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RESUMEN 
 
Introducción. En nuestro país el cáncer de mama (CM) ocupa el primer lugar como 

causa de muerte en mujeres mayores de 25 años. El cáncer de mama  es muy complejo, 

ya que están involucrados varios genes en su desarrollo, progresión y metástasis, uno de 

ellos es beta catenina (CTNNB1); actúa como oncogén cuando se transloca al núcleo, y 

se une al factor de las células T o factor linfoide amplificador  activando sus genes blanco. 

Dentro del exón 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 expresión de las isoformas A y B del gen beta catenina en 

muestras de cáncer 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 

amplificó mediante PCR el gen beta catenina y el producto fue visualizado mediante 

electroforesis en geles de agarosa. Resultados y Discusión. Las isoformas A y B están 

presentes sólo en las muestras de tumor, esto coincide con los resultados obtenidos en 

un trabajo previo que se realizó en tumor de Wilms, en donde la isoforma A sólo se 

expresó en el tejido tumoral y la isoforma B se presentó en tejido adyacente sano. Esto 

sugiere que la isoforma A  tiene relación con el proceso de transformación maligna. 

Conclusiones. En las muestras analizadas de cáncer de mama, se observa la presencia 

de ambas isoformas del gen beta catenina. 

 



INTRODUCCIÓN 
 

En el cuerpo humano ocurre una enorme producción celular, por lo que el 

organismo mantiene una homeostasis por largos periodos. Este correcto control sobre la 

multiplicación es conseguido por una red de mecanismos moleculares superpuestos que 

determinan la proliferación y diferenciación o la muerte celular programada (apoptosis). 

Cualquier factor que altere este balance tiene el potencial, si no es corregido, de alterar el 

número total de células en un órgano o tejido particular. Después de muchas 

generaciones de células, éste incremento podría ser clínicamente detectable como 

neoplasia1. 

 

          El cáncer entonces, se desarrolla cuando una célula en cualquier tejido escapa a 

los procesos normales de control y se multiplica rápidamente, eventualmente superando 

todas las defensas del cuerpo2. 

  

 Se sabe que hay alrededor de 20,500 genes3 y puede haber alrededor de  300 mil 

proteínas en un organismo, debido a las variantes por empalme alternativo y 

modificaciones postraduccionales. El cáncer ha sido llamado “el mal de los genes”. La 

teoría del “daño múltiple” sugiere que, las células acumulan daño aleatorio en sus genes 

(mutaciones). Por accidente, algo del daño ocurre en genes críticos que normalmente 

controlan la proliferación y la supervivencia de las células. Sí alguna célula acumula 

suficientes daños para destruir los frenos genéticos que los mantienen con un 

funcionamiento adecuado, esa célula puede crecer fuera de control y fundar una dinastía 

de células dañinas, una neoplasia2. 

 

Como se mencionó anteriormente el cáncer es una enfermedad que se produce 

por alteración de los genes, resultando del daño al DNA de diverso tipo, lo cual finalmente 

da como resultado distorsiones ya sea en la expresión o en la función bioquímica de los 

genes4. 

 

Muchas son las evidencias experimentales que apoyan la idea anterior, es decir 

que en el daño genético está el origen del cáncer.  

1) Predisposición hereditaria al cáncer.  

2) Las células cancerosas presentan con frecuencia aberraciones cromosómicas. 



3) Relación entre baja habilidad de la célula para reparar DNA dañado y susceptibilidad al 

cáncer.  

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

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

pueden causar cáncer4. 

 

Si bien los procesos tumorales pueden presentar diversas manifestaciones 

clínicas, se considera que todos ellos tienen causas comunes que los desencadenan. Una 

serie de estudios epidemiológicos han indicado que entre las causas que pueden 

desencadenar un proceso tumoral están los factores biológicos (virus, hormonas), 

químicos (ciertas drogas y compuestos cancerígenos) y físicos (radiación gamma, UV, 

etc.); en general cualquier agente que dañe al DNA4; además de estos factores también 

hay causas epigenéticas que pueden estar involucradas en los procesos tumorales.  

 



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 

El cáncer es una de las enfermedades más complejas y difíciles 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 detección más temprana, y encontrar nuevos abordajes terapéuticos. 

 

El cáncer de mama ha tenido un tendencia a aumentar en los últimos años por lo 

que se ha convertido en la neoplasia número uno en las mujeres mexicanas mayores de 

25 años, constituyendo un problema de salud pública. 

 

En el cáncer de mama se ven involucrados muchos genes tales como BRCA1,  

BRCA2, Her2 y beta catenina. Este gen está involucrado en la adhesión célula-célula de 

tejido epitelial, al haber una desregulación en este gen o una sobreproducción desmedida 

puede activar a otros genes como ciclina D1 y c-myc por lo que se le podría considerar un 

oncogén, además 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 mencionó en la introducción, 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 inserción 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 

función de cada una de las proteínas a las que dan lugar, sin embargo, la observación de 

la expresión diferencial del mRNA, puede indicar que pudieran existir proteínas diferentes, 

teniendo que confirmarse dicha hipótesis. 

 

En un estudio previo en tumor de Wilms, se observó que la isoforma  de 613 pb se 

presentaba sólo 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 cáncer de mama. Lo 

que se plantea en este trabajo es ver la expresión de estas isoformas en cáncer de mama  

y ver si hay ausencia o presencia en tejido afectado con respecto al tejido sano 

adyacente. 



 

CÁNCER DE MAMA 
 

En nuestro país el cáncer de mama (CM) ocupa actualmente el primer lugar como 

causa de muerte en mujeres mayores de 25 años, con un 17.6%. Esta enfermedad 

presenta una tendencia al aumento de la mortalidad en nuestro país5. 

 

Se estima que 15 a 20% de mujeres con cáncer 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 

enfermedad6. 

 

Los senos (mama) son glándulas que pueden producir leche. Cada seno está 

situado sobre los músculos del pecho que cubren las costillas. Cada seno está dividido en 

15 ó 20 secciones llamadas lóbulos. Los lóbulos contienen muchos lobulillos más 

pequeños. Los lobulillos contienen grupos de glándulas diminutas que pueden producir 

leche. La leche fluye de los lobulillos al pezón por unos tubos delgados llamados 

conductos. El pezón está en el centro de un área oscura de piel llamada la areola . Los 

espacios entre los lobulillos y los conductos están llenos de grasa. Los senos tienen 

también vasos linfáticos, los cuales transportan un fluido claro llamado linfa. Los vasos 

linfáticos se dirigen a órganos pequeños, redondos, llamados ganglios linfáticos. Grupos 

de ganglios linfáticos se encuentran cerca del seno en la axila, arriba de la clavícula, en el 

pecho detrás del esternón y en muchas otras partes del cuerpo (Figura 1). Los ganglios 

linfáticos atrapan bacterias, células cancerosas u otras sustancias dañinas que pueden 

estar en el sistema linfático7. 

