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RESUMEN

El retinoblastoma es una necplasia embricnaria que se manifiesta en dos formas: la
forma esporadica (no heredada) y la forma familiar (heredada). En los casos esporadicos,
el tumor es unitateral y en ia forma familiar puede ser tanto bilateral como unilaterai. Tiene
una incidencia de 1 en 13,500- 25,000 nacidos vivos, presentando signos y sintomas que
incluye leucocoria, estrabismo, midriasis unilaterat y heterocromia. El gen que predispone
al desarrollc de retinoblastoma es Rb1 y se localiza en el cromosoma 13 en la regidn
13q14.1. El gen Rb1 estd formado por 27 exones que codifican para una fosfoproteina
nuclear que participa de manera importante en la regulacion del ciclo celular. De acuerdo a
la hipétesis de Knudson, se deben presentar dos mutaciones en el gen Rb1 para que se
desarrolle la neopiasia. Las mutaciones puntuales son el tipo de mutaciones mas
frecuentes que se presentan en el gen Rb1 que generan el desarrole de retinoblastoma.

En este trabajo se analizé el patrdén de disinbucidn de mutaciones en 19 enfermos de
retinoblastoma unilateral o bilateral, utilizando las técrucas: ce-amplificacion por PCR
{amplificacidn en cadena de la polimerasa) no isotdpico, pelimorfismos conformacionales
de cadena sencila (SSCP) mediante PCR-isotdpico y secuenciacién de exones gue
mostraron algun polimortismo. Ademas se realizd el estudio citegenético para determinar si
existian alteraciones cromosdmicas en estos individuos y también se analizo la presencia ¢
ausencia de |a proteina pRb en tumores de estos pacientes.

El estudio citegenético mostré alteraciones cromosemicas en uno de los ndividuos.
E! andlisis molecular mediante SSCP-1sotépice, mostrd polimoerfismo en ef DNA de tres
individuos vy al secuenciar estas regiones se identificaron mutacicnes puntuales en los tres
casos.

En uno de los pacientes se identificaron dos mutaciones una en el exén 8 y ofra en
el exdn 20, solo una de éstas generd un coddn de paro lo gue se traduce en una proteina
pRb fruncada. Esto fue confirmado ya que en el analisis inmunohistoquimico del tumor de
gste paciente no se ideniificd la proteina pRb. Debido a que este paciente presentd
retinobiastoma bilateral se puede decir que alguna de las dos mutaciones wviene
segregando por linea germinal (mutacién precigdtica) o que se generd en las etapas
tempranas del desarrollo embrionarno.

En el paciente en donde se identificd una mutacion de tipo puntual en el exén 18, se
generd un codén de paro y no fue posible realizar el analisis iInmunohistoguimico debido a



gque no hubo enucleacién de la pieza ocular. En este caso el paciente presentd
retinoblastoma unilateral,

L& tercera mutacion puntual identificada fue en el exén 20 en el DNA constitucional,
esta mutacion también generd un coddn de paro. De acuerdo a esto se puede sugefir que
&l retinoblastoma unilateral que presentd el paciente pertenece a la foma familiar ya que ta
primer mutacién constitucionat pudo haberse generado durante el desarrollo embrionario o
segregar por via germinal.

En todos los tejidos analizados, con excepcién del paciente 2-Rb, se observd que la
proteina pRb estaba presente en el fejido. Este no indica que la proteina pRb sea
funcional ya que el anticuerpo que se utilizd para identificar a pRb esta dirigido centra el
carboxile terminal, de manera que no determina su estado de fosforilacidn.

