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RESUMEN 

El reti11oblastoma (RB) es u11a 11eoplosia 111alig11a de orige11 embrionario con una 

frecuencia de J e11 20,000 1u1cidos vivas. El ./O % de los casos so11 hereditarios y el 

tumor gene~alme11te es bilateral, aunque el J0-15% de los RB unilaterales tambié11 son 

hereditarios. El resto de los casos presell/an laforma 110 hereditaria y el tumor siempre 

es unilateral. Esta neoplasia se hereda co11 1111 potrcJ11 outosómico dominante y tie11e u11a 

pe11etra11cia del 90 %, es decir el 10 % de los i11d/viduos que portan una mutación e11 el 

gen RB 110 desarrolla11 el reti11ohlastoma pero pueden heredar el gen anormal a ·su 

desce11de11cla. f:I gen del retinohlastoma se localiza en el hra:o largo del cromosoma 't J 

(!Jq/./), co11tle11e 27 exo11es y codifica para ,;,m fosfdp~~teina ;,,,de~r~{¡;Rii)° que 

participa en lo regulació11 del cÍclo cel~Ja/co~;c ;,¡ i~h;~J~or de i~ prolifera~ió11 
celular y como supresor de la tumorigé11e;is, d; tal

0

ma11era C/lle l~ i;,¡,cill'Clción IÍeÍ gen 
< - • -- • ¡:: - ' . -~-: -

RB es la respo11Sable del desa"ollo del tumor. Los pacientes i:Ó1Í RB hereditario tie11en 

mm predispw'icicJn mQ)-'OI' a. ~esarro/lar ·otros· ti~: de· c1illce~ c~n;o oste~r~oma, 
jibrosarcoma y dil'ersos mielomas, e11tre otros. Clinicame11te, el RB u11ilateral 

heredita¡.Ío y el 1w heredilario SOi/ i11disti11guihles por lo que es fi111dame11tal la 

ide11tificació11 de las mutaciones que pem1ita11 el diag11óstico diferencial emre ambas 

formas. Por otro lado, en la actualidad el diag11óstico de la e1ifermedad se establece en 

etapas ava11zadas e11 las que se req11iere11 tratamientos agresivos como la enucleación 

del órgano afectado. Por talllo, es fulltÍamenta/ el diagnóstico temprallO para u11 

tratamlell/o oportuno y la identificacidtt de las mutaciones para diferenciar el RB 

hereditario del no hereditario y proporcionar u11 asesoramiento genético adecuado. 

El objetivo general de este trabajo fue detectar las mutaciones responsables del 

reli11oblastoma e11 pocie11tes mexicanos. /'ara esto se creó u11 banco de DNA de 40 

paciellles con diagnóstico clínico e histopatológico de retinob/astoma y de sus 

familiares de· primer grado. También se impleme111aro11 y estandarizaro11 /as 

metodologla.• que permitieron detector las 111111acio11e" en el gen IUJ. Se si11tetizoro11 /as 



sec11e11cias de aligo1111cleótidos 11ecesarir>s para amplificar los exo11es 3, ./ y S del gen 

RIJ media/lle la reacción en mde11a de la polimerasa (PCll), se realizó el análisis de 

polimorfismos co1iformacirmoles de cadena se11cille1 del liNA (SSCI') y. se 

esta11dari:aro11 las co1ulicio11es óplimas para realizar le1 sec11e11ciadfo/l
0

cJ~I lJNA. De los 

./O padeules se e11cm11rare111 6 ctJ.ms con RB hi/meral y S casos ''º/IRB unilateral que 

moslraron 1111 patm11 electrofor.!1ico auormal por SSCI'. ·/'ara 'establecer.. si los 

ca11~bios electro/ortlticns se heredaron de las padres (carus de 1~b ;/ciltJ;a;~~fa) se 

estudiá un J.rrupo de padres de las JKICÍL'llles cou ¡wtrones anorm~/~.~ .~• 1~Js prese;11~ró11 
,-·· '.• 

1111 patró11 electroforélico 11ormal, lo cual sugiere que el c¡,mbio e/e~/rojoretico 
. . . 

e11co11trado en los pacieutes es ocasiouado por una mufaJ?ió11 de ."º''D.• y q111i /03·"casÓ.\' 

con RB 11111/ateral y 1111 patró11 e/ectroforético al/erado so11 heredilarios. · 

.• . • '. H . 
Co11 estos resu//ados se demosiró que el a11álÚis por.· SS(;P. puede emplearse 

ejicien1eme111e para localizar las m11lacio11es r~;pon;,b(e/Je. /~ e1ifermedades 

hereditarias y de dijeren/es formas de có11cer. 
. . . 

U11 diagnóstico molécular tcmpra110 es Je gran Íllilidad pa~a- el tratamlén10 oportuno y 

el asésor~mic1110 · genético adecuado de los 1:.0Mdu~;. afec1dd~s. además permite 
/' '.. 

delectar los caros de t10 pe11e1ra11c/a. Este trabajo abre 111w.nucva l/11ea de inves1igacid11 

para el estudio del re/i11oblas1oma dom/e se delermi11e11 los lipos de m11tacio11es, los 

casos de novo, de 110 pe11etra11c/a y también do1ule se establezca el diagttós/ico 

difere11cia/ entre el RB hereditario y el RB ""hereditario. 



INTRODUCCION 

El retinoblastoma (RB) es una neoplasia maligna de origen embrionario 

que se presenta generalmente antes· de los cinco ru1os de edad (Wiggs y cols, 

1988; Shimizu y ccÍls;, 1994): Anivi:I mundial se estima que tiene una 

frecuencid del e112~,ciio n~cid.os,vi~os.(Gatlie y Joremy, 1990; Blanquet y 

cols, 1994):' Esta ~íifermed~d ~é caÍ'aéÍeriza por la presencia de leucocoria, 

estrabismo y ~osÍerlorme~t~ por si~os inflamatorios oculares (Dlaz y 

Oroz~o. 1992). s(; p~~d~ p:~s~~~ ~n fonna unilateral o bilateral; todos los 

bilaterales y el 10-1 s% de los ~ilaterales son hereditarios (rabia /) y en su 

mayorfa son mlltaciollés ',/e ~;,,;;,' (fig. ~). El RB no hereditario. ocurre en el 

60% de los. c~sos, el túl11or 'siempre e~ unilateral y se manifiesta 111ás 

tardiamente que el hereditario (/ig. 2) (Cowell, 1991). La predisposición para 

desarrollar tumores se hereda ca'n un patrón autosÓmico dominallte y lina 

penetrancia del 90% (fig. J) (Abr!llllson, 1990; Jorgen y cols, 1990; Scheffer 

y cots, 1989). 

De acuerdo con ta teorla de Knudson, el RB es un cáncer causado por 

dos eventos rnutacionales (fig. 4), como resultado de los cuales ambos alelos 

del gen responsable del RB se inactivan y conducen al desarrollo de la 

neoplasia. En el RB hereditario la inactivación del primer alelo ocurre en las 

células germinales mientras que la inactivación del segundo se presenta sólo 

en las células de la retina; en el RB no hereditario ambas mutaciones ocurren 

en las células de la retina (Knudson, 1971}. Cuando ambos alelos se 

inactivan se dice que existe pérdida de heterocigocidad (LOH) y que la 

homocigocidad resultante es causa del desarrollo del tumor (Naumova y 

Sapienza, 1994; Weinber, 1991). 



TABLA 1.- CARACTERISTICAS DEL RETINOBLASTOMA 

HEREDITARIO! NO HEREDITARIO~ 

Inicio temprano(< 1 año) Inicio tardío(> 1 ai\o) 

Bilateral (85-90"/o) Unilateral (10-15%) Unilateral (100%) 

Alteraciones genéticas : Alteraciones genéticas : 
Translocaciones, grandes deleciones Translocaciones, grandes deleciones 

y mutaciones puntuales y mutaciones puntuales 

1 er evento mutacional en células 1 er evento mutacional en 

genninales (de novo) las celulas de la retina 

Progenie afectada Pr~ge~ie nonnal 

Alto riesgo de otras neoplasias Sin riesgo de otras neoplasias 

(Diaz y Orozco, 1992) 

1 El 40 % de los casos con RB son hereditarios. 
2 El 60% de los casos con RB son no hereditarios. 



• R B bila!lral. 

() R B unilateral. 

Figura 1.- RB hereditario; árbol genealógico de un caso con RB bilateral cuya madre 
está afeclada con RB unilateral. 



CJl R 8 unlloteral, 

Figura 2.- RB no hereditario; árbol genealógico de un caso con RB unilateral sin 

antecedentes de la enfermedad, clínicamente no se puede distinguir el RB unilate;al 

hereditario del no hereditario. 
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t 

• RB bllaUral. 

(t R 8 unllatera l. 

Figura 3.· Caso de no penetrancia; caso de un paciente con RB bilateral cuya madre 

procede de una familia donde hay varios individuos afectados con RB unilateral, la madre 
del paciente es un caso de no penetrancia que heredó a su hija el alelo mutado 

proveniente desde la I' generación. 



la. 9eneracioh 
, CEL. SOMATICAS 

CEL. GERMINALES 
· ler. evento 

2a. 9'eneraclo·n 
CIGOTO 

CE LULAS 
DE LA 
RETINA 

TUMOR 

3ero. Q•neracicln. ····.iffio 
CIGOTOS · .. \!.W 

(Día7. y Orozco; 1992) 

Figura 4.- TEORIA DE KNUDSON. De acuerdo con la hipólesis de Knudson, el 

relinoblasloma es causado por la inaclivación de ambos alelos del gen RB; en la forma 

heredi1aria, el primer alelo se inacliva en las células germinales y el segundo alelo se 

inactiva en las células de la re1ina (A) y en la forma no hereditaria los dos alelos se 

inaclivan unicamente en las células de la relina (B) 



Existen cuatro mecanismos que causan LOH (Gallie y Joremy. 1990): 
.• a} pérdida de un cromosoma 
.• b) pérdida de un cromosoma y reduplicación del cromosoma 

restante . 
. • c) recombinación mitóticH y, . . 
.• d) mutación de nmw en el cromosoma homólogo. 

El cuidadoso análisis por fragmentos· .. de· restricción de·. longitud 

polimórfica ( RFLP's ) del cromosoma 13, reveló 'que la reco1Í1binación 

mitótica es el mecanismo más común de la LOH ·(Weather~ll. 1991; Greger y 

cols, 1990). 

GENETICA MOLECULAR DEL GEN RB 

El gen RB se localiza en la banda 14 del brazo largo del cromosoma 13 

(13ql4) (fig. S). Tiene una longitud de 200 kb, contiene 27 cxones (fig. (\!,se 

transcribe en un mRNA de 4.7 kb (Dunn y cols, 1988; Mitchell y Cowell, 

1988; McGee y cols, 1989) y codifica para una fosfoprotelna nuclear (pRB) 

de 928 aminoácidos y un peso molecular de 11 O KDa (Friend y cols, 1986; 

Dryja y Rapaport, 1986; Fung y Murphree, 1987). Para la clonación del gen 

RB, Friend y Horowitz (1987) construyeron una gcnoteca de cDNA a partir 

del mRNA de una línea celular de retina humana usando como vector de 

clonación el bacteriofago /..gt-11. Estos autores fonnaron un híbrido con 

lineas celulares de ratón y humano y obtuvieron varías clonas de cDNA con 

mapas fisicos similares que en 1988 fueron utilizados por Huci y cols ( 1988) 

para transfonnar líneas celulares malignas obteniendo células capaces de 

sintetizar la fosfoproteina nonnal. 



p 

q 21 

(Díaz y Orozco; 1991) 

1 

Figura s .. UBICACION DEL GEN R~ EN EL CROMOSOMA 13, 
Esquema del cromosoma 1 J con Ja técnica de band s G. La flecha indica el Jocus del gen 

RB en Ja región cromosómica IJq 14. 