 
 



 
 

Figura 1.- Anatomía del seno, los ganglios y vasos linfáticos7.  

 

Durante el desarrollo normal de las glándulas mamarias ocurre una diferenciación 

por variaciones en los niveles hormonales, hay cambios en la expresión de los genes, que 

desencadenan un proceso de madurez controlado por la información genómica. Durante 

este desarrollo, se pueden observar eventos tales como: Apoptosis en las células que 

están siendo sustituidas; proliferación y crecimiento de las células donde participan proto-

oncogenes y genes supresores; angiogénesis para un abastecimiento de nutrientes de las 

nuevas células, etc8.  

 

Estos cambios son regulados por factores de crecimiento, proteínas del ciclo 

celular, reguladores de invasión, interacciones célula-célula, la presencia de receptores 

celulares. Si durante estos eventos de desarrollo ocurre daño celular o alguna alteración 

durante la recombinación y fallan los sistemas de reparación, las células se salen del 

control normal8.  

 

Al igual que en otros pocos tumores, la historia natural del cáncer 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 años y 30 duplicaciones 



para alcanzar la esfera de 1 cm. de diámetro. El cáncer de mama se disemina por vía 

linfática, por vía sanguínea y/o extensión directa9. 

Se han descrito otros factores asociados al desarrollo de esta neoplasia en forma 

esporádica, que es la forma más común de este cáncer. Otras causas asociadas al 

cáncer mamario esporádico descritas son mutaciones  en distintos genes7. Desde el punto 

de vista de genética molecular, el cáncer de mama  es muy complejo, ya que están 

involucrados varios genes en su desarrollo, progresión y metástasis, como son BRCA1,  

BRCA2, HER210 y beta catenina (CTNNB1), el cual motiva este estudio.  

 

EL GEN BETA CATENINA (CTNNB1) 
 

El gen beta catenina, está localizado en el brazo corto del cromosoma 3 (3p22-

p21.3)11 (Figura 2).   

 

Figura 2.- Localización de la banda p22-p21.3 en el cromosoma 312. 

 

Este gen codifica para una proteína que forma parte del complejo de adhesión 

celular13 y además participa en la ruta Wnt (Figura 3) que involucra al supresor tumoral 

APC (gen de la poliposis adenomatosa de colon) y los factores de transcripción Tcf-Lf14,15. 

Las proteínas APC y la cinasa glicógeno sintetasa 3 beta (GSK3β), regulan los niveles de 

beta catenina16,17. La expresión de beta catenina se altera frecuentemente en varios 

cánceres tales como mama, gástrico, colon, páncreas, hepatocelular y próstata18,19. 

Actualmente no se conoce el papel de las isoformas que son producto de empalme 

alternativo, por ejemplo, algunos informes indican que en cáncer gástrico además de 

presentarse mutaciones, se incrementa la expresión de beta catenina durante la 

progresión y disminuye durante la metástasis20,21. Estas variaciones de la expresión de 

beta catenina en los diferentes procesos del cáncer  no se han identificado si se trata de 

formas alternativas de la proteína. 

 

El gen beta catenina fue localizado por análisis de fluorescencia in situ (FISH) en la 

banda p22 a la banda p21.3 en el brazo corto del cromosoma 3  una región 



frecuentemente afectada por alteraciones somáticas en una variedad de tumores. El 

análisis de un panel de células somáticas hibridadas confirmó la localización de beta 

catenina humana en el cromosoma 311. 

 

La estructura primaria del gen  beta catenina humano fue determinada por análisis 

de cDNA y clonas genómicas. El tamaño del gen completo fue determinado en 23.2 kb. 

Utilizando enzimas de restricción y análisis de secuencias parciales se revelaron 16 

exones (Ver anexo I), con un intervalo de tamaño de 61 a 790 pb y con un total de 3362 

pb. La mitad de los intrones fueron menores a 550 pb, siendo el más pequeño de 84 pb y 

el más largo de 6700 pb. El principal sitio para el inicio de la transcripción fue identificado 

en un residuo A de 214 nucleótidos corriente arriba del codón de inicio ATG. La región 5’ 

es altamente rica en GC y carece de cajas CCAAT pero contiene caja TATA y sitios 

potenciales de unión para diferentes factores de transcripción como NFkB, SP1, AP2 y 

EGR113. 

 

LA PROTEÍNA BETA CATENINA  

 

 

Figura 3.- Esquema de la ruta Wnt en donde se observa la participación de la proteína beta 

catenina22. 
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Beta catenina es una proteína que juega un papel central en numerosos procesos 

celulares además de ser miembro de la superfamilia “armadillo”. Este nombre deriva del 

homólogo de beta catenina en Drosophila, el gen de polaridad segmental armadillo, 

primer miembro descrito de esta familia23. Todas comparten un dominio central 

característico denominado dominio armadillo. A través de esta región central beta 

catenina forma complejos con numerosas moléculas. La inserción de los 159 pb no 

modifican la estructura conformaciónal de los dominios armadillo solamente le sirven de 

unión a otras proteínas ya sea en la presencia o en la ausencia de estos pares de bases 

de más22. 

 

La estructura primaria de beta catenina 781 aminoácidos consiste en tres 

dominios: un dominio N-terminal de 141 aminoácidos, un dominio armadillo central de 523 

aminoácidos y un extremo C-terminal formado por unos 117 aminoácidos24 (Figura 4). 

 

 

Figura 4.- Representación esquemática de los dominios de beta catenina. En amarillo cada 

una de las repeticiones armadillo y en rojo los extremos terminales22. 

 

El extremo N-terminal contiene la zona de unión a α-catenina (aa 1-141)24, así 

como sitios de fosforilación por la GSK3β25. Por otro lado el extremo C-terminal (aa 666-

701) es muy acídico y muchas proteínas de la maquinaria transcripcional interactúan en 

este dominio: la proteína de unión a la caja TATA (TBP)26, la pontina, Teashirt, Sox 17 y 

13, SMAD4 o la CREB27,28,29,30,31,32. Además este dominio es esencial para la transcripción 

mediada por factores de transcripción de la familia Tcf/Lef33,34. La adición de los 159 pb 

extras productos del corte y empalme alternativo pueden modificar la estructura 

conformacional de la proteína en el  extremo C-terminal de beta catenina, además este 

extremo fusionado a Lef-1, es suficiente para promover transactivación de genes como c-

Myc y Ciclina D1 entre otros35. 

 

Las proteínas sustentan muchas de las funciones celulares tales como formar 

parte de la cascada de transducción de señales que comienza con la activación de un 



receptor, ser responsables de la relación de la célula con su medio o de la célula con otra 

célula vecina y dar forma a la célula constituyendo el citoesqueleto36.  

