 1KB

Aprox. 700
613 pbel— . 500 pb

Figura 5.- Muestras 7 y 8 de tejido adyacente sano, S.- sana.

9.- M-225 . p.M. 1KB

500 pb

Figura 6.- Muestra 9 de tejido adyacente sano, S.- sana.



Como se puede observar en las figuras 11 a 15, la expresion del fragmento de 454
pb (-159 pb, isoforma B) se presenté en todas las muestras analizadas incluyendo el
tejido tumoral, lo cual indica que la forma silvestre permanece en estos tejidos a pesar de
tratarse de células neoplasicas.

Mientras tanto el fragmento de 613 pb (+159 pb, isoforma A) se expresé en tejido
tumoral, esto se puede observar en las figuras 11 y 12, y puede indicar que estos +159 pb
podrian ser importantes a nivel de transcritos de proteina para alguna de las etapas:
desarrollo, progresidn y/o metastasis de las células malignas; también puede ser que se
trate de una regién reguladora. Sin embargo al compararla en los tres niveles de
organizacion (DNA, RNA, Proteina) no se encontraron secuencias homoélogas relevantes.

Cabe mencionar que la banda de alrededor de 300 pb que se observo en tejido
tumoral puede tratarse de una variante de empalme alternativo ya que ademas , esta
banda también se encontrd en la muestra numero 6 de tejido adyacente sano.

En las muestras nimero 7 y 8 que corresponden a tejido adyacente sano se
expreso la isoforma B (-159 pb), pero ademas se expresé la isoforma A (+159 pb) esto
nos puede indicar que en estas muestras de tejido adyacente sano a nivel macroscopico
puede mostrarse como sano, pero a nivel microscépico pudo haberse dado una migracion
de células malignas lo cual nos estaria dando la aparicion de la isoforma A, cabe
mencionar que en estas dos muestras (7 y 8) se encontr6 una banda mas de alrededor
700 pb, lo cual nos podria indicar que se esta dando lugar a otros mecanismos en los
cuales nos podria dar la aparicion de una isoforma méas o de algun producto inespecifico,
esto puede observarse en la figura 14.

En la muestra numero 9 de tejido adyacente sano sélo se present6 la isoforma B (-
159 pb), obteniéndose el resultado que buscabamos por lo que podriamos decir que este
tejido se encontraba sano por lo tanto s6lo se expresé esta isoforma B (-159 pb).

Como se ha venido mencionando para corroborar que la aparicién de las bandas
de 454 pb y de 613 pb fueran las que en verdad se esperaban se llevé a cabo la

secuenciacion, cuyo electroferograma se muestran en la figura 16.



RESULTADO DE LA SECUENCIA DE LA BANDA DE 613 pb.
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Figura 7.- Eelectroferograma de la secuencia del amplificado del gen beta catenina, isoforma



Después de haberse obtenido el electroferograma se consulté la base de datos
bioinformatica BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) obteniéndose el resultado que
se muestra en las figuras 17 y 18 a continuacion. Se observd un porcentaje de homologia
del 99% de la secuencia obtenida de la muestra analizada, respecto a la secuencia

informada en el GenBank para mRNA de beta catenina.

CLAYES DE COLORES PARAS RESULTADOS DE ALINEAMIENTO
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Figura 8.- Resultados del alineamiento con el programa BLAST, flecha indica la secuencia

encontrada
Score = 190 bits (210), Expect = 3e-46
Identities = 1077108 (99%), Gap=s = 0108 (0O%)

Strand=Flus/Flu=

Query 38 AGGAGTARCALTACAL A TGEATTTTGGCAGT GACTCARGARCTGRAAGALTGCACARGART

RN N RN NN nu NNy
Sbjct 2625 RAGGAGTRACRATACARRTGGATTTTGGGRGTGACTCRAGARGTGRAGRATGCRCARGAAT

Query 98 GEATCACAAGATGEAATTITATCARLCCCTAGCCTTGCTTGITARAATT 145

LTTTRRRR e e e el i
Sbjct 2685 GGATCACAAGATGGAATTTATCRAARCCCTAGCCTIIGCITGITALATTT 2732

Figura 9.- Secuencia con mayor homologia (99%) encontrada en la base de datos del
BLAST




Beta catenina es un gen conservado, como se muestra en la figura 19, por lo que

se espera que la proteina también se encuentre conservada debido a sus funciones

primordiales para los organismos, como ya se mencioné en la introduccién.
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Figura 10.- Organismos en donde se encuentra el gen beta catenina™.