En conclusion, debido a la severidad de esia necplasia y las consecuencias que ésta
tiene es importante identificar el tipo de mutaciones que se presentan en los individuos con
retinoblastoma, de manera que permita hacer un seguimiento en sus familiares en edad
pediatrica que requieren vigilancia clinica debido al riesgo que tienen de desarrcllar esta

neoplasia.



l. INTRODUCCION

El cancer ha side una enfermedad mortal durante la historia de Ja humanidad y su
prevalencia ha cambiado con el avance industrial y tecnoldgico ya que se ha convertido en una
enfermedad comdn afectando uno de cada tres individuos (Wemnberg A R, 79896) En México
desde 1990 los tumores malignos representan la segunda causa de muerte en ia poblacidén en
general despuas de las enfermedades cardiovasculares (Mohar A, 1997)

Etiologia y patogenia del Cancer

La carcinogénesis involucra una serne de cambios dentro de las células que generaimente
ocurren a través del cursc de muchos afios, que puede ser desde una década o mas entre &t
inicio de la carcinogénesis v el diagnéstico de la neoplasia, haciendo dificil puntualizar la causa
de ésta En muchos casos, las causas de céncer no estan definidas claramente pero se sabe
que tanto factores; externos (humo de cigarro, aleohol, tipo de dieta, quimicos industriales,
herbicidas, aire, agua contaminada, drogas, infecciones, luz solar, exposicion a radiacién, etc)
como internos (defectos en el sistema inmune, factores genéticos) juegan un papel muly
importante para iniciar y promover la carcinogeénesis (Hooper M L, 1999, Wemnberg A R, 1996).

En la actualidad no se tene informacidn detallada de como la mayoria de las
exposiciones a los carcindgenos dan ongen al cancer, se cree gue este surge de los efectos de
dos tipos diferentes de carcindgencs; uno de estos comprende agentes que danan genes
involucrados en controlar la migracion y proliferacién celular. La neoplasia surge cuando una
sola célula acumuta cierto numero de mutaciones, generalmente durante muchos afios y
finalmente escapa de los mecanismos que reprimen la proliferacion, las mutaciones permiten a
la célula vy sus descendientes desarrallar alteraciones adicionales y acumutarlas de manera que
su ndmere se incrementa favoreciendo la formacion del tumor Una teoria que ha permanecido
por mucho tiempo sostiene que muchos agentes ambientales ademas de (a edad y el tipo de
vida, juegan un papel impartante en el incremento de la produccion en el cuerpo de radicales
libres, éstos reaccionan con el DNA de algunos genes generando mutaciones. &l otro tipo de
carcindgenos incluye agentes que no dafian genes pero en su lugar aumentan selectivamente
el crecimiento de células de tumor o sus precursores, entre éstos se conocen a los virus, que
actian generalmente acelerando la velocidad de la division celular. Los virus y otros agentes
infeccicsos contribuyen en un 5% de todos los cascs de cancer. Por supuesto, l0s genes
heredados de los padres también influyen en ei desarrollo del cancer debido a gue algunos

individuos nacen con las mutaciones que promueven el crecimiento excesvo de cieras células
(Tuchopoulos D ycol 1396}



Debido a la preduccién de carcindgenos dentro del cuerpo y a los errcres genéticos en la
replicacidn, se cree que una cuarta parte de todos los canceres se podrian desarrollar en un
ambiente liore de influencias externas. En este proceso se presenta la pérdida del control de los
mecanismos de replicacidn y reparacion del DMNA, La alta eficiencia del sistema de reparacidon
es una razon de que puedan pasar muchas décadas antes de que se generen las mutaciones
necesaras para el desarrollo de la neoplasia, aunque las células normales tienen estrategias
de defensa contra el desarrollo del cancer, las células tumcrales activan diferentes vias de
escape para favorecer su proliferacién (Wemberg A R., 1996)

El estudio del cicle celuiar y su regulacién han permitido conocer como se mantiene la
fidelidad e integridad de la replicacién del genoma por tas funciones coordinadas en los puntos
de conirol y de los sistemas de reparacion del DNA, sin embargo el funcionamiento adecuado
de estos procesos se puede alterar por mutaciones génicas.