 

Beta catenina es una proteína que interviene en dos procesos totalmente distintos: 

por un lado es una proteína estructural que forma parte de las uniones adherentes entre 

células epiteliales vecinas que son críticas 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, además, se conecta con caderinas 

transmembranales que se relacionan con caderinas de células vecinas, constituyendo así 

un fuerte ensamblaje que conecta las células entre sí36.  

 

Pero también la beta catenina  puede actuar fuera del complejo de los contactos 

focales activando factores de transcripción y provocando la activación de genes37(Ver 

tabla 1) De tal manera que regula el crecimiento y desarrollo normales de la célula en 

varios estadios de embriogénesis, participa en la cicatrización de heridas y en la 

metástasis tumoral. Es un componente de la ruta de señalización de Wnt, que está 

involucrada en la diferenciación renal38; se ha aislado en tejidos tumorales, en cáncer de 

ovarios, hepatoblastomas, carcinoma hepatocelular, cáncer de pulmón, entre otros37. 

 

Beta catenina tiene otro papel adicional en la célula. Así, cuando no está unida a la  

E-cadherina ni a la α-catenina, la beta catenina puede translocarse al núcleo, unirse a 

factores transcripcionales de la familia Tcf (Tcf-4 en el epitelio intestinal) e inducir la 

expresión de un amplio número de genes, muchos de ellos implicados en tumorigénesis39. 

Se ha determinado que la inhibición de la actividad transcripcional de este complejo 

detiene el crecimiento o induce apoptosis, dependiendo del tipo celular y del resto de 

señales recibidas por la célula40,41. 

 

El paso de beta catenina al núcleo está muy finamente regulado por la propia  

estabilidad de esta proteína 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 

citosólicos 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 fosforilación de beta catenina ocurre en un complejo multiproteíco formado por APC, la 

proteína acopladora axina que recluta la cinasa GSK3β y la CKIα17,42.   



 

Como resultado de la actividad de este complejo beta catenina es fosforilada 

inicialmente en la Ser 45 por la CKIα y secuencialmente por la GSK3β en la Thr 41, Ser 

37 y Ser 33. Como consecuencia de esta fosforilación beta catenina es poliubiquitinizada 

por la ubiquitina ligasa β-Trcp y posteriormente degradada por el proteosoma43,44. 

 

Existe un mecanismo de degradación de beta catenina diferente y que depende de 

la actividad del producto del gen Siah-1. Esta proteína, cuya expresión es activada por 

p53, interactúa con el extremo carboxilo terminal de APC y promueve la degradación de 

beta catenina independientemente de la fosforilación por GSK3β y sin requerir la 

interacción de beta catenina con β-TrCP43,45,46. 

 

Cuando este sistema de regulación se altera beta catenina no puede ser 

degradada y se transloca al núcleo por un mecanismo independiente a la acción de 

importinas/carioferinas (Figura 5). Estas importinas son receptores nucleares de sustratos 

con secuencias de localización nuclear (NLS). Además, tienen dominios armadillo que 

interactúan con las NLS, secuencias de las que carece beta catenina. Se han descrito dos 

proteínas que parecen ser necesarias para la localización nuclear de beta catenina; 

Legless (lgs; Bcl9-2 en humanos) y Pygopus (Pygo)47,48. 

 

 Pygopus se encuentra constitutivamente en el núcleo y sirve de anclaje en el 

núcleo para beta catenina, mientras que Legless, que se mueve entre el citoplasma y el 

núcleo, introduce a beta catenina en el interior del núcleo (proporcionándole la NLS)49. 

 



 

Figura 5.- Representación de la ruta de Beta Catenina 22. 

 

En el núcleo beta catenina interactua a través de la región central de repeticiones 

armadillo con miembros de la familia de los factores de transcripción Tcf (T cell factor).  

Estos factores de transcripción pertenecen a la superfamilia de proteínas con dominios 

HMG (High Mobility Group) y fueron identificados inicialmente por su implicación en la 

diferenciación de las células T50,51,52.  

  

La proteína beta catenina, como todas las proteínas, está sometida a una cinética 

de síntesis y degradación y, por tanto, también se encuentra normalmente en estado 

estacionario; cuando la velocidad de síntesis es mayor que la de degradación tenemos 

una disponibilidad de beta catenina citoplasmática que no está unida a la actina, ésta se 

une a dos factores de transcripción (los llamados TCF y LEF) que resultan activados, se 

translocan al núcleo y determinan así la transcripción de una serie de genes específicos. 

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 

transcripción de genes implicados en proliferación y diferenciación39 (ver Tabla I). 

 
Tabla 1.- Genes activados directa o indirectamente por el complejo Beta-

Catenina/Tcf-422.  

Gen Función 

c-Myc Proliferación  

Ciclina D1 Proliferación  
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Tcf-1 Diferenciación 

PPARdelta Proliferación / Diferenciación 

c-jun Diferenciación / Proliferación 

fra-1 Diferenciación / Proliferación 

uPar Adhesión / Migración / Invasión 

matrisilina Invasión / Migración 

Axina-2 Degradación de Beta Catenina (CTNNB1) 

Nr-CAM Adhesión / Proliferación 

ITF-2 Proliferación / Diferenciación 

Gastrina Proliferación  

CD44 Adhesión 

EphB Repulsión / Adhesión 

BMP4 Diferenciación 

claudina-1 Adhesión 

VEGF Proliferación 
 

 

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 activación de la ruta de señalización de Wnt. Un componente esencial de este complejo 

transcripcional es TBP, que interactúa con dos dominios distintos de beta catenina 

necesarios para la transactivación26. 

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 tumores53,54,55.  

 

Mutaciones en APC ocurren en más del 85% de los tumores colorectales, tanto 

esporádicos 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 

degradada53,56,57. 

 

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 más rápidamente y no sean 

susceptibles a procesos de diferenciación terminal. Otros genes afectados por beta 

catenina parecen estar relacionados con estadios más avanzados dentro del proceso de 

tumorogénesis, como la proteasa matrilisina o CD44, que se han relacionado con 

procesos invasivos. Esta acción pleiotrópica de beta catenina ha originado que la 



interferencia selectiva de su actividad transcripcional sea considerada como una diana 

prometedora para la acción de compuestos con actividad antitumoral, posiblemente con 

alta eficacia y poca toxicidad58,59. 

 

Por otra parte, el exceso de beta catenina, dada su unión a E-caderina, altera la 

estructura de las “zónulas adherentes”, que mantienen unidas las células entre sí, lo que 

lleva a alteraciones en los mecanismos de comunicación intercelular que favorecen la 

transformación maligna59. Beta catenina actúa como oncogén, cuando se transloca al 

núcleo, se une al factor de las células T o factor linfoide amplificador y actúa como 

activador de sus genes blanco. En cáncer de mama, tumor de Wilms, cáncer de colon y 

otros, beta catenina y otros genes de la vía de Wnt se sobre expresan y se ha 

demostrado que inducen proliferación celular anormal en los mismos37. 