" 1 

1 

1 
'1, 

1 

10 



GEN DEL RETINOBLASTOMA 

EXONES 

4 • 6 

1 2 

11 
3456 7,2:. 3 17 ¿¿¿ .· 

o 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 

Kilobases de DNA 

Figura 6.- El gen RB conliene 27 eKones y comprende 200 kb (Yandell y Dryja, 
1989) 

,, 



MECANISMO DE ACCION DE LA pRD 

La fosfoprotelna pRB (fig. 7) se une de maneraespecílica al factor de 

transcripción E2F y su fosforilación está regul3Úp6r 'p¡~t~íiici~asas, si~ndo 
la más importante la cdc2. Esta cinasa es un regulad6r ~universal de la 

división celular en eucariotes y puede f~sf6ri1ru:~ Ía pRB i~ ,.ú~~ y al die~os a 
e·'-'. \ .• ,_ -.-.·- ' . ' 

cinco de los diez o más residuos de seririas y treoninas ;,¡ ~iioo .. LápRB en su 

fonna no fosforilada se une al factor úe transcri;ci61í ElF ~uriiítt~ la fase G 1 

(fig. 8). El mismo factor se une a ciclina A dural\te la.fase
0

S. T~ritci .1~ ciclina 

A como la pRB participan en la reg~laciÓn d~I ciclo cel~lar: l~~RB c61no un 

regulador negativo y la ciclina A como u~ regulado~positivo. La ciclina A se 

sintetiza al final de la fase G 1 y se degrada en la prometafase; su función es 

promover la replicación del DNA (S!Íirodkar y cols, 1992). Un mecanismo a 

traves del cual ambos ejercen sus funciones parece ser la fonnación de 

complejos con el factor de transcripción por medio del cual modulan 

potencialmente su actividad. Otros blancos de regulación transcripcional 

negativa de la pRB son tgf-31, c-fos y c-myc. Tanto c-fos corno c-myc 

tienen sitios de unión para E2F en sus promotores implicando que la pRB 

suprime la transcripción de estos genes al secuestrar al factor de 

transcripción E2F en un complejo inactivo. La proteína pRB cuenta con un 

dominio de oligomerización para unirse a otras unidades de ella misma y un 

domino de unión al DNA, además de contar en su estructura con sitios de 

unión para el factor E2F tiene sitios de 1mión que le permiten asociarse con 

oncoproteinas virales como la EIA, antígeno T y protelnas de transfonnación 

del adenovirus E2, de tal manera que estos virus pueden inactivar a la pRB y 

dar lugar a un crecimiento celular no controlado (Huei y cols, 1988; Ludlow 

y cols, 1989}. En los retinoblastos y en otras células susceptibles a 

transformación la inactivación del gen RB es suficiente para permitir el 

crecimiento sin control de las células (Dcncdict y cols, 1990). 

12 



DOMINIO DE UNION 

COOH 

OLlllOIU:lllZA CION UNION A ONA 

(Hollingsworth y cols, 1993) 

Figura 7.- ESTRUCTURA DE LA PROTEINA pRB. La proteína humana 

pRB contiene al menos tres dominios estructurales. Uno de ellos incluye al extremo 

amino terminal y los otros dos incluyen Jos dominios requeridos para unirse a las 

oncoproteinas de varios virus de DNA como por ejemplo, el antígeno T. Los dominios de 

unión para el antlgeno T se requieren también para su asociación con el factor E2F. Los 

sitios potenciales para la fosforilación por cdc2 están indicados por (p) y Jos sitios que no 

pueden ser fosforilados ill •'il'O por('). Los números indican la secuencia de aminoácidos. 



Expresio'n de Qenes 
(senciol para entrara lo fose s. 

(Hollingsworth y cols, 1993) 

Figura 8.- FUNClON DE LA pRB EN EL CICLO CELULAR. La pRB y 
el ciclo de división celular. En este esquema, la protelna pRB está representada por RB 
en las diferentes fases del cilco celular. Las etapas de fosforilación se indican por P. X y 
Y representan proteínas celulares que se asocian con RB, y cíclínas (ovalos sombreados) 
así como también las subunidades catalíticas de la proteínfosfatasa tipo 1 (PP 1 ). Durante 
Go y principios de G 1, la RB está fosforilada y se une a cierto número de proteínas, 
incluyendo el factor de transcripción E2F. La asociación con un complejo de cíclínas 
(COK) dependientes de cínasas, conduce a la fosforilación de la RB y probablemente 
están involucradas diferentes cinasas (CDK) en diferentes etapas del ciclo celular. 
Finalmente, la fosforilacíón induce a la disociación de las proteínas unidas a la RB; las 
proteínas X, Y se separan de la fosfoprotcina RB en la etapa del ciclo celular denominada 
como puntos de reslricción para cumplir cada una con su función en la transcripción de 
otro tipo de genes 
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ANTECEDENTES 

Neoplasias asociadas 

Los pacientes con· retinoblastoma -hereditario tienen mayor predisposición 

para desarrollar tun1ore~ secundarios de_ tipo no ocular. Originalmente se 

pensó que los tumores- secundarios eran el resultado del tratamiento con 

radioterapia~ deb.ido:·a ~u~ la mayoria de ellos aparecen en la zona radiada de 
- ' -

pacientes con la mutación genninal; sin embargo un buen numero de niños 

afectados desarrolláÍi Íumores secundarios antes del tratamiento del tumor 

intraocular. :~stos tumores se pueden presentar también en sitios distantes a 

la zona radfada como ocurre con el tejido óseo. Se ha visto también que más 

del 50% · de nii\os con retinoblastoma hereditario desarrollan tumores 

secundarios no oculares en los siguientes 32 aJlos y más del 90% de los 

nil1os que reciben radioterapia los desarrollan en los 30 rulos sib'llientes al 

tratamiento (Abramson, J 990). Por otro lado los individuos con 

retinoblastoma hereditario tienen un riesgo 200 veces más elevado de 

desarrollar tumores de tipo mesenquimatoso en etapas tempranas de su vida 

adulta, siendo los más frecuentes los osteosarcomas, fibrosarcomas y 

mielomas (Roarty y cols, 1988; Draper y cols, 1986; Toguchida y cols, 

1988). Desafortunadamente en la actualidad en México, el diagnóstico del 

retinoblastoma se establece ya en etapas avanzadas. Los casos 

diagnósticados de esta manera requieren de tratamientos agresivos que 

incluyen la enucleación del ojo afectado. 

Nuevas estrategias para el estudio del RB 

Con el antecedente previo de que en 1989, Orita y cols ( 1989) desarrollaron 

un método denominado polimorfismo confonnacional de cadena sencilla 

(SSCP) donde las moléculas de DNA de una sola cadena toman una 
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confonnación dependiente de su secuencia nucleotídica, y cualquier tipo de 

mutación incluyendo una mutación puntJal puede afr~rar la confonnación de 

la cadena y detectarse cleclroforéti6ame1Jte. Alllláclo ·al ·hecho. de. qÚe las 

mutaciones se distrib~yen a t~clo I~ l~go ~~Í ~eil ruJy tj~e;11~ ·~~is;en ·zonas 
' - •" • ' ¡:-,.•.••--•.o·¡ ,,· ',,• ¡';,-' ,. ' 

específicas . del. gen que .. estén. in'voluciadat co~ el .· désarrollo. del tumor 

(Blanquet y ~ols, 1994), se plant~ó eil · el ;res~~t~ tr~baJo éstablecer 
.......... ·. ·-: - ._,. ' 

metodologlas moleculares como la PCR? SSCP y scc~enciadón del· DNA 

para la detección de las mutaciones responsables del ré;i,;~bl~strii'na: 

ANALISIS POR PCR 

Fundamento 

Con esta técnica se puede amplificar selectivamente una· sola molécula de 

DNA o RNA en varios millones de veces en pocas horas. Pennite la 

detección y el análisis de secuencias especificas de un gen a partir de la 

muestra de un paciente sin necesidad de su clonación,• Southem blot o 

Northem blot. La PCR. está basada en la amplificación enzimática de un 

fragmento de DNA que es flanqueado por dos secuencias cortas de DNA 

(oligonucleótidos) que hibrldar; co~ la cadena homóloga y sirven de 

iniciadores para la síntesis• de la cadena complementaria por la DNA 

polimerasa (fig. 9). ·Con el uso de máquinas especializadas para PCR en 

pocas horas se pueden generar millones de copias idénticas a esta secuencia. 

Esta técnica requiere sólo cerca del 1 % del DNA requerido para Southem 

blot. Los productos amplificados son fácilmente analizables en estas 

condiciones, lo que facilita la detección de mutaciones. La PCR también 

puede aplicarse al análisis de pequenas muestras de RNA, sintetizando 

primero un DNA complementario (cDNA) a partir del RNA utilizando la 

transcriptasa reversa (Orozco, 1993). 
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.. 

DNA blanco 
Desnaturalización y alineación 
de oligonucleótidos (iniciadores~ 

1!1!!11!!11l!ll!l1 

Sínte•is de DNA 
;¡¡¡¡¡ lllUllllllllZlllJilll 

!jjj! => hfflll!i!!li!tll!lll 

·~ - llllllll!IZUlllilii 
liii! => mi11111a111111mm 

lllll lllllllllllllllllilil 
ffijl 

/ 
mam11111111m1111 

- 111111111111111111¡¡¡¡ 

liii! => &il!llllllllHlllUll 

... \!Ol!i(!illlll@ 

ljjii' => ñillllllllllllllll 

11111 

~:::::::,::::::;:; lffil 

Puede continuar indefinidamente,,,. 

(Orozco, 1993) 

Figura 9,- REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA PCR. La 

técnica de PCR permite obtener millones de coplas de un pequeHo fragmento de DNA en 

forma exponencial en un período de tiempo relativamente corto. 



DETECCION DE MUTACIONES POR ANALISIS DEL 

POLIMORFISMO CONFORMACIONAL DE CADENA SENCILLA 

(SSCP) 

Fundamento 

Orita y cols. (1989) aplicaron el método de SSCP para detectar 

polimorfismos en la secuencia de nucleótidos del DNA humano y pudieron 

observar la diferencia en la movilidad de cadenas sencillas de DNA 

empleando una secuencia escogida arbitrariamente'. •Por. este procedimiento 

los DNA's de cade~a s~.nciUa de lamism~ longit~d pue~.é~ ~~pararse :co~ una 

electroforesi~ en geÍ i(Je' poliacrilamidá debido ~ a 1il/aifereiicia ;'C)IJ, sus 

confonnacionesé pr~d~:Ui~~temenÍe. semi:~tables. La'. clifei~.ici~ ; en la 

movilidad de los DNA's de cadena sencilla sobre u.i gel de~le~';oforesis se 

debe ~ IÓs ~~bio~ ~o~onnacional;~ y por ló tantd;so.i de~~niin'acÍ'.d~ co'i~ó 
polimorlis~os confonnacionales de cadena sen~illá (SSCP)"(Pcicl~sig~ ~~Is, 
1991; Metka ; cols, 1994), (Fig. JO). El análisis por SSCP;puede ser 

empleado p~ la búsqueda de mutaciones involucrados en enfennedades 

hereditarias y para detectar aberraciones en el DNA en los diferentes tipos 

de cáncer (Damjan y Dean, 1993). La comparación de fragmentos de DNA 

de porciones de tejido canceroso con aquellos de tejido nonnal por medio de 

SSCP puede revelar alelos amplificados de detenninados genes y pérdida de 

heterocigocidad (LOH) en los loci de un cromosoma cualquiera que éste sea. 

Una remarcada ventaja del análisis por SSCP es que puede ser empleado 

para detectar mutaciones puntuales en varias posiciones de un fragmento de 

DNA (Damjan y Dean, 1995; Iwahana y cols, 1989). 
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DNA Genómico -> PCR -+SSCP 
(A) 

Dos alelos normales 

¡. I 
(B) 

Un alelo normal y 1111 alelo 

mutante/ ¡· 
b b' 

De1na1uralización 

Polimorfismos normales e 
ldintkos entre las dos cadenas 

·~·~ 
b i b ~ 

Electroíoresis 
N M 

--•' 
ª-- --· b' 
b_ b 

Dos polimorfismos normales y 
dos anormales 

·~ 
b~ 

··~ 
b'~ 

N: normal 
M:mutado 

(Damjan y Dean, 1994) 

Figura 10.- DETECCION DE POLIMORFISMOS POR SSCP. La 
técnica de SSCP se basa en el principio de que las moléculas de DNA al desnaturalizarse 
toman una conformación que depende de su secuencia de bases. Las moléculas que 
difieren desde 1 hasta 1,000 pares de bases pueden adoptar diferentes conformeros y 
migrar en forma diferente en geles de poliacrilamida. En la figura se observan dos alelos 
(A) con sus dos cadenas normales (a y b), y otro par de alelos (B) donde uno de ellos 
tiene sus dos cadenas normales (a y b) y el otro tiene mutadas ambas cadenas (a' y b'), las 
cadenas mutantes adquieren un polimorfismo anormal y migran en forma diferente en una 
electroforesis 
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SECUENCIACION POR EL METODO DE SANGER 

Fundamento 

Originalmente F. Sanger y cols ( 1977) desarrolló un método de 

secuenciación utilizando DNA de Escherichia coli y DNA polimerasa I para 

sintetizar una copia· complementaria de un templete de DNA de· cadena 

sencilla. Este método aprovecha la capacidad de la DNA polimerása I de E. 

coli para utilizar como sustratos. a los 2',3'- dideoxinucleótidos. Cuando un 

dideoxinucleótido se incorpora are~ije~o 3' de la cadena en crecimiento, la 

elongación de dicha cadena :.s.e . detiene selectivamente en la base 

correspondiente Guanina, Adeni~a. Timina o Citocina (G,A,T,C) debido a 

que la cadena en crecimiento pierde ahora un grupo 3'-hidroxilo. En la 

práctica, el procedimiento de Sanger involucra los siguientes pasos (fig. 11): 
. . 