Como ya se mencioné anteriormente Ja transformacion maiigna de una célula surge a
través de fz2 acumulacion de mutaciones en clases especificas de genes gue proporcionan la
clave para entender [a raiz del proceso del cancer humano. Existen dos clases de genes, que
juntos constituyen una pequefa proporcién de todo el grupo de éstos que participan de manera
importante en el desarrollo del cancer. En su funcidn normal, estos genes regulan el cicle
celular, estas dos clases de genes son; 1) los protooncogenes que faverecen &l crecimiento
cefular y 2) los genes supresores de tumor, que lo inhiben, de manera que el funcicnamiento
colectivo de estos genes explican mucho de [a proliferacidon celular descontrolada en el cancer
Cuando los protooncogenes estan mutados, se convierten en oncogenes gue dirigen la
multiplicacion celular excesiva, las mutaciones en los protooncogenes pueden generar que se
aumente la produccion de ciertas proteinas estimuladeras del crecimiento celular. En contraste,
los genes supresores de tumor, contribuyen al cancer cuande se inactivan por mutaciones y
como resultade hay pérdida funcional de proteinas supresoras que privan a la céluta de frenos
importantas que evitan el crecimento descontrolado (Trichopoulos D, y col., 1996),

Inactivacién de los genes supresores de tumor

Para que una célula normal se convierta en maligna ademas de sobreestimular su
maquinaria promotora de crecimiento, también deben tener vias para evadir o ignorar senales
que detienen el ciclo celular que son emitidas por ¢élulas normales adyacentes.

La lista de sindromes de cancer familiar en los que estan incluidos genes supresores de
tumor esta creciendo, por ejemplo, las formas mutadas del gen supresor de tumor ps3
producen tumores en maltiples siios ademas del sinderme de Li-Fraumen, 1os genes BRCA1y

BRCA2 recientemente aislados estan asociados a cancer de mama hereditasio, ncluyendo el
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20% de todos los canceres de mama premenopausicos. Otro gen supresor de tumor es Rb1
cuyas alteraciones conducen al desarrolle de cancer intraocular conocide como retinoblastoma

que afecta a niflos que mas tarde tienen el riesgo de desarrollar osteosarcoma (Trichopoulos D, y
col, 1998)

RETINOBLASTOMA

A. Transmisién genética del retinoblastoma

Desde 1821 se han reportado casos de retinoblastoma dentro de una misma familia, el
descubrimiento de casos familiares de retinoblastoma origind la hipétesis de que se puede
heredar la susceptibilidad a la enfermedad (Goodrich D. W, 1893) El retincblastoma ha servido
como el ejemplo protolipe de la predisposicidn al céncer, éste es un tumor maligno de la retina
de localizacion intraocutar, que afecta a nifios pequefios, con una incidencia de 1 en 13,500 a
25,000 nacidos vives. Esta neoplasia ocurre en dos formas la forma espéradica (no heredada)
y la forma familiar (heredada). En los casos esporadicos, el tumor es unilateral de manera
unifocal, generalmente se presenta a los 2 afios de edad y representa el 60% de todos los
casos de retinoblastoma Las fomas hereditarias aparecen a una edad muy temprana {en
ocasicnes en recién nacidos), éstos representan el 40% de todos los cases de retinoblastoma,
de éstos el 10% (unilaterales o bilaterales) son transmitidos de un padre afectade y ef 30%
restante podrian resultar de una mutacidn germinal de nove en alguno de los progenitores v se
presenta de forma unilateral o bilateral. La enfermedad familiar se transmite como una
enfermedad mendeliana autosémica dominante con penetrancia incompleta y expresividad
vanable (Stahi A y col, 1954; Server Ch y cof , 1995)

La penetrancia del retinoblastoma heredado no es del 100% ya que no se manifiesta en
todas las generaciones de familias afectadas. El modelo mas simple para explicar este patron
de herencia es la susceptibilidad del retinoblastoma para segregar como una enfermedad
autosomica dominante con penetrancia alta (80-85%) pero incompleta. En los casos heredadoes
sin antecedentes familiares de la neoplasia, se estima que el 10-12% de casos unilaterales y
100% de casos bilaterales transmiten la susceptibildad de desarrollar retinoblastoma a su
progenie, ya que se puede generar por mutacion del gen Rb1 en las células germinales de los
padres Los casos de retnoblastoma esporadico (80%), surge de nove por mutacién del gen
Rb1 en células scmaticas durante el desarrallo del 00 (Goodrch D W, 1993),