 

 

 

 

 

 

 

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

Los genes interrumpidos se encuentran en todos los organismos eucarióticos, 

representan una proporción pequeña de los genes de los eucariotas inferiores pero son la 

inmensa mayoría de los genes de los genomas eucarióticos superiores. Los genes 

pueden variar ampliamente de acuerdo con el número y longitud de sus intrones, pero un 

gen típico de mamíferos tiene de 7-8 exones diseminados a lo largo de más de unas 16 

kb. Los exones son relativamente cortos (unos 100-200pb) y los intrones son 

relativamente largos (>1kb)60. 

 

            La discrepancia entre la organización interrumpida del gen y la organización 

ininterrumpida de su mRNA la explica el procesado del producto primario de la 

transcripción. El transcrito primario tiene la misma organización que el gen, y a veces se 

le llama pre-mRNA. La eliminación de los intrones del pre-mRNA deja un mensajero típico 

(mRNA) de 2.2kb. El proceso por el cual se eliminan los intrones se llama corte y 



empalme . El empalme se produce en el núcleo junto con otras modificaciones como la 

adición de la capucha en el extremo 5´ y la poliadenilación en el extremo 3´.Una vez 

procesado, el mRNA es transportado a través de los poros nucleares al citosol donde se 

lleva a cabo  su traducción61. 

 

Considerando el mecanismo de cómo los intrones son cortados y empalmados,se 

pueden agrupar en al menos 4 tipos. Aquéllos presentes en los tRNA precursores, los 

intrones autocatalíticos clase I y clase II, generalmente presentes en los genomas de 

organelos (mitocondria y cloroplasto) y los intrones de pre-mRNA correspondientes a 

genes nucleares. Los intrones así agrupados permiten definir al menos 4 sistemas de 

empalme con diferentes características dependiendo del tipo de intrón en cuestión62.  

 

Cada uno forma un tipo característico de estructura secundaria/terciaria. Las 

secuencias de un grupo están 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 límites 

exón-intrón y dentro del intrón. La alta conservación de los puntos de empalme se 

encuentra inmediatamente dentro del intrón y en las supuestas uniones. Esto identifica la 

secuencia de un intrón genérico como: GT--AG. Esta reacción de corte y empalme 

necesita un aparato de gran tamaño: el spliceosoma. El corte y el empalme de los pre-

mRNAs tiene lugar en el spliceosoma, un gran complejo compuesto por 4 pequeñas 

ribonucleoproteínas 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 proteínas 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 selección de los lugares de 

empalme o Catálisis de las dos reacciones secuenciales de transesterificación62. 

 

Etapas del empalme en intrones nucleares: 

  

1ª etapa. Se lleva a cabo un corte en el punto de empalme 5, separando el exón izquierdo 

del intrón derecho. El exón izquierdo adopta la forma de molécula lineal y el extremo 5´ 

generado del intrón queda ligado por una unión 5´-3´ a un nucleótido dentro del intrón  

 



2ª etapa. Un corte en el punto de empalme 3´ libera el intrón en forma de lazo, mientras 

que el exón derecho queda ligado al exón izquierdo. El intrón es desramificado y 

escindido, degradándose rápidamente. 

 

3ª etapa. El empalme nuclear se produce por dos reacciones de transesterificación en las 

que un extremo libre de OH ataca nucleofílicamente a una unión fosfodiéster63. 

 

El proceso de corte y empalme alternativo permite la inclusión y/o substitución 

opcional de algunos exones dentro de un marco de empalme proporcionado por los 

exones constitutivos (Figura 6). Las isoformas de proteínas traducidas a partir de dichas 

fomas de mRNA resultantes comúnmente varían dentro de los dominios de especificidad 

funcional mientras comparten funciones comunes. El corte y empalme alternativo también 

puede conducir a una secuencia de mRNA terminación prematura, o generar secuencias 

de mRNA en dos marcos de lectura diferentes64.  

 

La mayoría 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 determinación sexual o la muerte celular en un 

organismo64. 

 

 

 

 

 

 



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

 
El corte y empalme alternativo invalida la vieja teoría “un gen una proteína”, siendo 

por tanto necesario información externa para decidir que polipéptido será sintetizado. Al 

mismo tiempo este sistema permite almacenar la información de forma más económica. 

Así, por ejemplo, este sistema permite obtener varias proteínas a partir de una única 

secuencia de DNA65. 

 

 Algunos investigadores han sugerido que este sistema permitiría obtener nuevas 

proteínas cambiando los mecanismos de regulación. También se ha sugerido que este 

sistema permitiría una evolución más rápida. 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 más sitios alternativos de empalme. Sin embargo un 

estudio de David Brett65 y colaboradores afirma que no existen diferencias significativas 

entre el número 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 Adhesión Molecule) de Drosophila con 38000 variantes de empalme65. 

 

 

 

 

 

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

El corte y empalme alternativo es un mecanismo mediante el cual la expresión de 

un gen puede dar lugar a diferentes proteínas, a través de mecanismos de substitución o 

inserción/deleción de determinados fragmentos de la secuencia de la proteína66 (mas 

adelante se describe el proceso).  

 

Como se describe en la literatura, el corte y empalme alternativo es un mecanismo 

de regulación de los factores de transcripción; mediante este mecanismo se pueden 

modificar la afinidad y la especificidad de unión al DNA, la activación, la represión y la 

dimerización de proteínas; lo cual puede ser específico de diferentes etapas del desarrollo 

embrionario67.  



Dentro del exón 16 del gen en estudio, se encuentra un sitio aceptor de empalme 

alternativo (ag-ga) reducido en la secuencia 3’ en 159 pb59.  

(CTGTATTGTCTGAACTTGCATTGTGATTGGCCTGTAGAGTTGCTGAGAGGGCTCGAG

GGG 

TGGGCTGGTATCTCAGAAAGTGCCTGACACACTAACCAAGCTGAGTTTCCTATGGGA

ACA 

ATTGAAGTAAACTTTTTGTTCTGGTCCTTTTTGGTCGAG)13 

 

El efecto del corte y empalme alternativo sobre la variabilidad de las proteínas 

puede llegar a ser enorme, como por ejemplo en el caso de la proteína Dscam en D. 

melanogaster, para la cual se ha postulado la existencia de más de 38000 isoformas 

posibles, un número 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, todavía no se sabe 

prácticamente nada de la manera en la que el empalme alternativo modula la función de 

las proteínas68. 

 

 Como era de esperar, también se ha observado una clara relación entre patrones 

de corte y empalme anómalos y patologías. Por ejemplo, se ha observado que el corte y 

empalme alternativo puede estar asociado a diversas patologías del sistema nervioso, a 

procesos cancerígenos, etc.68; de tal manera que como resultado de este procesamiento, 

se pueden expresar varias isoformas. 