1.- El DNA .q~e se va a secuenciar debe ser de cadena sencilla. Este servirá 

como molde a la DNA polimerasa l. 

2.- Un oligodeoxinucleótido complementario sintetizado químicamente 

(iniciador). se alinea al extremo 3' de la región que se va a secuenciar del 

moldetemplete de DNA de cadena sencilla. Este servirá como iniciador para 

la DNA polimerasa l. 

3.- El complemento formado por el DNA molde y el iniciador se divide en 

cuatro alícuotas y cada una de ellas será~ una reacción independiente. Se 

utiliza la polimerasa Klenow para sintetizar un oligodeoxinucleótido marcado 

radiactivarnente que es complementario al DNA que se pretende secuenciar. 

Cada una de las cuatro reacciones independientes contiene los cuatro 

desoxinucleótidos (uno de ellos o más pueden estar marcados 

radiactivamente), y uno de los cuatro 2',3'- didesoxinucleótidos. El 

crecimiento de la cadena en fom1ación se detiene en el momento en el fu:, 
es incorporado el didesoxinucleótido correspondiente (ddA, ddG, ddC o 
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ddT) a la reacción de crecimiento. De esta manera cada una de las cuatro 

reacciones indepen'dientes contiene un extremo 5' fijo detenninado por el 
" ' 

iniciador acoplado a ella y un extremo 3' tenninal con una base especifica. 

4.- Cuando terininan las reacciones de crecimiento las copias radiactivas que 

se obtienen;se separan del templado de DNA por calentamiento y se,co~en 
en un gel desnafuializante de secuenciación. Las cuatro reacciones de 

' ' 

crecimieiito indeperidientes se corren en carriles adyacentes sobre el gél, y la 

secuenciá. del DNA se puede leer entonces directamente · en una 

autorradiografia del gel (Sanger y cols, 1977). 
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región a exlremo para la unión 
secuenciar, . del primer 

5'A TT AOACGTCCGTGCAA TGÓ' 
l.¡.·· unión del.prin1~r:J'.ACGTTACGS' 

, , '•' '•' .. ,- ,.,, 

5'A TT AGACGTCCGTGCAA TGC3' 
. ·. 3' ACGTTACG 5' 

[32 P)dATP; dTTP, dGTP; dCTP 

1. s~parado en' cu~i'r~ r~~c~i6n~s 

+,'~i~~~ACOIT'"";}!:~·=~~''" 
+~t~+º~~füEx~ic_·_.·._, ___ 5} 6 

, · · 3'ddTCTGCAG<JC · 5' -=. a Ja linea T del gel 
· 3'ddTAATCTGCAGGC 5' de secuencia 

~ : : d~ +enzima Kl:~::c. _____ 

516 - 3' ddCAGGC 5' -:. a la linea C del gel 
3' ddCTGCAGGC 5' de secuencia 

(Ausubel y Brent, 1988) 

Figura 11.- SECUENCIACION DE SANGER. El fragmcnio de DNA que se 

secuencia es acoplado con un oligodeoxinucleólido que sirve como iniciador para Ja 

DNA-polimerasa ( 1 ). Se agregan los cualro deoxinucleótidos uno de los cuales eslá 

marcado radiactivamcnle (2) y Ja reacción se divide en cualro alícuotas (3). Se agregan la 

DNA-polimerasa y los dideoxinucleólidos ddATP, ddTTP, ddGTP o ddCTP (4) y se 

permite que transcurra la reacción (5). Finalmenle se deliene la reacción y se colocan en 

carriles adyaccnles sobre el gel de secuenciación (6). 
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JUSTI FICACION 

casos de RB al ailo; un gran numero de ellos inician. sus manifestaciones 

clínicas antes d ·! ailo de edad (Diaz y Orozco; 1992). Por io general, el 

tumor se observa en las etapas iniciales sólo cuando se I~ b~~c~/com6·en los 

nii\os que tienen \antecedentes hereditarios, o cuando ya·~~ba'afectado un 

ojo. Cuanto más \pronto se efectúe el descubrimiento ~;el'. tr;~~mi~nto del 

tumor, la oportunif ad de impedir la diseminación .a trax~s?~l ~1~R~ óptico y 

de los tejidos 1e la órbita es mayor c:v~~gl?~i' ~e;T;a~l.or,' 19~7). 

Desafortw1adamente en nuestro pais el 100% ·de Jos casos han requerido de 

:.;',:'::,::f ~::=:. ;: ::;:~mit~~~:f;:;: 
Biología Molecul para con ello contribuir a -.la prevención y a un 

tratamiento oportun de los pacientes afectados. 
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OBJETIVO GENERAL 

Detección de las mutaciones en el gen RB responsables del retinoblastoma 

en pacientes mexicanos. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1 .- Crear un banco de DNA de pacientes con diagnóstico cllnico e 

histopatológico de retinoblastom~. 

2.- Implementar yeslandarlzar l~s metodologfas que permitan detectar las 

- . . . 

3 .- Contribuir al diagnóstico diferencial entre el R8 hereditario y río 

hereditario. 
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MATERIAL Y METODOS 

ESTRATEGIA GENERAL 

Para cumplir con el oI:tictivo. de este trabajo se captó (1'er diagrama de 

flujo) una población de 40 p~~i~'ntes con diagnóstico clínico e histopatológico 
' . ) ' 

de RB. De acucÍrdo conel .. estudio clínicode lo.s pacientes, se seleccionaron 

aquéllos que no 1;¿bi~sei; siclo íritnsfundidos, ni l;ubiesen redibidb q1ioíio ni 
,. ·•. , __ . ". / '. ," .. ' ... ' . "• ,, ' . 

radioterapia en. 1.os 'iiltimos.trcs'mesesanteri~res·•ª' es!llC!iÓ.•se' t~móuna 

=~:::es~:es;~;r}tFJ~J~: ~~fr~1:~~Ps~~:~jri:J7~é~~~~:s;i·nf:cii~: 
' - . :· .:'·'·' ''" '. "·"-·.,-"·.·,·.·.; :.· ·: -··' .-. .'..-_-

de cada paCiente y con el se ~onfonnó tiJí bancó de DNA. ·.•· · .... 

De ai:uefáo con /BláiíqÜ~t y c6i~ (1993 ), se sintetizaron lás' secúenéias 

de oligonuclé.ÓtidÓs'n'i:'é~~~~~ ~¡jj'~~pliflc~ los·exones 3, 4 y S del gen 

RB. de 28 paél~nte~ e~~ llB unil~ter~I y 
0

12 con RB bilateral, por la Íécnica 

de reacCión~n.'cad_e~a-de la polimerasa (PCR). Se estandarizó la técnica para 

el análisis. de• polimorfismos· conformacionales de cadena sencilla (SSCP) 

empleando co~Ó '.cim~ol las condiciones aplicadas en la detección de una 

mutación conocida causante de la fibrosis quistica, y después se aplicó esta 

técnica para de'i~ctar polimorfismos anormales en los pacientes afectados 

con retinoblastoma. · Finalmente se estandarizó el proceso de secuenciación 
·.· -.,· _.-_" 

del DNA de Sanger y cols., (1977) para caracterizar las mutaciones 

detectadas en la Población de estudio. 

Los reactivos y soluciones empleadas en este trabajo se describen en el 

Apc!ndice2. 
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DIAGRAMA DE FLUJO 

Captación de Pacientes 

JJ 

Estudio Clinico 

JJ 
Sangre Periférica 

(EDTA0.1%) 

ti' 
Extracción de DNA 

(fcnol-clorofom10, cloroformo--isoomiJico) 

Integridad <= 
(a¡¡arosa 1.0%) 

Sfntesis de Olígos ::::> 

u 
Cúantificación · · ::::> 

(D.O. 260 nm) 

u 
PCR 

(DNA 100 n¡¡/µI) 

SSCP estandarización => 
(o:-llp, p.1cienh!'S con f.Q.) · 

u 
SSCP 

(pacientes con RbJ 

u 
Secuenciación <= 

(a·" S, pacicn1cs 0011 SSCP anormal) 

u 

BancodeDNA 

u 

u 

Sec. Estand. 
( método de Sangcr ) 

Caracterización de mutaciones o polimorfismos 



METODOLOGIA 

Criterios de inclusión: 

Se incluyeron en .el estudio 40 casos Indice, 28 con RB unilateral y l 2 con 

RB bilateral cuyo diagnóstico clínico de RB fue confinnado por estudios 

histopatolÓgicos (todos lo~ casos fueron confinnados por un sólo p~tólogo). 
,', . ,·· . 

Criterios de exd~·sión: 

Se excluyeron·. aquellgs ~acl~r;t~s que hubiesen recibido· tratamiento con 

quimio o radioterapia en lo~ t;~~ .ries~santeririre~~l~studÍo .. 
El DNA se obtuvo a partir de sari;:~e~fé~~~ d~ acuerdo con el sib'lliente 

procedimiento (Ausub~I y Bren!, i988) . . 
·-,; .. -

EXTRACCION DE DNA DE SANGRE PERIFERICA 

Se tomaron 7 mi de sangre periférica del paciente usando EDTA como 

anticoagulante y después se centrifugó la muestra por 20 minutos a 3,000 

rpm, se tomó la capa de linfocitos, se colocó en 3 mi de solución para lisis de 

eritrocitos (RCBL), se : désechó el plasma y Jos eritrocitos, se agitó 

suavemente y se centrifugó JO minutos a 3,000 rpm . 

. • Se eliminó el sobrenadante y Ja pastilla se resuspendió en 3 mi de RCBL, 

.se agitó suavemente y se centrifugó JO minutos a 3000 rpm se repitió este 

paso hasta eliminar toda la hemoglobina finalmente, se resuspendió el botón 

de linfocitos en 333 µI de· RCBL con l .S mi de solución para lisis ·de 

linfocitos (WCBL) y se incubó toda la noche a 42 ºC para obtener un 

hidrolizado de linfocitos. 

PURIFICACION DEL DNA 

Se purificó el DNA contenido en el hidrolizado de la siguiente manera: 

.- Se agregaó al hidrolizado obtenido en el paso anterior 2 mi de fenol, se 

agitó suavemente por 10 minutos y se centrifugó 10 minutos a 3,000 rpm, 
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después se pasó la fase superior a un tubo limpio sin tocar la interfase y se 

repelió una vez más el paso anterior. Se pasó la fase superior a un tubo 

limpio y se a~regó l mi de fono! y 1 mi de clorofonno, se agitó suavemente y 

se centrifugó .10 minutos a 3,000 rpm, la fase superior se transfirió á Ul1 tubo 

limpio sin tocar la' interfase y se repelió el paso anterior por segunda vez.: . 

. - La fase superior se pasó a un tubo limpio y se agre'garon 2 ~I de 

cloroformo/i;oan\ilico (24: 1 ), se agitó suavemente y se ~entrifugó 1 O fuinlltos 

a 3,000 rprn. En un tubo limpio se colocó la fase superior y sb le agregÓ,90 
µl de N~CI 1 ~y 3 mi de etanol absoluto a - 2Ó~c: .... ~· ·.·.·· .· .. 

. - Se agito suavemente hasta que las hebrai de DN~ sehicie~~n evidentes y. 

el DNA se ~xfrajÓ de la soluciÓi1 con úfl;'pi¡;ét~ Pasteur séllada. Se secó por 

unos mirmtos aleí~ile;~¡u;¡; a;~bie~te."~e ~rijliagó ci{~tíulCii~ ~20 °c, s~ dejó 

secar a te~peratura ambiente una vez más y se ré~uspendió en 200 µI de 

a¡,'lla destilada estéril. 