En cuanio a la histogenesis del retinoblastoma, estudios previos han atnbuidc el ongen

detl tumor a células neuronales, glales o célutas totipotencrales (stem) de la retina Kyritsis y
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col., (1984) utlizaron una linea celular de retinoblastoma, para identificar un marcador
especifico de células neuronales como la enolasa especifica (NSE) y un marcador de
astrocitos, como ia proteina acidica fibrlar de la glia (GFAP), ésta s una glicoproteina asociada
a mielina para identficar céluias de Muller en la retina. Los resultados sugieren que las células
no diferenciadas contienen ambos marcadores (NSE y GFAP) mientras que las neuronas y las
celulas gliales que se estan diferenciando plerden gradualmente un marcados ¥y expresan
selectivamente el marcador que correlaciona con su morfologia Estos resultados sugieren que

el retinoblastorna se origina de una célula neuroectodermal primitiva bipotencial (kyntsis v col,
1584)

B. Signos y sintomas del retinoblastoma

En la mayoria de los casos, el primer signo que presentan estos pacientes es el
caracteristico reflejo ojo de gato, este reflejo pupilar blance, rosado o amarillo-blanco llamado
leucocoria resulta del reemplazo del humer vitreo por el tumer o por crecimiento de éste en la
macula. Ofro sintoma comin es el estrabismo, que ocurre cuando pequefios tumores
maculares interfieren con la vision o pueden estar asociados con leucocorta También se
presentan otros signos con menos frecuencia como ojos rojos con glaucorma secundario,
celulitis orbital con visién disminuida, mudriasis unilateral y heterocromia (Seriver Ch. y cof, 1965),

C. Qrigen genético del retinoblastoma.

En 1871 Knudson propuso la hipétesis que postula que dos mutaciones son responsables
del desarrolio de retinoblastoma para cualquiera de las dos formas de la enfermedad, en la
forma heredada, la primera mutacién es germinal y se encuentra en todas las células del
individuo, el gen Rb1 mutado se hereda de una de los progenitores o la mutacién se genera de
novo en una célula germinal durante la gametogénesis de uno de los padres. El gen mutado
localizado en el cromosoma 13g14.1 (Figura 1) es recesivo a nivel molecular, asi la primera
mutacidn constituye solamente una predisposicion para desarroliar 'a neoplasia La segunda
mutacién siempre es somatica y afecta células de la retina que llevan ia primer mutacion en uno
de los cromosomas, esto conduce a pérdida o inactivacidn del alelo normal de aqui la expresion
frecuente de pérdda de heterocigosidad (LOR). Las células retinianas experimentan
transformacion maligna generande un tumor En la forma esporadica del retinoblastoma, se
¢ree gue ambas mutaciones ocurren sucesivamente en una sola célula de la retina de manera
que es muy rare gue existan dos mutaciones idénticas en la misma célula, asi que es poco

probable que esto ocurra en ambos ojos esto explica porque la forma espéradica es unilaterat
(Knudson A G, 1871)



D. La citogenética del retinoblastoma.

Yunis y Ramsay en 1978 demostraron la existencia de una delecién sobre el brazo largo
del cromosoma 13, una banda localizada en 13q14 1 que frecuentemente se pierde en los
casos de retinoblastoma Cuando ademas de ésto, tambien ocurre otra alteracion en & gen
Rb1 del cromosoma homélogoe, la delecidn da como resultade el crecimiento de clonas de
céluias tumorales debido a la pérdida del gen Rb1 que tiene una participacion muy importante
en la regulacidon del ciclo celular. Esta observacidn fué confirmada ya que el andlisis
citogenético demostrd que la delecidon de 13q14.1 se observa en el 5% de retinoblastomas, la
pérdida de material estructural sobre el cromosoma 13 es solamente uno de les mecanismos
que conducen a pérdida del gen Rb1, ya que las deleciones mas pequanas, no se detectan por
métodos citogenéticos convencionales. Ademéas el andlisis cromosdmico demostrd que la
eliminacién de 13g14.1 ocurre no solo en c¢élulas tumorales de la retina sino que también en
células normales de nifos que padecen de retinoblastoma familiar En esas células soio uno de
los cromasomas 13 muestra la delecién, |a cual también se puede encontrar en células de los

padres. En los casos espéradicos, la delecion solo se observa en las células del tumor (Yums v
Ramsay 1978, Stahl A y col, 1994)