 

 

 

ISOFORMAS 
 

Las isoformas son diferentes formas de una proteína a partir de genes distintos o 

del mismo gen por corte y empalme alternativo. Un gran número de isoformas son 

causadas por polimorfismos de un nucleótido, en los alelos de un mismo gen. El 

descubrimiento de las isoformas explica aparentemente el pequeño número de genes 

codificantes que fueron encontrados por el Proyecto Genoma Humano; la capacidad de 

crear proteínas catalíticamente diferentes partiendo de un mismo gen aumenta la 

diversidad del proteoma69. 



 

Dentro del exón 16 del gen en estudio, se encuentra un sitio aceptor de corte y 

empalme  alternativo en la secuencia 3’ que permite la inserción 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)58(Figura 7). Estas isoformas 

cobran vital importancia ya que se han encontrado en distintos tipos de cáncer tales como 

colon, esófago, en células hela70 y tumor de Wilms59. 

 

 

 

Figura 7.- Ejemplificación de los 16 exones y el sitio aceptor donde se encuentra el 

“splicing” (corte y empalme alternativo +159 pb.)71. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ANTECENDENTES 
 

Desde hace muchos años el estudio sobre el cáncer 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 cáncer más frecuente en la 

población femenina, por lo que se han tomado distintos caminos para investigar este 

complejo cáncer.  Uno de ellos es el abordaje de la biología molecular, llevándonos a 

estudiar diferentes genes y sus posibles implicaciones en este cáncer. Con respecto a 

ello,  Morin PJ72 y colaboradores en 1997 investigaron la inactivación del gen supresor 

tumoral de pólipos adenomatosos de colon (APC). Una de las actividades relacionadas 

con la bioquímica de la proteína APC es baja regulación transcripcional de activación 

mediada por la beta catenina y el factor de transcripción de células T 4 (Tcf-4). La 

proteína mutante de los productos de los genes APC presentes en los tumores 

colorectales se encontraron deficientes en su actividad. Estos resultados indican que la 

regulación de la beta catenina es fundamental para el efecto supresor del tumor (APC), y 

que esta regulación puede ser modificada por mutaciones en APC o en beta catenina. 

Mientras que en el 2007 Zhang Yun-gang73 y colaboradores observaron la sobreexpresión 

de E-caderina, beta catenina, catepsina D, gelatinasas y sus inhibidores en un carcinoma 

ductal invasivo de seno.  

 

En 1994 Connie Sommers74 y su equipo de trabajo investigaron las alteraciones en  

la fosforilación de beta catenina y la expresión de plakoglobina en células humanas de 

cáncer de seno, ya que la adhesión caderinas-cateninas de células epiteliales está 

ausente en muchos carcinomas invasivos. En el 2007 Liu Zhen75 y sus colaboradores 

encontraron que la inactivacion del gen (APC) da una disfunción en la degradación de 

beta catenina, lo que activa a los factores Tcf/Lef y conduce a la transcripción de 

oncogenes como c-myc, c-jun y ciclina D1 lo que permite la carcinogénesis. 

 

En el 2003 Christine Gilles76 y su equipo mostraron que la redistribución 

citoplasmática y nuclear de beta catenina y la expresión de novo de vimentina está 

frecuentemente envuelta en la transición de epitelio/mesenquima asociado con el 

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

 

Heike Pospisil71, 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 



progresión tumoral y que la ruta Wnt es de crucial relevancia en la progresión del cáncer; 

valiéndose de métodos bioinformáticos validaron la expresión de secuencias con corte y 

empalme alternativo predichas para que así puedan tener un probable potencial y poder 

actuar como marcadores biológicos. 

 

En 1995 Friedel Nollet13 y colaboradores dieron una exhaustiva y completa 

descripción del gen beta catenina (CTNNB1) en su trabajo, determinando la estructura 

primaria del gen mediante el análisis de clonas genómicas de cDNA. También informaron 

el tamaño completo del gen y realizaron un mapeo y un análisis secuencial revelando los 

16 exones. Realizaron un análisis exón por exón para determinar la longitud de cada uno 

de ellos, y los comparan con una publicación previa11 de una secuencia de mRNA e 

identifican el sitio aceptor del empalme alternativo en el exón 16 de la región  reducida 3`-

UTR  donde se observan los  159 pb que pueden estar relacionados a diferentes tipos de 

tumores humanos y/o diversas patologías 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 cáncer 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 cáncer de mama con respecto al tejido adyacente al tumor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

     

OBJETIVOS 

 

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

cáncer de mama.  

 

♦Particulares.-  

1. Obtener el RNA de las muestras a analizar. 

 

2. Estandarizar las condiciones óptimas para la síntesis de cDNA y para la 

reacción 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 MÉTODOS 

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

Siglo XXI, IMSS; Estas muestras se emplearon también para llevar a cabo otros estudios77.  

A continuación se muestran las características de las muestras analizadas (Tablas 2 y 3). 

TEJIDO AFECTADO 

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

Muestras  Edad  Diagnóstico  Quimio  

1.- M 18A 52 Ca mama derecha EC 

II B 

19-dic-06 

2.- M 19A 65 Ca mama derecha EC 

II A T2N0MO 

 

3.- M 20A 67 Ca mama izquierda EC 

II B T2N0MO 

31-mayo-07 

4.- M 22A 60 Ca mama derecha EC 

II A T2N0MO 

 

5.- M 21A 70 Ca mama izquierda EC 

III C T2N3MO 

 

Ca.- cáncer, EC.- estadio del carcinoma 

*Nomenclatura de estadios mamarios ver ANEXO II 

 

 

TEJIDO SANO ADYACENTE 

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

Muestras  Edad Diagnóstico  

6.- M 18S 52 Tejido sano adyacente  

7.- M 19S 65 Tejido sano adyacente  

8.- M 20S 67 Tejido sano adyacente  

9.- M 22S 60 Tejido sano adyacente  

 

 

 
 
 
 



Extracción de RNA 

 
El procedimiento que se llevó a cabo para extraer el RNA de tejido proveniente de 

un tumor fue el siguiente: se realizó primero su congelación en nitrógeno líquido en un 

tubo Falcon (50 ml), una vez que se realizó este paso se procedió a seguir el protocolo de 

extracción de RNA mediante el kit comercial mirVana™ miRNA Isolation Kit (Figura 8).  

 

Figura 1.- Diagrama de extracción de RNA. 

 

Se realizó el análisis cualitativo y la comprobación de  la presencia de RNA en las 

muestras procesadas mediante una electrofóresis en gel de agarosa al 2%, revelado con 

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

 

Se cuantificó el RNA de las muestras tomando la lectura en el espectrofotómetro 

(eppendorf biophotometer) a una longitud de onda de 260nm; tomando 1µl de la muestra 

y 49 µl de agua inyectable para obtener una dilución 1:50. Para calcular el grado de 

pureza se tomó en cuenta  la relación  A 260 / A 280.  