CUANTIFICACION DEL DNA 

Para cuantificarlo se diluyó 1 µI de la muestra de DNA en 250 µI de agua 

estéril y se registró la densidad óptica a una longitud de onda p .. ) de 260 run 

el dato así obtenido se aplicó en la siguiente formula (Maniatis y Sambrook, 

1989): 

(D.0) (F) {dil) = [DNA) µglµI 

Donde: 

D.0.260 =densidad óptica a una i.. de 260 run 

F = constante equivalente a 0.05 (SO ng de DNA = 1 D.0.260) 

dil · = volwnen de dilución equivalente a 250 µI 
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Después de la extracción del DNA se comprobó su integridad por medio de 

una electroforesis (flg. 12), para lo cual se mezcló 1 µI de muestra con 2¡tl de 

colorante azul de brornofenol-xilencianol (0.05% : 0.05%) y S¡tl de agua 

estéril y se corrió en un gel de agarosa al l % con bromuro de elidio por 20 

minutos a 100 volts. 
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pb 

9,416 

2,322 

564 

Figura 12.- Integridad del DNA. Carril J: marcador de pesos moleculares A. Hind 
lll; carriles 2 y 4: DNA integro; carriles 3 y S: DNA degradado; notesc que el DNA 
integro se encuentra concentrado en una sola banda gruesa, nítida y además, su 

corrimiento electroforético corresponde al del DNA de 23,130 pb del marcador de pesos 

moleculares mientras que en el DNA degradado se puede observar un barrido con una 

serie de bandas. 
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Una vez que se cuantificó y confinnó la integridad del DNA, se sintetizaron 

los oligonucleótidos iniciadores para la amplificación de los exones 3, 4 y S 

del gen RB de acuerdo con las secucnciasdis'c11adas por Bl~nquet y cols 

(1993) siguiendo el procedimiento propuesto por phannacia LKB (1991). 

Síntesis de Oligonucleótidos 

La síntesis' Í:le oligonuclcÓtidos es un acoplámicluo ciclico de monórneros 

(A,T,G,C), ·para ·obtener un multirnero de . una. longitud y tÍna secuencia 

prcviamerue • detenninaclas (fi¡:. 1.1), Cad~ ·síntesis é~mprencle una serie de 

ciclos, e11. cada uno de los cuales 'se :~gi~~a; ;,n i.ucleótido a ta cadena en 

crecimiento . CPham1acia .·· LKB) .. La', re;~ci~¡, ~on;ta de.· cuatro pasos 
. -·--;--_ "·. ·- -..· .;;_-,.· .. -. _ .. ' . . . ' . , - ·-.-. ·.· . ·-

principales, Y. se desarr_~la' sobri:un poUmero inerte. (soporte sólido) en el 

cuat se elis~t>ia ~T oligO'iucíeótiífo .mediante .·una · adesión sucesiva de 

nucleótido~ libre;;- el prl;ne~ 3' nucleósidÚÁ, C, T o G) se ancla a este 

soporte 1n~dÍante ~·J1,¡~nie des~~cii.~téerproceso se ini~ia lavando el 

soporte sÓlido' ~~~ co~tielie el'.nonó~ero ¡,;icial con dicloroetano y después 

se suceden en fonna c~nÍfm;a fos SibiUie~tes pasos (/ig. J.I): 

1.- Desprotección del ~po 5~hidro~ilo de la unidad tenninal 2-deoxirribosa, 

rem.oviendo el ~~o 4:4°-dimetiltritil (DMTr) con dicloroetano, después se 

eliminan.los residuos de a~ con acetonitrilo. 

2.- Acoplamiento: fonnación de un puente 3'-5' intemucleótidico con el 

grupo fosfato del deoxirribunocleótido siguiente. 

3 .- Capping: se bloquean los brrupos hidroxilo sin reaccionar para garantizar 

que sólo se polimerice la secuencia correcta en los ciclos-siguiente~. -

4.- Oxidación: se oxida el puente de triéster fosfato y se detiene la reacción. 
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Cada slntesis comprende una serie de cides en cada w10 de los cuales, 

se agrega un nucleótido a la cadena en crecimiento, liasicamente se'compone 

de las siguientes reacciones químicas orgá~icas: 
Capping: Bloqueo de gnipos Í1idr~~nii' .sin reaccionar · para evitar la 

acumulación de secuencias tiquivo~adas:·. <·•·.· <, <, , •;·.· '··' 
Corte: Elimin~ci6Í1 del oligonucÍeÓfid~: sintetizado, del s~porte sóÚcl~ en. un 

•{:_ 

.- ·.· .-· .. ·::;::'. ' proceso po~t~lntesis. ' 

Acoplamiento: Reacción.de cond~nsaciÓ•n e11trelos'nucleÓtidos: .. ·• 

Desprotecdón: Eliminación dél~~ ~~Ós 1d~ ~;~te~cl~n del oÍig&ím~leótido 
con amonio~n un p~oc~s~po~ts!~t~sÍ~. i;> >, i;, ' ... •.,·· .·,,.·•,. ·· .. · 

Oxidación: OxidaciÓn d~I tri6st~r. f~~fiio •a trÍési~r fo~füto ~aia detener el 

ciclo de reacció~. 
Purificación: Empleo de cohímnasde inÍerca~bio iónico o de sephadex para 

remover subp.roduct~s del ~ligcinucleÓtid~ ~in. tetl~~do.; . - . .. 

Para este trabajÓ. se sirit~tiiaron · · Ígs Óllgb~~cl~ó~ldiis.correspo~dientes a los 
, '·. } . ' •" .. -. ,_ ~- -, --- ' - . - . 

exones 3, 4 y 5 del' ge11 RB de ácuerdo con' las seéuenciás. diseñadas por 

Blanquet y cols., (1993): 

-.. ~ ~ 

Exón Secuencia de Oligonucleótidos Amplificado 
(pb) 

3 R 5' CAGTITTAACATAGTATCCA 3' 397 
F 5' ATACACTTTCATAACGGCTC 3' 

4 R 5' AGTAGTGATTTGATGTAGAG 3' 411 
F 5'TGAGCTAACATTAAAAGGGA 3' 

5 R S'CTACTATGACTTCTAAATTCG 3' 200 
F 5' CAAGATGTTTGAGATTATTCC 3' 
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Los oligonucleótidos utilizados para la PCR fueron diseñados de 

acuerdo con las · secue.ncias de ·las cadenas sencillas que flanquean los 

extremos de los ex6ne~ del: ge11 RB por lo que con ellos pueden analizarse 

tanto los sitios de exición coino toda la secuencia codificadora de cada uno 

de los exones. La longitud de la región intrónica que flanquea los exones 

varia de 58 a 320 pb ent;e lo¿ exones 3, 4 y 5 (Blanquet, 1993). 
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(Pharmacia LKB, 1991) 

Figura IJ.. SINTESIS DE OLIGONUCLEOTIDOS. La slntesis de 

oligonucieótid<?s es basicamente una condensación enlre el grupo S'·hidroxilo de un 

nucleó1ido con el grupo 3' fosfato de un segundo nucleótido. 



(Pbarmacia LKB, 1991) 

Figura 14.- FASES DE LA SINTESIS DE OLIGONUCLEOTIDOS. 
Este proceso se repite hasta que la secuencia de nucleótidos requerida ha sido sintetizada. 



AMPLIFICACION POR PCR 

Para amplificar el DNA genómico se mezclaron los reactivos de la tabla 2 en 

el orden indicado, y sesometicron al proceso de amplificación en un 

tennoeiclador (Perkin Éhiiér; Gérie As~p 9600) con el sigui~nte programa: 
, <; '' 

a) 

a) 94ºC 
b) ss•c 
c) 72ºC 

a) 94ºC 
b) 6SºC 
c) 72ºC 

d) 4ºC 

a) Etapa de desnaturalización 
b) Etapa de alineación 
c) Etapa de polimerización 
d) Terminación 

12 seg. 
20 seg. 
7 min. 

Indefirudo 

·Ciclos 

30 

Después de concluida la amplificación, ésta se verificó colocando 1 µI 

del amplificado en un gel de agaroS& al 2.5% con bromuro de etidio y se 

sometió a el~ctroforesis a 85 V durante 1 h. Posterionn~nte se observó el 

DNA en un transilwninador de luz U.V. sobre el cual se tomó la fotografia 

correspondiente (/ig11ras IS - 17). 
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TABLA 2.- CONDICIONES PARA PCR 

Reactivo Volúmen [Stock] [Final] 

H20 14.67 µI 

Buffertaq. 2.70 iil 10 X IX 

ATGC 0.55 µl 10 mMoc 1.00 mMoc 

Oligonucleótido F 0.89 µI • -100 ngh1I 3.5 ng/f1i 

Oligonucleótido R 0.89 µI • 100 nglµI 3.5 ng/¡tl 
-

Taq PÓlimerasa StofTel 0.30 µI 'IO-Uffll -- 0.12 Uhtl 
" ;11 

---
MgCl2 4.00 4.00 mM 

DNA 10000 

Volúmen final 25.00 

oc Ja concentración es de 10 mM por cada una de las bases 
• Se utilizaron con la misma concentración para el análisis de los tres exones_ 
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pb 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 1 12 13 

F_igura IS.- Amplificación del exón 3. Se muestran cinco casos con RB bilateral, 

cinco casos con RB unilateral y un control negativo con la mezcla de reacción para PCR 

pero sin DNA. El tama~o del amplificado obtenido es de J97 pb. Carril 1: marcador de 

peso molecular ladder (Apendice I); carril 2: RBIOJ; carril 3: RBIOJ; curril 4.-RBI 15; 

~arril S: RB202; carril 6: RB242; carril 7: RB288 carril 8: RB2S; carril 9: RB260; carril 

10: RBJOJ; carril 11: RB316; carril 12: RB322; carril IJ: control(-) con la mezcla de 

reacción en ausencia de DNA. 

JH 



pb 

2,021-

58 
41 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Figura 16.- Amplificación del exón 4. Se muestran diez casos con RB unilateral, 

el tamailo del amplificado es de 411 pb. Carril t: marcador de peso molecular Wind III 

(Apendice 1) carril 2: RB8S; carril l: R8402; carril 4: R840S; carril S: RB408; carril 6: 

RB409; carril 7: RB412; carril 8: RB41S; carril 9: RB418; carril 10: RB427; carril 11: 

RBJ92. 
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pb 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 1 

Figura 17.- Amplificación del Ellón 5. Se muestran nueve casos con RB 

unilateral y un control negativo. El tamailo del amplificado es 197 pb. Carril 1: marcador 

de peso molecular ladder (Apendice I); carril 2: RBSS; carril 3: RB402; carril 4; RB40S; 

carril S: RB408; carril 6: RB409; carril 7: RB412; carril 8: RB415; carril 9: RB418; carril 

1 O: RB427; carril 11: control ( ·) con la mezcla de reacción en ausencia de DNA. 
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Detección de mutaciones ¡:or análisis del polimorfismo c1:nforn111cional 

de cadena sencilla SSCP. 

Procedimiento 

Para detectar las mutaciones por SSCP, los amplifibados obtenidos se 

reamplificaron nuevamente con el mismo program~ d~/rCR ~erC> ~si~ ~ez en 

presencia de (ci-llP]dCTP tal como se indí~~ e111a'i~hÍ~ j}:pó~;eric>rn;ente las 
,, ... ,. - .. '"'-or.,,, ·'·'···' 

moléculas obtenidas en esta reacción se analizáron por electr0foresís en 
' ,>. ':A, >' • :' 'O •, ·.' - • '. : ·--~- • • 

geles de poliaerilamida 110 desnaturalízante corrió se índica a contin~ación. 

Electrofore~is en geles de poliai:rilamidR no d~~n·~;u;;,~~t~ 
' '· _- - ,_.,. - ,i,·->«-:_.,, 

Una vez concluida la PCR en prese~6i/d~ '( a.~;2P]~Cr?; ·~~ ~ezcló 1.5 µI 

del ainpliftc~do ~on9µJ de ~~io~te ;si~jfy ~~ i~cu~ pClr porÍo minutos a 

99 ºC para desnaturalizar el DNA: 1hm~dia~a'n:¡ni: d!Ísp~és se colo¿ó ·la 

mezcla enhielo frappé por 5 minutosffin3lm~tese coirierÓn JµI·de.cada 

muestra en un gel de políacrilamida ·por 19h.·~··]so Ven buffer TBE 0.8 X. 