1.2
111
116

121
122
123
130
14.1
142
143
211
212

Locus del gen Rb1

/

213

22.0

310
320

33.¢
340

Cromosoma 13

Figura 1. ldiograma del cromosoma 13 en donde se muestra la regién 13q14.1 que

corresponde al locus del gen Rbt. Tomada de verma R. S. y col, (1895)

Debido a que la pérdida constitucional de material genético de! cromosoma 13914 1
predispcne a retinoblastoma, varnos grupos de investigadores estudiaron los tumores de
pacientes con cariotipo normal para determinar si las anormalidades citogeneticas surgen como
eventos somaticos Aungue algunos reportes imiciales sugirieron que la banda 13914 estaba
delecionada en una gran proporcion de estos tumores, estudios postenores demastraron gue
soto el 10% tienen monosomia de la region 13q14. Es importante censiderar que en el
retinoblastoma existen otras anormahdades cromosémicas, las cuales parecen estar asociadas
con el desarrollo del tumor mas que con la iniciacion del misme, por gemplo como en otros
tipos de tumor, en retinoblastoma se observan copias extras delf cromosoma 1q, iSocromosoma

Bp (1(Bp)) que se ha encontrado en el 60% de los cases de Rb que da como resultado cuatro



dosis de todos los genes gue se encuentran sobre el brazo corto del cromosma 6 (Galte 8 L y
cof, 1990; Naumova A, ¥ cof, 1984, Scnver Ch y cof, 1995)

E. Mecanismos genéticos que generan pérdida de heterocigosidad (LOH).

Existen varios eventos genéticos que pueden favorecer la expresion fenotipica del gen
Rb1 mutado, en la forma familiar, ia mutacién del gen Rb1 es heredada y se encuentra en uno
de los cromosomas 13 de todas las células cualquier evento genético gue resulte en LOH, ya
sea homocigesidad o hemicigosidad conduce a la aparicién de una clona tumoral

Se han propuesto varios mecanismos cromosdémicos que pueden conducir a la LOH.

1) No disyuncion mitdtica, con pérdida de! cromosoma 13 normal, el cromosoma alterado sera
hemicigdtico en todos sus genes, permitiendo la expresion del gen Rb1 mutado.

2} Pérdida del cromosoma 13 normal y no disyuncidon mitdtica con duplicacién del cromesoma
13 que tiene la mutacién, dando como resultado homocigosidad para todos los genes.

3) Recombinacién mitética entre el cromosoma mutado y el normal con la posterior
segregacion, en donde se generan cromosomas que mantienen heterocigosidad en el focus
proximos al centrémero, pero que muestra hemicigosidad en el resto del brazo largo del
cromosoma incluyendo locus del gen Rb1,

4) Mutacién det gen Rb1 en el alelo normal.

5) Se ha descrito ofro mecanismo en mujeres afectadas por una translocacion X-13, si el
cromosoma 13 es translocado en el cromosoma X inactivo, la inactivacién se puede continuar al
segmente autosdmico que tiene el gen Rb1 normal, este fendmeno constituye solo una
predisposicion a adquirir retinoblastoma ya que es necesaria la inactivacion det alelo restante
para que aparezca el tumor (Nichols y cof, 1960, Stahl A y col., 1894, Jones C. and col,, 1997).

Naumova y Sapienza {1984) propusieron la siguiente hipotesis respecto af fendmeno de
impronta génica, esta hipdtesis se basa en un estudio genético en pacientes con
retinoblastora, En este trabajo encontraron una desproporcion de sexos, debido a que ésta
involucra dos cromosomas diferentes (Y y 13 con fa mutacién en el gen Rb1}), que ocurre entre
la progenie de hombres con retinoblastoma bilateral esporadico, es probable que exista un
proceso capaz de actuar en trans y dar sensibilidad al ongen parental de los alelcs, este
proceso seria la impronta gendmica. La hiptesis que proponen sugere que los hombres con
retinoblastoma bilateral esporadico, son portadores de un gen defectuoso de impronta en el
cromosoma X, debido a esto son incapaces de borrar la impronta materna y/o reestablecer la
impronta patemna en Ja porcidn del genoma heredado de sus madres, ademas tienen alterado ef
gen Rb1 en uno de sus cromosomas La descendencia de estos varones tendra cuatro