      

 

 



Transcripción Reversa acoplada a la reacción en cadena de la polimerasa (RT- PCR) 

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

reversa. 

Con el fin de estandarizar las técnicas el gen que se utilizó hasta que se logró 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 región de interés  de beta catenina se realizó la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR) utilizando los siguientes oligonucleotidos59, 13Fbetacat5’-

AGC CAC AAG ATT ACA AGA AAC -3’  y 16Rbetacat5’-AGG CTA GGG TTT GCT AAA 

TTC-3’.  La reacción de PCR se efectuó con el siguiente programa: un ciclo de 

desnaturalización 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 extensión final a 72°C 

por 10 minutos. El producto de amplificación por PCR incluyó del exón 13 al 16 para 

evaluar la expresión del RNAm de beta catenina y de sus isoformas. 

 

Oligonucleotidos          Secuencia 5’ a 3’       longitud     exón    observaciones 

BCAT13F    AGCCACAAGATTACAAGAAAC         21            13     de la 2211pb a 2231 pb 

BCAT16R    AGGCTAGGGTTTGCTAAATTC         21            16     de la 2803pb a 2823 pb 

     2101 agctattgaa gctgagggag ccacagctcc tctgacagag ttacttcact ctaggaatga 
     2161 aggtgtggcg acatatgcag ctgctgtttt gttccgaatg tctgaggaca agccacaaga 
     2221 ttacaagaaa cggctttcag ttgagctgac cagctctctc ttcagaacag agccaatggc 
     2281 ttggaatgag actgctgatc ttggacttga tattggtgcc cagggagaac cccttggata 
     2341 tcgccaggat gatcctagct atcgttcttt tcactctggt ggatatggcc aggatgcctt 
     2401 gggtatggac cccatgatgg aacatgagat gggtggccac caccctggtg ctgactatcc 
     2461 agttgatggg ctgccagatc tggggcatgc ccaggacctc atggatgggc tgcctccagg 
     2521 tgacagcaat cagctggcct ggtttgatac tgacctgtaa atcatccttt agctgtattg 
     2581 tctgaacttg cattgtgatt ggcctgtaga gttgctgaga gggctcgagg ggtgggctgg 
     2641 tatctcagaa agtgcctgac acactaacca agctgagttt cctatgggaa caattgaagt 
     2701 aaactttttg ttctggtcct ttttggtcga ggagtaacaa tacaaatgga ttttgggagt 
     2761 gactcaagaa gtgaagaatg cacaagaatg gatcacaaga tggaatttag caaaccctag 
     2821 ccttgcttgt taaaattttt tttttttttt ttttaagaat atctgtaatg gtactgactt 
     2881 tgcttgcttt gaagtagctc tttttttttt tttttttttt tttttttgca gtaactgttt 

  

        Oligo sentido      Región amplificada esperada 

        Oligo antisentido 

Oligo  
sentido 

Oligo 
antisentido 

Región 
amplificada 
esperada 
+159pb 



Los fragmentos amplificados se visualizaron a través de electroforesis en gel 

de agarosa a una concentración de 1.5%. Los geles de agarosa fueron teñidos con 

bromuro de etidio a una concentración de 10 mg/ml y se mantuvieron durante 60 

minutos a 52 Volts. Se empleó un marcador de peso molecular de 1kb (DNA ladder 

Gibco®).  Se observaron los productos amplificados en un transluminador de luz 

ultravioleta (BIO-RAD) 

 

Purificación de los productos de PCR 

 
 Una vez que se visualizaron las bandas obtenidas mediante la reacción de PCR y 

al observarlas y ver que efectivamente correspondían al tamaño que se esperaba, se 

procedió a la purificación para su posterior secuenciación y así comprobar que 

efectivamente era la región de interés la que se estaba amplificando. 

La purificación se realizó cortando las bandas que se observaron en el gel de agarosa, 

para después realizar la purificación mediante el Kit de Purificación de Electroforesis 

(Marligen) (Figura 9). 

 

Figura 2.- Diagrama de la purificación de productos de PCR 

 

 

 



Marcado y Secuenciación de los productos amplificados por PCR 

 
Para el marcado se utilizó el método de BIG DYE “Terminator fluorescence based 

sequencing”, que consiste en lo siguiente: 

Se realizó una segunda PCR general llamada “PCR de secuencia”. En ella sólo se 

añadió un oligonucleotido en lugar de dos. En este caso se añaden dNTP’s diferentes, ya 

que son una mezcla de dNTP’s normales y ddNTP’s marcados con fluorocromos. Así, la 

DNApolimerasa irá incorporando dNTP’s a las cadenas amplificadas hasta que se añada 

un ddNTP’s que, como no dispone de un extremo OH 3’, impide que la polimerasa 

continúe añadiendo más nucleótidos. De esta forma, se obtiene un conjunto de cadenas 

que terminan en un ddNTP’s marcado con una molécula fluorescente, el cual al ser leído 

por el secuenciador va a indicar a éste de que base se trata.   

Como ya se mencionó con la finalidad de corroborar que los productos 

amplificados fueran las isoformas A y B del gen beta catenina, se realizó la secuenciación 

de cada uno de los productos amplificados. 

 

Al terminar la PCR de secuencia se precipitó 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 automático. Para ello, se 

resuspendieron en un amortiguador específico (recomendado por el proveedor que 

distribuye el secuenciador automático). Después se pasaron al secuenciador. 

 

En el secuenciador se realizó 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 láser va leyendo la secuencia según la longitud de onda que van 

emitiendo los fluorocromos, asociando cada longitud de onda a una determinada base 

nitrogenada. 

 

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

 
Después de haber obtenido el resultado de la secuenciación se hizo una búsqueda 

bioinformática 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 homología, y así tener 

datos más exactos. 



RESULTADOS   

 
Como se mencionó 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: 

 

 
 

Figura 1.- Gel de agarosa al 2% para el análisis 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 extracción se procedió a la cuantificación del RNA  mediante 

espectrofotometría a una longitud de onda de 260nm empleando la siguiente formula: 

40µg x µl + A260.  En donde 40 µg = a una unidad de ssRNA, µl = microlitros totales de la 

solución, A260= concentración de la muestra de RNA.  
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TEJIDO TUMORAL Y TEJIDO ADYACENTE SANO  

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

adyacente sano  

MUESTRAS CONCENTRACIÓN 

1.- M-18A 280 ng/µl 

2.- M-19A 332 ng/µl 

3.- M-20A 558 ng/µl 

4.- M-22A 174 ng/µl 

5.- M-21A 564 ng/µl 

MUESTRAS CONCENTRACION 

6.- M-18S 325 ng/µl 

7.- M-19S 90 ng/µl 

8.- M-20S 345 ng/µl 

9.- M-22S 427 ng/µl 

 

RT – PCR 

 
Como ya se indicó en materiales y métodos, se amplificaron regiones específicas 

del gen en estudio mediante la reacción 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 algún producto inespecífico o bien pudo deberse a 

la falta de integridad del RNA total. 