En la siguiente figura se puede observar el exén 16 que es donde se encuentra

el sitio de “splicing” (corte y empalme alternativo) :

2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061

3121

3181
3241

3301

tctgaactty cattgtgatt
tatctcagaa agtgcctgac
aaacttitty ttetggtect
gactcaagaa dtgaagaatg
ccttgcttgt taaaattttt
tgcttgcttt gaagtagcte
fttaagtctc  tcgtagtgtt
agaattgagt aatggtgtag
tgaataaagt gtaacaattg
caattagttt cctttttaat
tcaaaaacta fttgggatat
ctigttttgg  acagtttacc

acgatgcttc aagagaaaat

2575 gtattg
ggcctgtage gttgctgaga
acactaacca agctgagttt
ftttggtcga ggagtaacaa
cacaagaatg gatcacaaga
ettt ttttaagaat
Tttt ettt
aagttatagt gaatactgct
aacactaatt aattcataat
fgtagecttt  tigtataaaa
atgcttaaaa taagcaggtg
gtatgggtag ggtaaatcag
agttgccttt tatcccaaag
gcggttataa aaaatggttc

3361 tt

gggctcgagg  ggtggactag

cctatgggaa caattgaagt
tacaaatgga  ttttgggagt
tggaatttag caaaccctag
atctgtaatg gtactgactt
fttttttgca  gtaactgttt
acagcaattt ctaatttita
cactctaatt aattgtaatc
tagacaaata gaaaatggtc
gatctatttc  atgtttttga
taagaggtgt tatttggaac
tigttgtaac  ctgctgtgat
agaattaaac  ftttaattca

Figura 20.- Exon 16, bordes azules marcan la parte A (+159 pb) del exén.




En la figura 21 se puede observar la diferencia de la longitud de los exones

cuando se encuentra el “splicing” (corte y empalme) y cuando este no esta presente.

Intrén 15TQ 631
1-12 13 14 15 15| 16A 16B
Exones
1-12 13 14 15 16B

> ISOFSRMA

ISOFORMA
B

Figura 21.- Diferencias de longitud de los 16 exones del gen beta catenina.




DISCUSION

La disponibilidad de la secuencia del genoma humano nos permite identificar
aquellas partes que pueden jugar un papel fundamental el desarrollo del cancer.
Existen genes importantes en el cancer que presentan corte y empalme alternativo,
lo que genera diferentes isoformas que cobran importancia en los estados celulares
patolégicos como el cancer.

Algunos informes muestran ejemplos en donde dos o mas variantes del
mismo gen pueden jugar papeles diferentes, especificamente en la transformacion
neoplasica. Un ejemplo de ello es la expresion de la isoforma de HER2 100 kDa que
codifica para un dominio extracelular de HER2 (HER-ECD) que inhibe el crecimiento
de las células tumorales en proliferaciéon, lo que se contrapone a la actividad
oncogénica conocida de HERZ®®.

Cabe mencionar que son varios los genes involucrados en el desarrollo del
cancer, considerando que estos pueden presentar mas de una isoforma, se
complica el proceso de transformacion maligna. Debido a lo anterior, se hace
necesario el andlisis de la participacion de las isoformas de genes criticos en alguna
de las etapas del cancer.

En esta tesis se planted el objetivo de observar la expresion diferencial de las
isoformas A y B (+/- 159) del gen beta catenina en cancer de mama con respecto a
tejido sano adyacente.

Los resultados observados indican la presencia de la isoforma Ay B (+/- 159
pb) en todas las muestras de tejido tumoral; mientras que en el tejido adyacente
sano se expreso la isoforma B (-159 pb) en dos muestras. Sin embargo, en otras
dos muestras se expresaron ambas como ocurrié en el tejido tumoral. Esto se pudo
haber presentado por inclusion de células neoplasicas a este tejido y dada la
eficiencia y especificidad de la reaccién en cadena de la polimerasa se obtuvieron
ambas isoformas, sin embargo, a pesar de no haberse hecho una cuantificacion, la
intensidad de ambas bandas fue semejante. Aunque las células eran
morfolégicamente sanas, al ser tejido adyacente, este ya se encontraria



comprometido con la neoplasia y por lo tanto, estas podrian tener a beta catenina
alterada, presentando la isoforma A (+ 159).

Estos resultados son coincidentes con un estudio previo que se realiz6 en
tumor de Wilms, colon y préstata el cual también tiene un componente epitelial como
el cancer de mama; en dicho estudio se observo la expresién de las isoformas Ay B
(+/- 159 pb) del gen beta catenina, este gen al formar parte del complejo de
adhesion de células epiteliales es un integrante crucial del mismo y en el proceso de
transcripciébn de genes. Beta catenina tiene dos destinos: ser ubiquitinizada y
destruida o quedar libre y entrar al nucleo y tomar el papel de activador de ciertos
genes muchos de los cuales estan involucrados en la supervivencia y en la
proliferacion celular, estos procesos estan interconectados con otros mecanismos

resultantes de estas alteraciones que pueden dar una causa hacia el cancer’.