Autorradiografía 

Después de transcurrido este tiempo se colocó el gel en papel filtro y se 

cubrió con una pellcula de Egapack, se secó a 80 ºC en un sistema de vacio 

por 1 h y se montó en un cassette de foto exposición con dos placas Kodak 

0-matic. Las placas se revelaron en tiempos de 12 y 24 horas para poder ver 

la señal radioactiva que quedó impresa en las autorradiografias. 
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TABLA 3.- CONDICIONES PARA SSCP 

Rcuctivo Volumen [Stock] [Final] 

H20 5.10 µI 

Buffer 1.00 µI JO X IX 

ATGC 0.20 µI •• •• 
Oligonucleótido R º·~º. ~L 100 ng/¡tl. • 5.00 ng/fll 

Oligonucleótldo F o.so µl 100 ngf¡d 5.00 ng/111 

Taq Polimerasa Stoffel 0.10 ¡11 10 u1µ1 0.10 u/¡tl 

MgCl2 1.50 µI 25 inM. 3.80 mM 

[a- 32]PdCTP 0.10 µI 2 mM 0.02 mM 

DNA amalificado 1.00 J.!I 

Volúmen final 10.00µ1 

••En este paso las concentraciones de bases A, T, G y C para SSCP se modificaron de tal 
manera que en 1 µI de la concentración stock de la mezcla de nucleótidos, la adenina, la 
timina y la guanina (A. T,G) se encuentran a una concentración 2S mM y la citocina (C) se 
encuentra a una concentración 2.S mM con el fin de facilitar la incorporación del 
nucleótido marcado [cx-l2PJdCTP. 



Densitometrla 

La densitometria _se aplicó para analizar la intensidad de la ser1al radioactiva 

de las banda~ del patrón eleétroforético en aquellos pacientes que 

presentaron alleracfones en el SSCP sugestivos de ser portadores de una 

deleción. Para ~no se co!Óc¡¡;on las pl~cas de autorradiografias obtenidas en 

el pas~ a~teri~r en 1111 d6nsitó.ri'etr6 (CÜnis~arl 2), el c~al mide la intensidad 

de las bandas enfunciól1 ci~ la can;id~d de luz que puede alravezar por la 

zona de la aut~rrlldio',ira~a d~~de se imprllllió la radioactividad incorporada 

en el producto amplificado: Los ·datos se registraron en fonna gráfica 

empleando como unidad .élporcentaje de transmitancia de luz. 
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Estandarización de la técnica de secuensiación 

Con el fin de caracterizar las mutaciones responsables del rctinoblastoma en 

futuras inves!igaciones, se estandarizó la técnica de secuenciación de Sangcr 

de acuerdo con el siguiente procedimiento: 

Se amplificó el DNA de interés con las condiciones ya p~eviamente 

establecidas mediante la técnica del PCR (tabla i) ydespués se corrió el 

amplificado en un gel al 1.8% de agarosa deb~j'op~Í~ d~ fu~lón enBuffer 

TAE 1 X a 110 V. El producto amplificado se extr~jo del' ~el cor\ N~I 6M y 

polvo de vidrio de la siguiente manera: .: ;: ···~ ;/ 

Extracción de DNA de geles de aga~os;·c~;J 1101\lo d~·;¡J~¡¡;" 
1.- Se cortó la banda de inte~és.deig61 ')'i?~epci~it~enÜ~:.baño dcihielo. 

2.- Se agregaron 800µ1 de N~I 6lvla i:adapcidazo de geÍ,'s~inc\;l}¿ a55 ºC y 
- ' .- - _-, :. _- . , -~·- '" ,-- .... _, 

se agitó en v?rtex hasta fundir la.ágarosa. Después se colocó nuevamente en· 

hielo por 1 minuto. 

3.- Se a~egaron 45µ1 de suspensión de polvo de vidrio y se agitó i:61i'vórtex, 

se incubó en hielo durante 15 minutos y se centrifugó a máxima veIÜcidad 

por 3 minutos, se retiró el sobrenadante por vaclo con pipeÍa PastcÚÍr y. la 
, . ., -.! .. : 

pastilla de polvo de vidrio obtenida se enjuagó tres vece.s con solui:ióri de 

lavado (etanol 70%-NaCI 1 M) ma y se eliminó el sobrenadante. 

4.- Se eluyó el DNA con 40µ1 de agua estéril a 55 •e y agita¿fon con vórtex 

y se incubó 20 minutos a SS ºC. Se centrifugó a 12,000 rp~ por 5 mi~utos y 

se recuperó el sobrenadante. 

5.- Con ayuda de un concentrador (centrivap) se secó el DNA contenido en 

el sobrenadante y se guardó a -20ºC 
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Reacción de secuenciación 

La reacción de ~ec:ilicncia~ión se realizó de acuerdo con el siguiente 

procedimiento:: 

1.- El fragmento dé DN_A ;de doble cadena se desnaturalizó a 93 ºC durante 

!O minutos; 

2.- Se preparó la siguiente mezcla de reactivos: 

DNA 1mplincado 
BuR'er de re1cri6n 
Oligonurle6tldo 

Total 

7 
2 
1 

10 

µI 
µI 
µI 

µI 

Se calentó la mezcla por 2 minutos a 65 ºC, se enfrió lentamente a menos de 

35 ºC de 15 a 30 inillutos y Se ~~locó el tubo de reaeCión en hielo. 

3.- Mientras se enfriaba a 35 .•e, se depositaron por separado 2.5 µI de cada 

dideoxinucleótid~ det~.:n;¡~~~ió~ en ~ bi"b~ de reacción: 
ddG 2.l! µ, (1-..b.. t); . ddA U µI (tubo l) 

ddT. 2.ll µ1 (ÍubO 1) ddC z.s µI (tubo .. ) 

4 .- Se diluyó la Mezcl~ d~bases de la siguiente m~era: • 
. M~I• de bases 2 µI 

HiQ lµI 

S.- Se calentaron los tubos de tenninación del paso 3.a 37.ºC. 

6.- Se preparó ta reacCión de marcaje radioactivo con [lSS]dATP, para tal 

efecto, a la mezcla del paso dos se le agregaron los siguientes reactivos: 
DidotreltolO.IM 1.0 µI 

[l!SJdATP O.ll µI 

DNA Polimerasa 2.0 µI 

Se mezclaron y se incubaron a temperatura ambiente por 5 minutos. 
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7.- Reacción de tenninación. Se colocaron3.5 ~11 de la reacción del paso 

anterior en cada uno de los cuatro tubosdel paso 3 (ddG, ddA, ddT y ddC), 

se mezclaron y se continuó la i.ncu~m:íó11 por 5 n1inutos a 3 7 ºCo 

8.- Se detuvó la re~cción agrcg~1ídÓ 4 µi decl)lorantí! ~i~p y, 

9.- Se calentar~n las m11isti~~ ~ 7S •e p~r .dos ll1in~to~ i1i1nedíatamentc 

después se cólocaro~ 3 µI. d~ ~~da ;eaéciÓ~ ~~·· el.~el para·s~.cuenciación y se 

corrieron. las• muestras a· 2,000 V durante 6 .11'. Tran;c1lrrido ·este tiempo se 

retiró el gel de la misma manera que con. los geles de SSCP y se fijó con 

ácido acético glacial por 15 minutos para retirar el glicerol contenido en el 

gel y 'después se eliminó el ácido acético con un poco de agua y se secó el 

gel de la misina manera que los geles de SSCP, se colocaron dos placas para 

autorradiografia y se revelaron a las 24 y 48 h (fig. 18). 
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Figura 18.- AUTORRADIOGRAFIA DF. SF.CUENCIACION. A: Ml3; B 

y C: DNA de un control normal. son secuencias complementarias. La técnica de 

secuenciación se estandarizó con el DNA del fago M13 (Apendice 1) como control 

interno del experimento y el DNA de un control normal. 



RESULTADOS 

HALLAZGOS CLINICOS 

En efJnstituto NaciCÍnalde P,ediatria (INP) el retinoblastoma ocupa la 

quinta caus~ dcmorbilldad infru1til por padecimientos oncológicos. Tomando 

en cuenta que l,a probabilid~i~u~ tie~e Üií individuocon RB hereditario para 

procrear des~e~dett¿i~'aré~í~d~~~~éÍ soo/~ (Carn~vale y Del Castillo, 1993), 

que la probabilidá~ ~iJni! désarrci1,1iir otras neoplasias es elevada y que 

cl!nicament~ 
0

n~ es po~-ibl~ di~Íi~gtir el }etlnoblastoina unilateral hereditario 
,' ,<u;,.- • .,,.;- ,,. 'r• 

del no hereditario, las ineÍÓdÓlogi3s desarrolladas en este trabajo revelaron 
los siguieüt~~~::~~~·ul~~d6~;t:" /::;~·:_~~ "· ¿:~: 

:-:~ .,'. :: __ .~-~~~'..:~·'? 

Aspectos c~f~l~~s -.... --·. 

En este t~abajo ·se estUdiaron 4o pa~ie;1tes con RB de los cuales, el 70% 

fueron unir~;~r;l¿~ ;~e113oo/:b'iÍ~te~áles: en todos los casos fue necesaria la 

enueléáci¿;;·J~ por i~ '.rié~Js ~ ÓJCÍ. El órgano afectado se envió a patología 

para su est~dlo/ El prl~~ipal motivo de la consulta fue la leucocoria en el 
·. ·:':_ ;, - '"-

69.3% de lo(casos; estrabismo en W1 17.9% y 12.8% fueron otras causas 

(labia ./), La 'edad de inicio de los síntomas fue generalmente antes de los 5 

ailos de edad. En la mayoría de los niilos con RB bilateral este se manifestó 

antes de los seis meses de edad, y el 64% de los pacientes con RB Wlilateral 

presentaron el padecimiento antes del afto de edad (labia S). 
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TABLA 4.- DATOS OCULARES EN PACIENTES CON 
RETINOBLASTOMA 

Signos Motivo de la Consulta 
RB Unilateral RB Bilateral • 

Nº Nº (%) 

Leucocoria 19 8 69.3 
Estrabismo 6 1 17.9 
Otros 3 2 12.8 

Total 28 11 100 

m = meses, a = ailos 

• En esta tabla no se incluyen los datos de un paciente con RB bilateral del cual se 
desconoce la edad de inicio del padecimiento y el principal motivo de la consulta, el 
porcentaje se obtuvo en base a una n = 39. 



TABLA 5.- EDAD DE INICIO DEL PADECIMIENTO 

Edad de inicio RB Unilateral RB Bilateral • 
% 

o - 6 m 11 8 48.8 
7 -· 12 m 7 2 25.6 

13 m - 5 a 9 1 23.1 
> 5 a o 2.5 

Total 28 11 100 

m = meses, a = años 

• En esla labia no se incluyen los datos de un paciente con RD bilaleral del cual se 
desconoce la ociad de inicio del padecimiento y el principal motivo de la consulta, d 
porcentaje se obtuvo en base a una n = 39. 
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Neoplasias asociadas con RB en los pacientes estudiados 

De los 40 pacientes ani!Íi~dos en este trab;jo se encontraron dos casos con 

RB bilatcrál q11¿ prcscí1tl!r~n ;!letásfo;is, ;;nci de ellos en In tibia izquierda ~ 
otro en él húmero izqiÍierdo; e11 ~boscasos la metástasis se manifestó en 

etapas pcÍsterioies ~ I~:: eÍ1~cleariiÓn del primer ojo y aún después del 

tratamie1tto ~dn quiriÍi~'Y ~~dio¡ér~pia para el.tratamiento del se¡,'lmdo ojo. 
- . ' . ' '. ~ ' . . - ' ' 

También se encohtrÓ un caso con RB lln.ilateral que desarrolló metástasis en 

el sistema nervio;o J'eniiii1 'despuééde que se emíclcó el ojo afectado. Por 

otro lado se é;1~ontr~on'seiica~os con RBunilateral y tres c~m RB bilílteral 

con antecedentes)RÜii1iru:e"s 'dé ;i~o onc~lógicd,~fi¡,~ra1Íd~ como principales 

neoplasias las del. tipo puÍ1no~ar~
0

ce~Jo-11terin'as, br~ncogéÍticas, ·gástricas, 

mamarias y testiculares. Lo~ casos de é~~er dst1cl11J se~ en~ontraron 
principalmente en los padres de l~s pacient;;~, el re~t~ de _las 'neoplasias se 

registraron en los abuelos de los pacientes:: 

Población de estudio 

La población captada para este estudio se cómpone de un total de 40 

individuos (tabla 6) de los cuales 28 padecen RB ~ilateraÍ y 12 RB bilateral; 

de los 28 con RB unilateral 13 son hombres y 15 ;on muJeres; mientras que 

de los 12 casos con RB bilateral, 8 son hombres y 4 son m~j~res. 
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TABLA 6.- POBLACION DE ESTUDIO 

Unilateral 
Pacientes Muestras Izquierdo Derecho Bilateral 

Hombres 21 4 9 8 
Mitiercs 19 7 8 4 

TOTAL 40 11 17 12 
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CREACION DE UN BANCO DE DNA 

Se creó un banco de DNA de todos los pacientes y de sus familiares de 

primer grado sumando un total de 116 individuos (tabla 7). 