 

Respecto al tejido adyacente sano en una muestra (M-22S) se observó claramente 

la banda de 454 pb, en dos muestras (M-19S y M-20S) se observó la banda de 454 pb y 

otras dos bandas más una de 613 y una de aproximadamente 700 pb y en una última 

muestra (M-18S) se observó la banda de 454 pb y dos bandas más 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 algún producto 

inespecífico.  

 

 



 

 

Estos resultados se pueden observar en las siguientes tablas: 

 

TEJIDO TUMORAL 

Tabla 2.- Expresión 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.- Expresión 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 continuación se muestran las figuras 11–15 con los resultados obtenidos: 

 

 
 

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

afectada, S.- sana. 

 
 

 
      

Figura 3.- Muestra 2 de tejido tumoral, A.- afectada. 
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Figura 4.- Muestra 6 de tejido adyacente sano, S.- sana. 

 

 

 
 

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

 

 
 

Figura 6.- Muestra 9 de tejido adyacente sano, S.- sana. 
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Como se puede observar en las figuras 11 a 15, la expresión del fragmento de 454 

pb (-159 pb, isoforma B) se presentó 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 neoplásicas. 

 

Mientras tanto el fragmento de 613 pb (+159 pb, isoforma A) se expresó en tejido  

tumoral, esto se puede observar en las figuras 11 y 12, y puede indicar que estos +159 pb  

podrían ser importantes a nivel de transcritos de proteína para alguna de las etapas: 

desarrollo, progresión y/o metástasis de las células malignas; también puede ser que se 

trate de una región reguladora. Sin embargo al compararla en los tres niveles de 

organización (DNA, RNA, Proteína) no se encontraron secuencias homólogas relevantes.  

 

Cabe mencionar que la banda de alrededor de 300 pb que se observó en tejido 

tumoral puede tratarse de una variante de empalme alternativo ya que además , esta 

banda también se encontró en la muestra número 6 de tejido adyacente sano.  

 

En las muestras número 7 y 8 que corresponden a tejido adyacente sano se 

expresó la isoforma B (-159 pb), pero además se expresó la isoforma A (+159 pb) esto 

nos puede indicar que en estas muestras de tejido adyacente sano a nivel macroscópico 

puede mostrarse como sano, pero a nivel microscópico pudo haberse dado una migración 

de células malignas lo cual nos estaría dando la aparición de la isoforma A, cabe 

mencionar que en estas dos muestras (7 y 8) se encontró una banda más de alrededor 

700 pb, lo cual nos podría indicar que se esta dando lugar a otros mecanismos en los 

cuales nos podría dar la aparición de una isoforma más o de algún producto inespecífico, 

esto puede observarse en la figura 14. 

 

En la muestra número 9 de tejido adyacente sano sólo se presentó la isoforma B (-

159 pb), obteniéndose el resultado que buscábamos por lo que podríamos decir que este 

tejido se encontraba sano por lo tanto sólo se expresó esta isoforma B (-159 pb). 

 

Como se ha venido mencionando para corroborar que la aparición de las bandas 

de 454 pb y de 613 pb fueran las que en verdad se esperaban se llevó a cabo la 

secuenciación, cuyo electroferograma se muestran en la figura 16. 

 



 

RESULTADO DE LA SECUENCIA DE LA BANDA DE 613 pb. 

 

 
 
Figura 7.- Eelectroferograma de la secuencia del amplificado del gen beta catenina, isoforma 

A. 
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Después de haberse obtenido el electroferograma se consultó la base de datos 

bioinformática BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) obteniéndose el resultado que 

se muestra en las figuras 17 y 18 a continuación. Se observó un porcentaje de homología 

del 99% de la secuencia obtenida de la muestra analizada, respecto a la secuencia 

informada en el GenBank para mRNA de beta catenina. 

 

 

 
Figura 8.- Resultados del alineamiento con el programa BLAST, flecha indica la secuencia 

encontrada 

 
 

 

Figura 9.- Secuencia  con mayor homología (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 proteína también se encuentre conservada debido a sus funciones 

primordiales para los organismos, como ya se mencionó en la introducción. 

 

 
Figura 10.- Organismos en donde se encuentra el gen beta catenina78. 

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

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

 

 

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

 



  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 está presente. 

 
 
 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

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

 
La disponibilidad de la secuencia del genoma humano nos permite identificar 

aquellas partes que pueden jugar un papel fundamental el desarrollo del cáncer. 

Existen genes importantes en el cáncer que presentan corte y empalme alternativo, 

lo que genera diferentes isoformas que cobran importancia en los estados celulares 

patológicos como el cáncer. 

 

 Algunos  informes muestran ejemplos en donde dos o más variantes del 

mismo gen pueden jugar papeles diferentes, específicamente en la transformación 

neoplásica. Un ejemplo de ello es la expresión 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 proliferación, lo que se contrapone a la actividad 

oncogénica conocida de HER259. 

 

  Cabe mencionar que son varios los genes involucrados en el desarrollo del 

cáncer, considerando que estos pueden presentar más de una isoforma, se 

complica el proceso de transformación maligna.  Debido a lo anterior, se hace 

necesario el análisis de la participación de las isoformas de genes críticos en alguna 

de las etapas del cáncer. 

 

 En esta tesis se planteó el objetivo de observar la expresión diferencial de las  

isoformas A y B (+/- 159) del gen beta catenina en cáncer de mama  con respecto a 

tejido sano adyacente. 

 

Los resultados observados indican la presencia de la isoforma A y 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 ocurrió en el tejido tumoral. Esto se pudo 

haber presentado  por inclusión de células neoplásicas a este tejido y dada la 

eficiencia y especificidad de la reacción en cadena de la polimerasa  se obtuvieron 

ambas isoformas, sin embargo, a pesar de no haberse hecho una cuantificación, la 

intensidad de ambas bandas fue semejante. Aunque las células eran 

morfológicamente sanas, al ser tejido adyacente, este ya se encontraría 



comprometido con la neoplasia y por lo tanto, estas podrían tener a beta catenina 

alterada, presentando la isoforma A (+ 159).  

 Estos resultados son coincidentes con un estudio previo que se realizó en 

tumor de Wilms, colon y próstata el cual también tiene un componente epitelial como 

el cáncer de mama; en dicho estudio se observó la expresión de las isoformas A y B 

(+/- 159 pb) del gen beta catenina, este gen al formar parte del complejo de 

adhesión de células epiteliales es un integrante crucial del mismo y en el proceso de 

transcripción de genes. Beta catenina tiene dos destinos: ser ubiquitinizada y 

destruida o quedar libre y entrar al núcleo y tomar el papel de activador de ciertos 

genes muchos de los cuales están involucrados en la supervivencia y en la 

proliferación celular, estos procesos están interconectados con otros mecanismos 

resultantes de estas alteraciones que pueden dar una causa hacia el cáncer79. 