Cabe mencionar que beta catenina no es el unico gen involucrado en el
desarrollo de cancer de mama y ademas no solamente esta alterada en este tipo de
tumor sino también en otros tipos como son, cancer de colon, préstata y otros; se
tiene muy poco informado sobre la participacion de las isoformas Ay B (+/- 159 pb)
del gen beta catenina, por lo cual este trabajo podria ser una contribucion para este
tipo de estudios y también podria dar un aporte en la busqueda de marcadores

tumorales en este caso en cancer de mama.



CONCLUSIONES

- Los resultados obtenidos muestran la expresion diferencial de las isoformas Ay B
(+/- 159 pb) del gen beta catenina en cancer de mama con respecto a tejido
adyacente sano.

- Se observo la presencia de la isoforma A (+159 pb) en tejido tumoral.

- Laisoforma B (—159 pb) o sea la forma silvestre se expresa tanto en las muestras
de tejido afectado como en las muestras de tejido sano adyacente.

- Laisoforma A (+159 pb) del gen beta catenina en cancer de mama podria jugar un
papel importante en el desarrollo de esta neoplasia.

- Se recomienda hacer un estudio posterior analizando muestras tumorales y tejido
sano, para corroborar que la isoforma A es especifica de tejido tumoral y la B de
tejido sano.



ANEXO |

SECUENCIA DE mRNA DEL GEN BETA CATENINA (nimero de acceso X89578—
X89593, X87838, y X89448, GenBank Data Libraries).

1 aagcoctotcg gictgtggoa goagogitgg cocgooccccg goagocgoaga gogaggooad

61 gcogagacgg agoaaggtct gaggagoage ttoagtcccc gocgagocge  caccgoaggt
121 coaggacgot copactcccy coggooogang agoctgtcc cotgagogta tttgaagtat
181 accatacaac  tottttgaaa  atccagootg gacaatgget  actcaagetg atttgatgoa
241  gttggacatg goccatggaac cagacagaaa  agoggcotgtt  agtcactgge  agcaacagtc
A01  ttacctggac  totggaatcc atictgotge  cactaccaca goicctictc tgagtgotaz
d61  aggcaatcct gaggaagagg atgtogatac  ctoccaagic  ctgtatgagt gggaacagog
421 attttctcag  tocttcactc  aagaacaagt  agotgatatt  gatggacagt  atgoaatgac
481  tcgagotcag aggotacoag ctgctatgtt ccctgagaca  ttagatgagng  goatgcagat
541  cccatctaca  cagtttgatg ctgctcatcc cactaatgtc  cagegtttgg  ctgaaccatc
B01  acagatgcty aaacatgcag ttgtaaactt  gattaactat caagatgaty cagaacttge
BE1 cacacgtgca atccotgaac  tgacaaaact gotaaatgac gagoaccagn togtgottaa
721 taaggctgca gttatgotcc atcagctttc taaaaaggaa gcttccagac  acoctatcat
781 geottctect  cagatgotgt ctgctattgt  acotaccatg cagaatacaa  atgatgtaga
841  aacagctcgt  tgtaccgeotg goaccttgca taacctttcc  catcatcgty agogcttact
801 goccatcttt  aagtctggag  goattcctge  cotggtogaaa  atgottogght caccaotgoa
Y61 ttctotgtty tttatgoca  ftacaactct  ccacaacctt ttattacatc aagaaggagc
1021  taaaatgoca gtgogtttan  ctogtgooct  gcagaaaatg oftgecttge tcaacaaaac
1081 aaatgttaaa  tctgocta  ttacgacaga  cigocttcaa attttagett atggcaacca
1141 agaaagcaag cicatcatac  tgoctagion tggaccoccaa  gcotitagtaa atataatgag
1201 gacctatact tacgaaaaac tactgtggac cacaagoaga gigotgaagm tgotatctgr
1261 ctgctotagt aataagocogg  ctattgtaga agotogtgoa atgocaagett  taggactica
1321 cctgacagat ccaagtcaac gicttgttca gaactgictt  tggactctca goaatcttc
1381 agatgctgca  actasacagg aagooatgga agotctocctt ggpactcttg ttcagotct
1441 gogttcagat  gatatazaty  tgotcaccty  tgcagotgga  attotttcta acctoactty
1801 Caataattat aagaacazga tpatgotcty  coaagtgoot gotatagagg  ctcttotgog
1561 tactgtcctt  cgooctgotg acaggoaaga  catcactgag  cotgocatct  otgeotcttcg
1621 tcatctgacc agocpacacc aagaagoaga gatggoccag  aatgoagitc  gocticacta
1681 tggactacca ottgtggtta  ageotcttaca  coccaccatcc  cactggoctc  tgataaagoco
1741 tactgttgna ttgattcgaa  atcttgooct  tigtccocogoca  aatcatgoac  ctitgootga
1801 gcagogtgoe attccacgac tagttcagtt gottottcgt goacatcagg  ataccocageg
1861 ccgtacgtcc  atgogtgooa cacagoagoa  atttgtgoag googtccgoca  tggaagaaat
1921 agttgaagot  totaccogoag cocttcacat  cctagotcgg gatgttcaca accoaattot