posibiidades, ios dos embriones femeninos no sobrevivirdan debido 2 que el padre afectado



transnite su cromosoma X {ef cual tiene <l gen defectucso de impronta). Solo serén viables
aguellos gue tengan un cremasoma Y y que ademas tienen un alelo Rb-1 alterado, lo cual se
ve reflejado en la desproporcion de sexos Y el desarroilo de retinoblastorna en los varones
(Naumova y Sapienza 1994}

F. Caracterizacién estructural del gen Rb1.

El locus genético responsable para el desarrollo de retinoblastoma se llamd Rb1, el gen
Rb1 se localizé por dos evidencias muy importantes. primero, en las deleciones censtitucionales
observadas en el cariotipo o las translocaciones gue predisponian a Rb siempre estaba
invalucrada la banda 13q14 Segundo, el retinoblastoma familiar mostro estrecha relacién con
la actividad de esterasa D (ESD), la cual es un marcador polimorfico enzimatico que se
encuentra en sangre vy su gen se localiza sobre el cromosoma 13q14, ia proximidad del gen de
la ESD y el gen Rb1 fue evidente debido a que los niveles sanguineos de ESD se reducian al
50% cuando una delecién citogenética originaba retinoblastoma. Motegi y col., (1981 y 1982),
{ctado par Galle B L y col , 1990) presentarcn datos que mostraban que un pequefio porcentaje de
pacientes con retinoblastoma heredado eran mosaice, ya que deleciones pequefas en el
cromosoma 13 detectadas con técnicas de bandeoc cromosdmico de alta resolucion solo
estaban presentes en una pequena proporcidn de linfocitos de sangre penférica, Sin embargo
como Motegr admitié, las técnicas citogeneticas no pueden ser lo suficientemente confiables
para distinguir entre deleciones pequenas y la presencia de artefactos como la compactacion
de bandas (Galte B, L. y cof., 1980),

ta estrategia general empleada por varios grupos para jograr 'a caractenzacion del gen
Rb4, fue aislar sondas de DNA localzadas en la region 13q14 para caminar sobre el
cromosoma paor tamizaje genético de genatecas de DNA y a Intervalos penoddicos se tamizaron
genotecas de cDNA para detectar la expresion de genes. La clona de cDNA aislado se usé
como sonda para determinar si la expresion del gen afin estaba ausente en el retinoblastoma,
pero presente en celulas normales de la retina y en lineas celulares de tumores diferentes a
retinoblastoma (les y col, 1987, Goodrich D W, 1683) La biologia molecular permitid ia
identificacion det gen Rb1, su tamarfio es de 180,388 ph, con un marco de lectura abierto que
va del nucledtide 140 dei extremo ©'. Sin embargo existen dos codones potenciales de
iniciacion para la traduccién, uno en el nucledtido 139 y otro en el nucledtdo 475, la proteina
consta de 928 ammoacidos con un peso molecular de 108 KD. El gen Rb1 consta de 27
exones, el tamafo de los Intrones va de 80pb para el ntrdn 15 a aproxmadamente 7¢ Kb para
el intron 17, el intervalo de los exones va de 31 nucledtidos para el exén 24 a 1889 para el exon

27. que contieng un coddn de paro y 1as sefales de pohadendacion El exon 1 conteng el
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codon para la primer metienina y la secuencia 5 no traducida, fa longitud dei mRNA es de
4 7Kb (Goodrnch y cof, 1893) {Figura 2).