El DNA se obtuvo a panir de sangre periférica por el método descrito 

anterionnente en la metodología, en tOdos IÓ; J~sos la concentración del 

DNA fue mayor de lµg/µ1, y se conside~ó'i';~orii'o''. criterio de pureza el 
- • : -· ::. _".' .,_"-_.;-.l< .:,:_;;, 'i:,:,, .·i-: <" 

cociente mayo~ a,1.6.obtenido al dividir.la densidad óptica (D.0.) con .A. de 
-·· . - _;,;.,•"•,1-,:·,c"'.<,'• 

240 nmque detecta el fenol contalninante y de 280.nm''correspondicnte a las 

proteínas. Posterionnente se valÜ~'la integrld.iddel. DNA en geles de 

agarosa teñidos con bromuro de etidio y se~~ñsider~ como patrón óptimo de 

integridad ~uando el DNA se observó ·concentrado en una sola banda 

fluorescc111<: de alto peso molecular, gruesa y nítida (Jig. 12). 
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TABLA 7.· BANCO DE DNA 

DNA de pacientes 40 
DNA de familiares 1 er grado 76 • 

TOTAL 116 

• ·Se obtuvo la muestra de los familiares de primer grado que acudieron al INP. 



DETECCION DE MUTACIONES POR PCR y SSCP. 

Después de la creación del banco: de ÓN~ ~e estabÍ~cieron las cotidiciones 

óptimas para ampÜficar. l~s 6xones 3, 4 y 5 del gen RB. Para la 

estandariz~ciÓn d~ e~te p~occdimie~to se probaron varias concentraciones de 

los difcrcntes~eacti~6s Íltili~do~ como el Mg, Ca, oligonucleótidos, DNA, 

temperaturas )>nwnero de ciclos. En la tabla 2 se muestran las condiciones 

que rcsultiif¡,n'óptlÍ~ás para la amplificación de estos exones. Las se¿uencias 

de los oligo11uci,eÓÍido~que se utilizaron se muestran en la sección de síntesis 

de oligonucleÓtidos. Se analizaron en total 40 muestras donde el producto 

obtenido- de· 1a amplificación para el exón 3 fue un fragmento de 397 pb (fig. 

IS), para~el ~xó~ 4 de 411 pb (fig.16) y para el exón 5 de 200 pb (fig.17), El 

análisis de ios pacientes mostró que los fragmentos obtenidos por la PCR 

fueron del tamai\o esperado y no presentaron variaciones en la migración ni 

bandas accesorias, por lo que con esta metodología no fue posible detectar 

mutaciones. 

Estandarización de la técnica cie SSCP 

La técnica se estandarizó primero con muestras de individuos normales y al 

igual que en la técnica de PCR se optimizaron las condiciones para el 

análisis de exones. En la tabla J se muestran las condiciones óptimas para el 

SSCP. Como control positivo para determinar sí el SSCP es util para detectar 

mutaciones ~untuales se realizó el análisis de SSCP de un fragmento del gen 

FQ que codifica para la protelna reguladora de _ la conducción 

transmembranal. Dicho fragmento presenta la mutación puntual 2055 del 9~ 

A en el exón 13 que fue detenninada previamente en el laboratorio por la 

técnica de mutagénesis dirigida mediada por PCR. En la.figura 19 se muestra 

el análisis por SSCP de un grupo de pacientes sin la mutación y un paciente 

que porta la mutación 2055 del 9~A. 



! 

Figura 19.- SSCP del gen FQ con una mutación puntual. La flecha seilala la 
mutación puntual 2055 del 9-+A en el exón 13 del gen FQ de un paciente afectado con 
fibrosis qulstlcil; en la figura el resto de Jos pacientes no tienen la mutación. 

56 



DETECCION DE MUTACIONES EN PACIENTES CON 

RETINOBLASTOMA 

Una vez establecidas las condiciones óptimas para . el SSCP, se 

analizaron los exones 3, 4 y 5 del gen supresor del ·retin~l:Ílast~m~ en 12 

casos con RB bilateral (tabla 8) y 28 con RB unilateral (tabla 9). En este 

análisis se encontraron 2 pacientes con RB bilateral (pacientes RB272 y 

RB103 figur".s 20 y 21) con alteraciones en el exón 3; 5 pacientes con RB 

unilateral (RBl75, RB28, RB289, RB351 y RB333) y 2 con RB bilateral 

(RB267 y RB242) con alteraciones en el exón 4 (figs. 22 - 26), y 2 pacientes 

con RB bilateral (RB 164yRBI15) con alteraciones en el exón S (figs: 27 y 

28). Es importante resaltar que en el paciente RB289 (fig. 23) nó • 5e 

presentaron bandas accesorias, sin embargo una de las bandas fue de menor 

intensidad que en el resto de los pacientes. Se realizó un análisis por 

densitometrla del patrón electroforético de este paciente (fig. 29) y se 

comparó con el del paciente RB28 que presentó una banda accesoria en la 

fracción 2 (fig. 30) y con el de un control nonnal (fig. 31). De las 3 muestras se 

analizaron las 4 bandas que constituyen el patrón de SSCP para el elCón 4 y 

se calculó el valor de cada una de las curvas obtenidas. El análisis 

comparativo ·de .las fracciones mostró que tanto el control como el paciente 

RB28 guardaron una gran similitud entre cada uno de los valores obtenidos 

de sus 4 fracciones, correspondiéndoles un valor de 39.6% a la fracción 4 del 

control y de 41.7% a la del caso RB28. Estos resultados contrastaron 

notablemente con el 14.9% de la fracción 4 del paciente RB289. Este 

hallazgo parece ser el resultado de una deleción, por lo que es posible que 

sólo se conserve la mitad de la dósis génica en este exón. Es importante 

resaltar que en el análisis densítométrico el paciente RB28 presentó un 

desplazamiento de la fracción 2, producto de la presencia de la banda 

aberrante (figs. 2J y JO). 



TABLA 8.· POBLACION AFECTADA CON RB BILATERAL 

N: Normal 

• : Mutado 

Paciente 

RBI03 
RB202 
RB242 
RB288 
RBllS 
RB319 
RB334 
RB330 
RB164 
RB272 
RB267 
RB392 

Sexo 

F 
F 
F 
F 
M 
M. 
M. 
M 
M 
M 
M 
M 

Exones 
l 4 5 

• N N 
N N N 
N • N 
N N N 
N N • 
N N N 
N N N 
N N N 
N N • 

--- ·~ N N 
N • N 
N N N 
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TABLA 9.- POBLACION AFECTADA CON RO UNILATERAL 

Paciente Sexo Localización Exones 
l 4 5 

RB260 F Izq. N N N 
RB303 F Izq. N N N 
RB333 F Izq. N • N 
RB341 F Der. N N N 
RB351 F Der. N • N 
RBl75 F Der. N • N 
RBl89 F . Izq; N N N 
RB402 F Der. N N N 
RB405 F Der. N N N 
RB409 F Der. N N N 
RB418 F Der. N N N 
RB427 F 17.q.· N N N 
RB477 F . Izq. N N N 
RB478 F .fzq. - N N N 
RB496 F Der. N N N 
RB316 M Izq. N N N 
RB322 M lzq: N N N 
RB310 M Der. N N N 
RBl33 M Der. N N N 
RB325 M Der.,· N N N 
RB289 M Der. N • N 
RB28 M Der. .N • N 
RB85 M Der. N N N 
RB408 M Der. N N N 
RB412 M Izq. N N N 
RB415 M Izq. N N N 
RB485 M Der. N N N 
RB494 M Der. N N N 

N : Norm•I 

• : Mutado 
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Figura 20.• Caso RB272. Carril 1: control; carril 2: RB320; carril 3: RBl64; carril 
4: RB272. La flecha en indica la presencia de una banda extra en el patrón de SSCP del 
e>Cón 3. 
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Figura 21.- Caso RBI 03, Carril 1: control de DNA de un individuo normal\ carril 2: 

RBI 15; carril 3 y 4: RBI03. La flecha indica la ausencia de una banda en el exón J ·ft 
• . 1 

este paciente. . '
1 

1, 
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Figura 22.· Casos RB175 y RB267. Carril 1: control de DNA de un individuo 

normal; carril 2: RBl7S; carril 3: RB267; las Hechas señalan dos bandas extra que se 

encontraron en el paciente RB 175 que pueden ser el resultado de una estructura 

heteroduplex y una banda extra en el paciente RB267, ambos en el exón 4. 
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Figura 23.- Casos RB289 y RB28. Carril A: RB28; carril B: control de DNA de 

un individuo normal; carril C: RB289 con una clara diferencia en la Intensidad de la seftal 

en la fracción 4; la Hecha de la izquierda indica la presencia de una banda extra en la 

fracción 2 en el exón 4 del caso RB28 carril A. 
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Figura 24.• Caso RB351, Carril 1: control de DNA de un individuo no011al; canil 2: 
RB3 51; la Oecha indica una banda anonnal en el exón 4 de este paciente. 



1 2 3 

Figura 25.- Caso RB333, Carril 1: control de DNA de un individuo normal; carril 2: 

RB333; carril 3: RB322Ja flecha indica una banda extra en el exón 4 de este paciente. 
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Figura 26.· Caso RB242. Carril 1: control de ONA de un Individuo normal; carril 2: 
R8242; la flecha seílala una banda extra en el exón 4 del paciente RB242. 
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Figura 27.- Caso RBl64. Carril 1: control de DNA de un individuo normal; carril 2: 
RB 164; la flecha indica la presencia de una banda extra en el exón S de este paciente. 
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Fig. 28.- Caso RBJ IS. Carril 1: control de DNA de un individuo normal; carril 2: 

RB 115; la flecha indica la presencia de tres bandas extra en el exón S de este paciente. 
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Fracción 1 2 4 

Figura 29.- Densitometrfa del caso RD289. Se muestran las curvas 

correspondientes a cada una de las cuatro fracciones que constituyen el patrón de SSCP 

en el análisis del exón 4. Nótese que existe relación entre el porcentaje de transmitancia. 

la forma de la curva y la intensidad de la se~al radioactiva observable en el carril C de la 

figura 23. Compárese la fracción 4 del paciente RB289 con los datos correspondientes a 

la misma fracción del caso RB28 y del control en las figuras JO y 31. 
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Figura 30.- Densitometría del caso RB28. Se muestran las curvas 

correspondientes a cada una de las cuatro fracciones que constituyen el patrón de SSCP 

en el analisis del exón 4. Nótese la relación que existe entre el porcentaje de 

transmitancia, la forma de la curva y la intensidad de la señal radioactiva observable en el 

carril A de la figura 23 
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Figurd 31.- Densitometrla del control. Se muestran las curvas correspondientes a 

cada una de las cuatro fracciones que constituyen el patrón de SSCP. Nótese la relación 

que existe entre el porcentaje de transmitancia, la forma de la curva y la intensidad de la 

señal radioactiva observable en el carril B de Ja figura 23. 
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Otro resultado interesante fue el hallazgo de bandas de migración lenta .en el 

patrón clectroforético de los pacientes RB 175 y RB 115 (/ig" 22 y W) que 

sugieren la presencia de dclcciones o de inserciones pequeñas que pen~iten 

la fonnación •de estructuras heteroduplex, las cuales son el producto del 

aparcamiento de una· cadena nonnal con una mutada y que se observa.en una 

electroforesis cuando la deleción o la inserción es mayor de 2 pb. 

En ·el ·resto de los pacientes se encontraron bandas accesorias· únicas 

que pueden ser ; el rest;ltado de mutaciones pequei'las y/o pw1tuales. 