1981  tatcagagna ctaaatacca totgeagety  ctttattctc coattogaaaa

2041 catccamaga oftagetgoag  gogteototy to@acttget  cagogacasagn  aadctgoaga

2101 agetattgaa  gotgagooag coacageteo totgacagag ttacttcact  ctaggaatga

261 agototgoeg  acatatgoag ctoctoittt gitcooeatg tetgagoaca agocacaaga

2221 ttacaagaaa  cgocittcag  ttoagetgac cagetctctc ttcageacay  agccaatgoco

2231 ttonaatnany actgetgatc tggacttga tattgotocc  cagggagasc  cocttggata

234 tegocaggat  gatcotagct atcottcttt  tcactctoot  goatatogec agoatgoctt

2 gootatogac cccatgatyn aacatgagat gogtggccac caccotooty  ctgactatec

2161 anttoatoon  ctgocagate togoocatoc ccaggacctc atggetggge  toectccagy
257 tgacageoaat  cageotgoeoct  gotttgatac  tgacctotaa atcatocttt agetotatiy
2581 tetgaacttn cattgtgatt gocctotana  ottoctoaga goootcoago gotoogcton
2641 tatctcagaa agtgoctgac acactaacca ageigaottt  cotatggoaa castgaagt
2/ azactttty  tctggtecct  ttootcoa goadtaacaa tacasatgoa toogagr
2761 fQactcaagaa  gtgaagaatg cacaagaaty gatcacaaga  togaatttan caaaccctag
28 cottgettgt taazatttt ttttaagaat atctotaaty  gractyactt
2881 tocttocttt  geactagetc ettt ettt ftttogca grasctottt
2941 tttaagtcte togtaghytt Qaatactget  acagoaatt Ctaatittta
3001 agasttgagt  aatgototag aattc atast cactctastt  asttgtasto
3061 thaatazagt gtaacaatty  tgtagoctt  ttotataasa  tagacaaata gassatgoie
3121 Caattagit cctittast  atocttasaa taagoagoty Qatctattte atgttttoa
3181 tcamazacta  ttogoatat ofatgogtag gotasastcag taagagotot  tatttgoaac
3241 ctiotttton  acagtttacc agitooctt  tatccoaaag ttottctaac  ctoctotoat
3301 acgatgctc sagagasasat  gogottataa asaatgottc  agaattasac titasttca
3361 tt




ANEXO Il

Nomenclatura de estadios mamarios:

TUMOR (T):

TX: No existen datos sobre tumor primario.

Tis: Carcinoma in situ. Carcinoma intraductal o lobular in situ, enfermedad de Paget sin

tumor objetivale.

TO: Tumor no palpable.

T1: Tumor hasta 2 cm. en su maxima extension, aunque invada el pectoral mayor.

T2: Tumor entre 2-5 cm. en su maxima extensién, aunque invada el pectoral mayor.

T3: Tumor de méas de 5 cm. en su maxima dimensién, aunque invada el pectoral mayor.

T4: Tumor de cualquier tamario, con fijacién a la pared costal o piel. (La pared costal
incluye: costillas, musculos intercostales y musculo serrato anterior, pero no el masculo
pectoral).

T4a: Extension a pared toracica.

T4b: Edema cutaneo (incluyendo piel de naranja), ulceras cutdneas o nédulos satélites

en la propia mama.

T4c: Ambas posibilidades.

T4d: Carcinoma inflamatorio de la mama.

ADENOPATIAS (N):

NO: Adenopatias axilares no metastasicas.

N1: Adenopatias axilares ipsilaterales metastasicas.

N2: Adenopatias axilares ipsilaterales metastasicas con fijacion a la grasa axilar u otras

estructuras de la zona.