Ei andlisis transcripcional del gen identifict tres sitios potenciales de iniciacién en las
posicionas nucleotidicas +1, +44y + 51, el analisis de sliminacion de la secuencia &' del gen
Rb1 ndicé que la regién entre los nuledtidos -154 y +188 posee funcion promotora, con una
subregidn critica de imciacion en los nuledtidos +13 y +183 (Scrver Ch y cof , 1995)

G. Anormalidades genéticas en tumores de retinoblastoma.

Los cambios somaticos del cromesoma 13 gue no son detectados por analisis
citogenético en tumores de retinoblastoma, se observaron comparando las iscenzimas ESD
(esterasa D) en tumores y células constitucionales de pacientes heterocigotos para los alelos
de la esterasa D. En el 70% de los tumoeres no se detecté un alelo de la ESD, indicando que
esa “inactivacién somatica” ocurmié cerca del gen Rb1 en el cromosoma 13q14. La utilizacién de
marcadores de DNA para fragmentos de restncoidn de longiud polimérfica (RFLP) para el
brazo largo del cromosoma 13 mostrd que los cambios geneticos de la ESD se debieron a
pérdida o rearreglos cromosomicos. Bl andlisis de nibridaciones fipo Southern blot con sondas
para RFLP's (Restriction Fragment length polymerphism) en las células consttucionales,
mostraron pérdida de heterocigosidad (LOH) en extensas regiones del brazo largo del
cromosoma 13 en células tumorales (Cavenes y col, 15683) Existen varias sondas para detectar
RFLP's dentro del gen Rbt que pueden usarse para predecrr mediante ligamiento, cuales
miembros de una familia con retinoblastoma heredado tienan mayor probabilidad de heredar el
cromosoma 13 mutade, sin embarge, solo el 10% de los pacientes tienen una historia familiar
que permite hacer el lgamiento de la mutacién en el gen Rh1 SI el tumor del retinoblastoma
esta disponible, se puede indentificar el cromesoma mutado per la LOH gue ocurre en el 70%
de los tumores, se pueden utilizar los marcadares informativos RFLP para seguir la herencia dei
cromosoma mutado. La frecuencia de LOH (72%) fue la misma en tumores heredados y no
heredados, posteriormente se confirmd en retinoblastoma famiiar que el cromosoma 13 gue
permanecid en el tumor fue el cromesema heredado del padre afectado, el desarrolio de LOH
en tumores de retinoblastoma fué especifico para el cremosoma 13, ya que todos los demas
cromosomas probados mantuvieron la heterocigosidad constitucional (Galle y col,, 1890).

Se ha propuesto que en los casos {30%) restantes que permanecen heterocigolos
cercano 2l locus Rb1, se debe a que existen otro tipo de alteraciones como el propuesto por
Strzaker C. y col., (1997) en donde menciona gue ¢l estado de metilacion de! promotor del gen

Rb1 es mportante En su trabajo determinaron el estado de metiacion de todos las secuencias
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CpGs en la regién promotora con la finalidad de determinar, si los sitios invoiucrados a la unidn
a factores de transcripcidn estaban metilados anormalmente. Encontraron hipermetilacién a
través de todas las secuencias CpGs del promoter, por lo que sugieren ademas que la actividad
normat de la metil transferasa (DNA MTasa) estd en duda, debide no solo a gue metla
anormalmente ef DNA de tumor sino que mantiene anormat el patrén de metilacion en el cancer
as diferente a la de células normales, por lo que es importante estudiar no solo el patrén de
metilacion anormal sino ademas relacionarlo con el estudio de actividad de DNA Mtasa en
tumores (Stirzaker ¢y col, 1997) Otros mecanismos que podrian contribuir & desarolio de
retinoblastoma se incluyen |a expresién anormal de n-myc, (Doz F. y col, 1995), asociacién de la
proteina pRb con oncoproteinas virales, alteracion de un gen diferente 2 Rb1 (Rb2/pRb130),
alteracion de las desacetilasas HDAC (Baldi A y cof, 1996, Brehm A., 1998 Goodrich W D y col, 1923)
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Figura 2. Representacian del gen Rb1. A. Gen Rb1 de 200 Kb, constituide de 27 exones
representados por las Imeas verticales numeradas en colores y 26 intrones mostrades en color
azul B. Estructura del RNAm del gen Rb1 de 4.7 Kb, los numeres indican ia posicion de los
exones. Los colores indican las regiones que codifican para los diferentes dominios de |a
proteina pRb. C. Proteina pRb en donde se observan los dominios N (amino), A, region
espaciadara, B, NLS (sedal de locaiizacién nuclear), DEADG (sitio consenso que es hidrolizado
por caspasas-1), (Wang 4 v, 1997) C y los sitios de fosfonlacién, (Taya v, 1997) esta proteina esta