Conside~ando que en. los trastomos a11tosó111icos dominantes los h¡jos tien~n 
una probabilidad del SO % de heredar de sus padres el . gen.· mutante 

(Camevale, · 1993); y que el retinoblastoma tiene una p~lletran~ia deÍ 90%, ;e 

analizaron •. las mu6str~ ·de los· padres de.· los . paciente~ RB261, · RB289 

RB272, RBl ís;RB16.Í yRal75 para detemúnar si tales alteraciones fueron 

~1eredadas ·de los padres (en caso de no penetrancía), o si son mutaciones 1/e 

no•"'· Este análisis sólo reveló. la presencia de bandas normales en Jos padres 

con lo cual se deduce que tal alteración no fue heredada de estos y que 

probablemente se trate de mutaciones de no"°; aunque no se puede descartar 

la posibilidad de un mosaicismo gonadal en los padres de los pacientes. 

En las figuras 32 - J./ se muestra un grupo de casos Indice y un control 

todos ellos con patrones normales de SSCP correspondientes a los exones 3, 

4 y 5 respectivamente. En los pacientes con RB unilateral encontramos 

alteraciones sólo en el exón 4 (tabla 9) mientras que en los pacientes con RB 

bilateral las alteraciones se observaron en los tres exones analizados (tabla 

8). Es importante set'lalar que la presencia de las mutaciones fue más 

frecuente en Jos casos con RB bilateral (7/12) que en el RB unilateral (5/28). 



- -

••••• 2 3 5 

Figura 32.• Patrón normal de SSCP para el ex6n 3. Se muestra un grupo de 

pacientes afectadól con RB. Carril 1: control de DNA de un individuo normal; carril 2: 

RBSS; carril 3: RB402; ·carrll 4: RB405; caril S: RB408. 
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Figura 33.• Patrón normal de SSCP para el exón 4. Se muestra un grupo de 

pacientes afectados con RB. Carril 1: control de DNA de un individuo normal; carril 2; 

RBl33; carril 3: RB341; carril 4: RB351; carril 5: RBl33. 
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Figura 34.- Patrón normal de SSCP del exón S, Se muestra un grupo de 
pacientes afectados con RB. Carril 1: conirol de DNA de un individuo normal; carril 2: 
RB3 IO; carril 3: RBl33; carril 4; RB32S; carril S: RB341 



DISCUSION 

El relinoblastoma es una neoplasia malign·a de origen embrionario que 

se presenta generahnene antes de los 5 ·~ilo;·d~ :edad eón una frecuencia de.! 

en 20,000 nacidos vivos. En el INP el retii1oblastoma ocupa la quinta causa 

de morbilida.d infantil por padecimientos bncoÍóglcos y sólo en un rulo se 

atendieron en el Servico de Genética 29 casos nuevos. 

Desde que el gen RB fue clonado en 1986, la mayoría de los rearreglos 

cromosómicos reportados hai1 sido alteraciones cstrncturales de tamaño 

considerable detectables por hibridación con Southem blot. En estos estudios 

se han encontrado solamente del 9 al 16% de las alteraciones responsables 

de la enfennedad (Horowitz y. cols; 1989). Por otro lado solamente un 

peque11o número de pacientes con RB (=: 5%} presentan deleciones 

cromosómicas lo suficientemente grandes para ser detectadas 

citogcnéticmnentc (Gallie y Joremy, 1990). Considerando que casi todos los 

pacientes no relaciollád~s éntre sí tienen defectos moleculares diferentes 

(Blanquet y ~01s:1991), es necesario aplicar métodos más eficientes para la 

deteccción.: d~·· ni~t~~ionespequ~nas como. el iadátisis del polimorfismo 

confonnacional de' caden~ se~cilla (SSCP) er ~ual, se aplicó a la población de 

estudio de este trabajo. 

Del total de la población en estudio (tcthfa S) el 30% presentó RB 

bilateral: 8 hombres y 4 mujeres, y el 70% RB unilateral: 13 hombres y 15 

mujeres. En el 69.3% de los pacientes la leucocoria fue el signo más 

temprano que de acuerdo con la literatura es la principal manifestación del 

retinoblastoma, seguida en orden de importancia por el estrabismo que en 

este estudio lo presentó el 17.9% de los pacientes. El resto iniciaron sus 

manifestaciones clfnicas con lagrimeo o inflamación ocular. 
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Con respecto a la edad de inicio de las manifestaciones clinicas, todos 

los casos con RB_ bilateral y el 50% con RB unilateral se presentaron antes 

del ailo de edad-(tabla 4). De acuerdo con la literatura (Abramson, 1990) 

todos los RB bilater~les y ell0-15% de los RB unilaterales son hereditarios. 

Por otra part~ se sabe ;que ;en estos casos el retinoblastoma se manifiesta 

antes del ~rim~~ iu1o :«ie ~da; mientras que el retinoblastoma no hereditario 

(85-90% de lo~ RB u~ilaterales) se manifiesta más tardíamente. De acuerdo 

con esto, l~s risllíiado~ obtenidos suguieren que en la población estudiada el 
-- ' .;_.,.• '+ 

RB unilateral lieréditarlo Podría presentarse con mayor frecuencia que lo 

reportado en:lalitera~ o bien que estos sean casos en los que el desarrollo 

del tumor en el otro ojo se presente en etapas posteriores al estudio y que por 

lo tanto sean casos de RB bilateral. 

Por otnr parte, se ha reportado que una mutación genninal en el gen RB 

( fonna hereditaria ) p~edi~pone, además del retinoblastoma, a otro tipo de 

twnores 'iíiini~6s y m~~ del 50% de estos pacientes desarrolla tumores no 
_. ' - ~. •f,-.: ~- - . - ... - -

oculares, -en fos 'siguientes 32 iillos de vida, principalmente osteosarcoma, 

(BenecÍÍct y ~Is, J 99Ó)~ En ~ste trabajo, 2 de los pacientes con RB bilateral 

desarrollaron osteosarcoma, uno de ellos desarrolló el tumor en el húmero 

izquierdo a los 18 ailos de e~ad y el otro en la tibia izquierda a los 6 años. 

También se encontró un caso con RB unilateral que desarrolló un tumor en el 

sistema nervioso central a la edad de 16 allos. No se encontraron otras 

neoplasias asociadas, sin embargo la mayoria de los pacientes son ltienores 

de 5 anos, por lo que es posible que algunos de ellos posteriormente 

desarrollen tumores no oculares, por lo cual fue necesario ad~erti~ de ~stos 
. ·': '·' . 

riesgos a las familias afectadas. . _. ~-~-- . 

El pronóstico del paciente con retinoblastoma depenÚ d~l diagÍtóstico 
' ¡.;..·. - -· -

y del tratamiento oportuno; desafortunadamente él diagrióstlé() se establece 

en etapas avanzadas y el tratamiento es agresivo ya' qlle generalmente 
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requiere de la enucleación del órgano afectado. En este estudio todos los 

pacientes fuÚon enucleados' de. por lo menos un ojo y requirieron de 

tratamiento con quiniio y/o radioterapia .. 

CIÍnica'irient~ n6 es\'io~ible diferen~i~r el RB unil~t~ral her~dit3iio del 

no hereditario ' por lo que es · n~ce~arÍ~<• est;ble.cer ,~st;~teg¡as 
metodologicaspara el. diagnóstico .• ·diferen~Íáf~.e~J~ \~¡··¡'in{ úi~il~teral. 
hereditario del no hereditario, ya que serla d~· ~¡¡¡'¡:('u;iÚdad para el 

tratamiento oportuno de la enfennedad y para ~tors'ár ul1 ~~~;dramiento 
genético adecuado. 

En el presente trabajo se analizaron 28 pacientes con RB unilateral y 12 

con RB bilateral por SSCP; dicha técnica resultó ser de gran utiHdád ya que 

se pudieron detectar mutaciones en 6 casos de los 12 con RB bilateral y· en 5 

casos de lo!' 28 con RB unilateral, con lo cual se hace evidente la 

sensibilidad de la técnica para detectar mutaciones que por otros 

procedimientos comúnes no pueden ser detectados. También es importante 

resaltar la ventaja que ofrece esta técnica para poder analizar 

simultáneamente un número considerable de muestras en un sólo evento. 

Por otra parte, es muy importante resaltar que de los 28 pacientes con 

RB unilateral se encontraron 5 casos con alteraciones en el patrón 

electroforético, este es un resultado muy interesante ya que al haberse 

encontrado dichas alteraciones en el DNA de sangre periférica, se puede 

concluir que estos casos con RB unilateral son hereditarios ya que todos los 

casos con RB no hereditario presentan la mutación exclusivamente en las 

células de la retina tal como se establece en la teoría de Knudson 

(Abramson, l 990; Shimizu y cols, 1994 ). 

Con respecto a los casos con RB bilateral, se encontraron 6 de un total 

de 12 casos analizados que presentaron alteraciones en el patrón 

electroforético, mientras que de los RB unilaterales sólo se encontraron 5 
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pacientes. Este resultado era de esperarse, ya que en los pacientes con RB 

bilateral las mutacion~s s~ enc~entran en todas las células del individuo 

aícctaclo, en c~ntrastécon: IÓ~ ~~~sos· ~on RB. unilateral donde se esperaría 

que sólo de.1.Jo-IS~i/de' 1&~ pa~iedtes presenten la mutación en todas sus 

células. Un l;~Í-lai~'~¡;~Jortafite. fue el hecho de que el 64% de los pacientes 

con RB u;1ili;t:raLmaJ;i're'siÓ'~l·p~deci~iento antes del afio de edad,. y de 

estos. el 61%·~~1~td~Jó~'6 ineses. Este es uno de los parámetros que 

caracteriza a l¿s 2~~os );~reditarlos, por lo que este hallazgo mmado al alto 

índice de ltlut~cloi1~s~eii~61it;das en los pacientes con RB unilateral sugiere 

que los casos l1erecHta~ri~ son más frecuentes en nuestra población. Para 

aclarar este. ll~to s~,tendrá que realizar otros estudios en estos-pacientes. 

Se analiz¡¡;:~n • las muestras de 6 parejas de pádres de los pacientes 

infonnativos y én ninguno de ellos se encontró alteración en los patrones 
, . ' ' 

electroforéticos. analizados, por lo que estos resultados -sugieren que las 

alteraci~nes enc~~tradas en los pacientes son rnlltaci~nes de nor•o que de 

acuerdo con Blanquet y cols (1995) surgen como formas esporádicas en 

familias sin antecedentes familiares éon reti~~blastoma ya que ninguno de 

los padres es portador de dicha mutaciÓ11:e~· 1~ céÍulas sanguíneas, por otro 

lado, se sugiere que los casos aqui reportad~~'son hereditarios puesto que el 

estudio se realizó en sangre pl!rifé~c~ d~nde es ,viable detectar los casos 

hereditarios ya que los·· no -hereditarios sólo se pueden detectar en 

condiciones de homocigocidad en tejida' twnoral y no en tejido sanguineo. 

Es de notarse que de los_ pacientes analizados en este trabajo se 

encontraron casos de gran interés; el paciente RB 175 (fig. 22) que presentó 

dos bandas extra en el patrón correspondiente al exón 4RB, y el paciente 

RB 115 (fig. 28) que presentó tres bandas extra en el patrón correspondiente al 

exón 5RB hacen sospechar que estos resultados son consecuencia de la 

fonnación dB estructuras heteroduplex, las cuales pudieron originarse debido 
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a una dclcción o a una inserción en uno de los alelos, de tal manera que sí 

cada una de las cadenas nonnales se rcnaturaliza con una cadena mutada se 

fomiarán estructuras hetcrocluplex (Orozco, 1993). Otro caso interesante es 

el del paciente RB289 que presenta el mismo patrón electroforético que el 

resto de la población (fi¡;s. 2Jy29) para el exón '4RD. Sin embargo un~ de las 

bandns fue de menor intensidad, por lo que ,se realizó un análisis 

dcnsitométrico del patrón clectroforético , correspondiente a este pacielllc 

comparándolo con el del control nonnal y con el del paCic,ntc RB28; de las 3 

muestras se analizaron las 4 bandas que constit~yen el patrón de SSCP para 

el exón 4'. El anál,isis comparativo de las cur\las obtenidas de la densitomehía 

tanto del pacicn;e RB28 (t;g . .!O) c~mo ele! control (fig. Jl) mostró que guardan 

una gran ~imllitud e~tr~ I~~ val~res correspondientes a 3 de sus cuatro 

fracciones,' ~cr~· existe ~na marcada diferencia en la fracción cuatro del caso 

índice RB289 (r;g. Í9); correspondiendo un valor de 39.6% a la fracción 4 del 

control y, de , 4 '1. 7% ·.a , la del caso RB28; ambos porcentajes contrastan 

notablemente con el 14.9% de la fracción 4 del paciente RB289, por lo que 

es posible , qu_e esta diferencia entre el control y el caso índice RB289 sea . 

causa de que falte la mitad de material genético en el exón 4 de este 

paciente, de talmanera que este paciente es portador de un alelo nonnal y 

pued~ ser portador de un alelo deletado en esta región. Estos resultados 

. deberán ser corroborados posteriormente por secuenciación de los exones 

alterados para caracterizar con certeza las mutaciones responsables de la 

enfermedad. 