 

Cabe mencionar que beta catenina no es el único gen involucrado en el 

desarrollo de cáncer de mama y además no solamente esta alterada en este tipo de 

tumor sino también en otros tipos como  son,  cáncer de colon, próstata y otros; se 

tiene muy poco informado sobre la participación de las isoformas A y B (+/- 159 pb) 

del gen beta catenina, por lo cual este trabajo podría ser una contribución para este 

tipo de estudios y también podría dar un aporte en la búsqueda de marcadores 

tumorales en este caso en cáncer de mama. 

 



CONCLUSIONES 

 

- Los resultados obtenidos muestran la expresión diferencial de las isoformas  A y B 

(+/- 159 pb) del gen beta catenina en cáncer de mama con respecto a tejido 

adyacente sano.  

 

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

 

- La isoforma 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. 

 

- La isoforma A (+159 pb) del gen beta catenina en cáncer de mama podría 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 I 

 
SECUENCIA DE mRNA DEL GEN BETA CATENINA (número de acceso X89578– 

X89593, X87838, y X89448, GenBank Data Libraries). 
 

 

 

 

    

 

 



 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ANEXO II 
 
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 objetívale. 

T0: Tumor no palpable. 

T1: Tumor hasta 2 cm. en su máxima extensión, aunque invada el pectoral mayor. 

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

T3: Tumor de más de 5 cm. en su máxima dimensión, aunque invada el pectoral mayor. 

T4: Tumor de cualquier tamaño, con fijación a la pared costal o piel. (La pared costal 

incluye: costillas, músculos intercostales y músculo serrato anterior, pero no el músculo 

pectoral). 

T4a: Extensión a pared torácica. 

T4b: Edema cutáneo (incluyendo piel de naranja), úlceras cutáneas o nódulos satélites 

en la propia mama. 

T4c: Ambas posibilidades. 

T4d: Carcinoma inflamatorio de la mama. 

ADENOPATÍAS (N): 

N0: Adenopatías axilares no metastásicas. 

N1: Adenopatías axilares ipsilaterales metastásicas. 

N2: Adenopatías axilares ipsilaterales metastásicas con fijación a la grasa axilar u otras 

estructuras de la zona. 

N3: Metástasis en adenopatías de la cadena mamaria intrena ipsilateral. 

METASTASIS 

 M0: Ausencia de metástasis. 

 M1: Metástasis a distancia más allá 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): afección no invasora en la que se encuentran células 



anormales en el revestimiento del conducto de la mama. Las células anómalas no se han 

diseminado fuera de este conducto hasta otros tejidos de la mama. Algunas veces, el 

CDIS se puede volver cáncer invasor y diseminarse hasta otros tejidos, aunque por el 

momento no se sabe cómo predecir cuáles lesiones se volverán invasoras.  

Carcinoma lobular in situ (CLIS): afección en la que se encuentran células anormales en 

los lóbulos de la mama. Muy raras veces esta afección se vuelve cáncer invasor; sin 

embargo, el padecer de carcinoma lobular in situ en una mama aumenta el riesgo de 

padecer de cáncer de mama en cualquier de las mamas 

Estadio I: 

El cáncer se ha formado. El tumor mide dos centímetros o menos y no se ha diseminado 

fuera de la mama.  

Estadio IIA: 

No hay presencia de tumor en la mama, pero el cáncer se encuentra en los ganglios 

linfáticos axilares (los ganglios linfáticos debajo el brazo). El tumor mide dos centímetros 

o menos y se ha diseminado hasta los ganglios linfáticos axilares. El tumor mide más de 

dos centímetros pero no más de cinco centímetros y no se ha diseminado hasta los 

ganglios linfáticos axilares 

Estadio IIB: 

El tumor mide más de dos centímetros, pero no más de cinco centímetros y se ha 

diseminado hasta los ganglios linfáticos axilares; o mide más de cinco centímetros, pero 

no se ha diseminado hasta los ganglios linfáticos axilares.  

Estadio IIIA: 

No se encuentra un tumor en la mama. El cáncer se encuentra en los ganglios linfáticos 

axilares que están unidos entre sí o a otras estructuras; o el cáncer se puede haber 

diseminado hasta los ganglios linfáticos cercanos al esternón; o el tumor mide dos 

centímetros o menos. El cáncer se ha diseminado hasta los ganglios linfáticos axilares 

que están unidos entre sí o a otras estructuras, o el cáncer se puede haber diseminado 

hasta los ganglios linfáticos cercanos al esternón; o el tumor mide entre dos centímetros 

y cinco centímetros. El cáncer se ha diseminado hasta los ganglios linfáticos de las axilas 

que están unidos entre sí o a otras estructuras, o el cáncer puede haberse diseminado 

hasta los ganglios linfáticos cercanos al esternón. El tumor mide más de cinco 

centímetros. El cáncer se ha diseminado hasta los ganglios linfáticos de las axilas que 

están unidos entre sí o a otras estructuras, o el cáncer puede haberse diseminado hasta 



los ganglios linfáticos cercanos al esternón. 

Estadio IIIB: 

El tumor puede tener cualquier tamaño y el cáncer: Se ha diseminado hasta la pared del 

pecho o a la piel de la mama; y puede haberse diseminado hasta los ganglios linfáticos 

de las axilas que están unidos entre sí o a otras estructuras o el cáncer puede haberse 

diseminado hasta los ganglios linfáticos cercanos al esternón.  

Estadio IIIC: 

Puede no haber signos de cáncer en la mama o el tumor puede tener cualquier tamaño y 

puede haberse diseminado hasta la pared del pecho o a la piel de la mama. Así mismo, 

el cáncer se ha diseminado hasta los ganglios linfáticos por arriba o debajo de la 

clavícula; y  puede haberse diseminado hasta los ganglios linfáticos de las axilas o hasta 

los ganglios linfáticos cercanos al esternón. El cáncer que se ha diseminado hasta la piel 

de la mama se llama cáncer de mama inflamatorio.  

El cáncer de seno (mama) en estadio IIIC se divide en estadio IIIC operable y estadio IIIC 

no operable.  

En el estadio IIIC operable, el cáncer: 

Se encuentra en 10 o más ganglios linfáticos de la axila 

Se encuentra en los ganglios linfáticos debajo de la clavícula 

Se encuentra en ganglios linfáticos de la axila y en los ganglios linfáticos cercanos al 

esternón.  

En el estadio IIIC no operable del cáncer de seno (mama), el cáncer se ha diseminado 

hasta los ganglios linfáticos por arriba de la clavícula. 

Estadio IV: 

El cáncer se ha diseminado hasta otros órganos del cuerpo, con mayor frecuencia hasta 

los huesos, los pulmones, el hígado o el cerebro. 
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