N3: Metastasis en adenopatias de la cadena mamaria intrena ipsilateral.

METASTASIS

MO: Ausencia de metéstasis.

M1: Metastasis a distancia mas alla de la propia mama y de los ganglios de la axila y

cadena mamaria interna.

ESTADIOS

Estadio 0 (carcinoma in situ)

Hay dos tipos de carcinoma de mama in situ:

Carcinoma ductal in situ (CDIS): afeccion no invasora en la que se encuentran células




anormales en el revestimiento del conducto de la mama. Las células anémalas no se han
diseminado fuera de este conducto hasta otros tejidos de la mama. Algunas veces, el
CDIS se puede volver cancer invasor y diseminarse hasta otros tejidos, aunque por el
momento no se sabe cdmo predecir cuales lesiones se volveran invasoras.

Carcinoma lobular in situ (CLIS): afeccion en la que se encuentran células anormales en
los I6bulos de la mama. Muy raras veces esta afeccion se vuelve cancer invasor; sin
embargo, el padecer de carcinoma lobular in situ en una mama aumenta el riesgo de

padecer de cancer de mama en cualquier de las mamas

Estadio I:

El cancer se ha formado. El tumor mide dos centimetros 0 menos y no se ha diseminado

fuera de la mama.

Estadio llA:

No hay presencia de tumor en la mama, pero el cancer se encuentra en los ganglios
linfaticos axilares (los ganglios linfaticos debajo el brazo). El tumor mide dos centimetros
0 menos y se ha diseminado hasta los ganglios linfaticos axilares. El tumor mide mas de
dos centimetros pero no més de cinco centimetros y no se ha diseminado hasta los

ganglios linfaticos axilares

Estadio IIB:

El tumor mide mas de dos centimetros, pero no mas de cinco centimetros y se ha
diseminado hasta los ganglios linfaticos axilares; o mide méas de cinco centimetros, pero

no se ha diseminado hasta los ganglios linfaticos axilares.

Estadio IlIA:

No se encuentra un tumor en la mama. El cancer se encuentra en los ganglios linfaticos
axilares que estan unidos entre si 0 a otras estructuras; o el cancer se puede haber
diseminado hasta los ganglios linfaticos cercanos al esternén; o el tumor mide dos
centimetros o menos. El cancer se ha diseminado hasta los ganglios linfaticos axilares
que estan unidos entre si o0 a otras estructuras, o el cancer se puede haber diseminado
hasta los ganglios linfaticos cercanos al esternén; o el tumor mide entre dos centimetros
y cinco centimetros. El cancer se ha diseminado hasta los ganglios linfaticos de las axilas
que estan unidos entre si 0 a otras estructuras, o el cancer puede haberse diseminado
hasta los ganglios linfaticos cercanos al esternén. El tumor mide mas de cinco
centimetros. El cancer se ha diseminado hasta los ganglios linfaticos de las axilas que
estan unidos entre si 0 a otras estructuras, o el cancer puede haberse diseminado hasta




los ganglios linfaticos cercanos al esternon.

Estadio IlIB:

El tumor puede tener cualquier tamaro y el cancer: Se ha diseminado hasta la pared del
pecho o a la piel de la mama; y puede haberse diseminado hasta los ganglios linfaticos
de las axilas que estan unidos entre si 0 a otras estructuras o el cancer puede haberse
diseminado hasta los ganglios linfaticos cercanos al esternon.

Estadio lIC:

Puede no haber signos de cancer en la mama o el tumor puede tener cualquier tamario y
puede haberse diseminado hasta la pared del pecho o a la piel de la mama. Asi mismo,
el cancer se ha diseminado hasta los ganglios linfaticos por arriba o debajo de la
clavicula; y puede haberse diseminado hasta los ganglios linfaticos de las axilas o hasta
los ganglios linfaticos cercanos al esternén. El cancer que se ha diseminado hasta la piel
de la mama se llama cancer de mama inflamatorio.

El cancer de seno (mama) en estadio llIC se divide en estadio IlIC operable y estadio IlIC
no operable.

En el estadio IlIC operable, el cancer:

Se encuentra en 10 0 mas ganglios linfaticos de la axila

Se encuentra en los ganglios linfaticos debajo de la clavicula

Se encuentra en ganglios linfaticos de la axila y en los ganglios linfaticos cercanos al
esternoén.

En el estadio IlIC no operable del cancer de seno (mama), el cancer se ha diseminado
hasta los ganglios linfaticos por arriba de la clavicula.

Estadio IV:

El cancer se ha diseminado hasta otros érganos del cuerpo, con mayor frecuencia hasta
los huesos, los pulmones, el higado o el cerebro.
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