Con respecto al resto de los pacientes que presentaron un patrón 

electroforético normal, es posible que la mutación se localice en regiones del 

gen no analizadas en este trabajo 

Con base a lo antes expuesto, es obvia la utilidad de la aplícaci6n del 

análisis de SSCP como un medio para el diagnóstico diferencial del 

80 



retinolJlastoma hereditario del no hereditario. Así mismo, la aplicación de 

esta forma de diagnóstiéo molecular puede permitir la anticipación con clara 

ventaja al desarrollo el~ la :enfenncdad, aun cuand6 el. individuo no haya 

nacido todavía,> con\o s11ccdería si se aplica~an cistos conocimientos para el 

diag1ióslico pre1~~t~I ·de I; e1ÍrCnned;1d~ lo ~l;;!seríá cle grnn ayuda para el 

adecuado ~~~éjo de los i;1divid~ms aféctados ya que actualmente la 

en femíCdad. sólo e~ det~~;ada .cúa11do' ~I pa~icntc se encuentra en estados 

muy avanzados de l~~nfclllléct~d y en l~·mayÓría de los casos es necesaria la 

pérdida dé por lo menos un ojo. 
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CONCLUSIONES 

El diagnóstico molecular por SSCP puede emplearse con éxito para localizar 

alteraciones genéticás in\:olucradas en el desarrollo del retinoblastoma y 

aplicarse eficientemente como una fonna de diagnóstico diferencial entre el 

RB hereditario y el RB no hereditario. 

Un análisis molecular completo de los 27 exones del gen RB ayudarla a 

caracterizar las diferentes mutaciones causantes de la enfermedad. 

Este tipo de estrategias podrían aplicarse a un diagnóstico temprano que 

sería de gran utilidad para el tratamiento_ oportuno y w1 correcto 

asesoramiento genético tanto para los individuos afectados como para los 

individuos con alto riesgo de padecer la enfennedad. 
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APENDICE 1 

Marcadores de peso molecular 

J.. DNA/Hind 111 pb 
-2J,1Jll 
-9.~16 
-6,.~~7 

-~,361 

-12~· 

(Gibco DRL !S612·013) fragmentos óptimos para trabajar con DNA lineal de doble 

cadena, desde 125 pb hasta 23. l kb. Obtenido por digestión del A. DNA con clindts 857, 

Sam 7 y Hind 111. • Esta banda normalmente no se ve. 

IOO pb DNA ladder pb 
·2,072 
·l,!IOO 

-100 

(Gibco DRL 15628-019) fragmentos óptimos para trabajar con DNA lineal de doble 

cadena, desde 100 pb hasta 1500 pb.Obtenido de un plásmido que contiene secuencias 

aumentadas en 100 pb de forma creciente hasta 1 SOO pb y un ftagmento adicional de 

2072 pb. 
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Fago l\113 

Accl609D 

Clal 60391 Hmcll aJ;:.s 
A~,';~1~995 \ \' 1 'lpal p.105 

Sau961 5724 \'. Xmnl 357 

:a~:~~~ 1 NaelS513~ ~ 
HglAl~65 '~,,.?J_:--strand ~ 17o<; 

-skand ~ '0 

€ woldtype )Í''G'\ 
6407bp 

Ncil 1924 

NspBll1631 
HQIAI .1743 phage M13J 

3 BstNI 19fi6 

CI) BamHl2220 
Xnoll2220 

Clal25 -
Xmnl2546 

El fago M 13 tiene una doble cadena de 6407 pares de bases (Ausubel y Bren!, 1988); 

debido a que contiene varios sitios de restricción es ampliamente utilízado como vector 

de transformación. 
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APENDICE2 

REACTIVOS 

ltcactivos para extracción de ONA de sangre periférica 
- llCLD solución de lisis de cclulas rojas 

TRIS pll 7.5 10 111:>1 

i\lgCl2 5 mM 

NaCI IOmM 

.- \\'CLB solución de lisis de células blancas 

TRIS pl'I 7.6 10 mM 

EDTA pll 8 10 mM 

NaCL SOmM 

sos 0.2% 

Proteinasa K 200 ¡Íglml 

.- Ferio! Saturado: 

H20estéril 

Fenol a 68 •e 
200ml 

300ml 

TRIS HCI pll 8 IM 

NaOH IOM 

4 mi. 

293 ¡d 

.- Cloroformo· 

.- Cloroformo- alcohol lsoamilico (2411) 

- Etanol absoluto 

.-NaCI IM 

ltcactirns p11ra PCR y SSCP 

.- UutTer Stoffel 10 X: 
Tris-HCI 

KCI. pH 83 

100 mM 

100 111M 

.- 1'1g Cl2 25 mM 

.- Taq. Polimerasa /StotTel 10 UfµI 
U = unidades: una unidad de enzima se define como la cantidad de enzima que • 
incorpora 10 nmoles de dinucleótidos a 74 •c. 

- Dinucleótido.: A, T, O y C. para PCR 10 mM e/u; para SSCP. A, T, y G, 25 

1111\f c/u, e 2.5 mM. 

- Secuencias especificas de oligonucleótidos del fragmenlo a amplilicar 100 11g/µI. 

- l•t-·121'ldCTI' ;\clividad. 3000 ~1Ciimmol; Utilizado: 250 ¡1Ci 
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.- H20 bidestilada estéril 

.- Bromuro de etidio S µglml 

.- Buffer aearreador PCR: 

Xilen-Cianol o.os% 

.- BufT~r TBE 1~X'. 
Tris-base :: · 

AcidÓ borl;;;, 
EDTAO.SMpH8.0 44ml 

.- Color~nt~ ~l~~'(sscP):'C · 
FonruUiüda .,. . 95 % 

Azul debroiríor~~ói o.os% 
Xilen-Cii.nol ' · _·o.OS% 

.- Agarosa grado electroforesis • · 

.- Poliacrilamida p.Ja l!eies deSSCP con gliceról 10% 
Glicerol 25 ··. mi 

TBE IOX 25 mi 

H20 
Acrilamida 

162m1 
38\ml 

0

Acrilamida ~ 200 g 

Agua estéril · 300 mi 
Bisacriláinida 6. 1 8 

.- Persulfato de amonio 10 º/o 

.- TEMED reactivo 

.- Gel para SSCP 

•Poliacrilamida con glicerol 10 % 

•TEMED reactivo concentrado 39 rnl 
•rersulfato de amonio 10 % 327 µl 

60 rnl 

•Se mezclan y la solución obtenida se coloca rapidamente en la camara de electroforesis 
para SSCP sin que te queden burbujas de aire, se le deja polimerizar y se carga con las 
muestras que se quieren analizlir, el corrimiento se realiza con buffer TBE .8 X 

Reactivos 11ara extracción con polvo de vidrio de DNA amplificado 

de geles de ugarosa 

.• Agarosa de bajo punto de fusión 

.-Nal 6 M. 
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.- Polvo de Vidrio Suspensión 

.- Solución de lavado (elanol 70%; NaCI IM) . 

. - 1120 estéril 

.- Bulfor TAE SO X pH 8.5 

Tris base_ 
Acido acético glacial · 

Naz EDTÁ,2H.Í0 

. 242 s 
57.1 inl 

n.2.s 
ncaclivos para ·s;cuend~~ión 
Sequenase Versi.on 2.0_ DNA sequenCing Kit USB (70770) : 

.-llutlcr de reacción (Sx): > 
Tris-HCI. pH 7.S 

l\lgCl2 

NaCI 

200mM 

IOOmM 
250mM· 

.-Oligonucleótido para PCR: es especifico del exón que se va a secuenciar . 

. -Dklcsoxinucleólidos de terminación: 
ddG: SO ¡tM dOTP, 80 ¡1M dATP, 80 itMdCTP., 80 µM dTTP, 8 µM ddOTP, 50 

111:'.INaCL. 
ddA: SO µM dGTP, 80 µM dATP, 8011M dCTP, 80 µM dTTP, 8 µM ddATP, SO 

111\1 NaCL. .. . : .: . . 
ddT: 80 µM dOTP, 80 µM dATP, 80 µM dCTP, 80 µM dTTP, 8 µM ddTTP, 50 

mMNaCL. 
ddC: ao µM dGTP, 80 µM dATP, 80 µM dCTP, 80 µM dTTP, 8 µM ddCTP, 50 

mMNaCL . 

. - Mezcla <!_e bases (5 X): 

úGTP 7.5 µM 

úCTP7.5µM 

dTTP7.5 µM 

.- Diliotreitol (DTT) 0.1 M 

- (a-·';S)dATP Actividad: IOOOCi/mmol; Utilizado: 250 µCi 

.- Colurante Stop: 

r.-rmamída 

l:DTA 
,\1ul de bromofenol 

95 % "' 
20 mM 
O.OS''o 
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>lill'll·Cianol 0.05% 

.• DNA polimcrasa 13 U/~11 en: 

°KPO~, pH 7.4 20 mM 

DTT 1 mM 

f;l)TA 0.1 mM 

(iliccrol so% 

.• Gel para seéuenciación: 

Md!amida 40"/o (38:2; Acrilamida:Bisacdlamida)7.5 mi 

Urea 
TBE20X 

11 10 
l'crsulrato de amonio 1 O % 

TEMED reactivo 

23 gr 

22.Sm! 

125 µI 

25 ~ti 

2 mi 

Se mezclan, la acrílamida, Urea, TBE 20 X, HiO y se filtran, desp.ués se agregan el 

persu!foto d~ :¡monio y el TEMED. El corrimiento se efectua con TBE 1 X . 

. • Acíd..i acetico glacial. 

.• Ayarosa de bajo punto de fusión 

.• llro111uro de etidio S µg/m! 

MATERIAL Y EQUIPO 

.·Oli~,"intetizador Gene Assemb!er Plus (Pharmacia LKB Biotechnology) . 

. ·Gene .-\mp PCR System 9600 (Perkin Elmer Biotechnology) . 

. -Campana de protección para radioisotopos (Labconco) . 

. ·Dcnsitometro Cliniscan 2 (Helena !abs.) . 

. -Espcctrofotometro Spectronic !001 Plus (Mí!ton Roy Fie!d) . 

. -Con:,·ntrador Centrivap (Labconco) . 

. -Campana de estracción para gases (Labconco) . 

. -Tran>'.:uminador (Fotodyne) . 

. -Con~,·lador • 70 •e (Reveo). 

-Congc·'.ador -20 (American). 
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.-Secador para geles Drygels (Hoffer Scientilic lnstrisments) . 

. -Tcnrn>block (2050) (Labliné) . 

. -Camara de ~loctroforesispara SSCP y Se~uc~ciaci~n Polar Beárd (Owl cientific) . 

. -Sistema de electroforesis stlbm:~~a (Si~~a Ch~mical Co.). 

·: : . ' 

.-Fucmc de poder 2000 V (Sigma Ch~~ical Co.) . 

. -Micru,·cntrifuga (l'otodyne). · 

.-Com:.Jor Gaiger 

. -Go¡;les para protección de ultravioletas 

.-Micrupipetas: 0.5-10 ¡ti, sÓ-200 µI, 200-1000 µl. 

.-Pantallas de lucita para protección de radioisotopos 
_, '-'·· -

.-Cam:irns de lucita para protección de radioisotopos 

.·Dala11za analítica (Sanorlus) . 

• ·Equipo de revelado automático 

.-Hornu de microondas 

.-Cassc·t1es para autorradiogralias (Kodak 0-matic) 

.-Placa.• para autorradiogralias 

.-Cam:.rn fotografica (Fotodyne) . 

. ·Cristakria de laboratorio 

.-Pumas para pipetas y tubos eppendorfde plastico 0.6 mi y l.S mi 

.-Gu:111ies de latex desechables 
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