formada por 928 ammocacidos



H. Estudios moleculares del gen Rb1.

El evento gue dispara la proliferacién maligna en el 70% de retinoblastemas es la pérdida
de heterocigosidad para la region 13g14, asi que el alelo normal del gen del retinoblastoma se
pierde y el alelo Rb1 ya mutado permanece en el tumor (Zhu v col, 1989) Los mecanismos gque se
han propuesto responsables de [a inactivacion del gen Rb1 son:

Mutaciones en ef gen RB1

Se han hecho varos intentos para identificar las mutaciones que originan la nactivacién
del gen Rb1. Mediante estudios previos hechos por Lehmann D. y col., {1892) en pacientes con
retinoblastoma se detectaron mutaciones en los exones 16, 20 y 23 del gen, en otre estudio
Lohmann R D. y coi, (1994}, analizaron 108 pacientes con retincblastoma hereditario e
identificaron 20 deleciones pequefias (de 1 a 18 pb) y siete nsercicnes distribuidas a lo largo del
gen Por otro lado Blanquet y col., (1995) analizaron el espectro de mutaciones germinales en &l
gen Rb1 de 232 pacientes con retincblastoma hereditario y no hereditanio, exploraron los 27
exones y secuencias flanqueantes ademas del promotor, encontraron que la mayoria de
mutaciones era de tipe puntual entre otras, duplicaciones, inserciones y deleciones y éstas se
encuentran distribuidas a lo largo del gen, la poblacidn estudiada mostrd un mayor nimerc de
mutaciones en los exones 3, 8, 18 y 19, (Figura 3) Lohmann D. y col., (1998) estudiaron 119
pacientes con retinoblastoma hereditarnio, el analisis de hibridacién por Southern blot mostré
mutaciones en 48 pacientes, en los 71 pacientes restantes detectarcn mutaciones en 51 (72%)
aphcando analisis heterodupiex, SSCP no 1sotdpico y secuenciacion directa que identifico
transiciones recurrentes en la mayoria de los 14 codones CGA dentro del gen Rb1, no se
observae mutacién en los exones 25-27, sin embarge esta regidn contiene 2 codones de CGA,
esto sugiere que podrian existir otro tipo de mutaciones en estos exones que esten involucrados
en el desarrollo de retinoblastoma. (Figura 3) De los 119 pacentes con retinoblastoma se
encontraron mutaciones en 99 de ellos (B3%), el espectro de mutaciones comprendid, 15% con
deleciones grandes en el gen, 26% alteraciones de pequefia longitud v el 42% substitucion de
bases. En otro estudio Cowell y col., (1996) analizaron los 27 exones del gen Rb1 en a] DNA
constitucional de pacientes con retinoblastoma, en dende se una transicion de C por T
convirtiendo un CGA (Arg) por un codon de terminacion TGA en el exdn 17 y una eliminacién de
8 pb en el exdn 20 que ongind un coddn de terminacion rio abajo de! siio donde nicia Ia
transcripcion del gen Rb1

Blanguet y col., (1993) analizaron 120 pacientes con retinohlastoma, usaron PCR
combinade con electroforesis en geles con gradiente desnaturalizante (DGGE) para detectar

mutaciones puntuales, eliminaciones pequenas o mserciones, Encontraren 10 alteraciones, 5
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de éstas afectaron el marco de lectura generando codones de paro que orniginaron proteinas
truncadas, ofras alteraciones originaron susiitucién de aminodcidos © alteracion  del
procesamientc de corte y empalme del RNA (Bianquet y col, 1993)

Kato y col., (1994) detectaron en el gen Rb1 mutaciones constitucionales (dos deleciones
intragénicas y dos deleciones puntuales) en 4 de 10 pacientes con retinoblastoma hereditario
Las mutaciones puntuales con sentido equivocado TGT, cisteina —» TAT, trosina se encontraron
en el codon 706 del exdn 21 que corresponde al dominio de la proteina pRb escencial para la
unidn del antigeno grande T del virus de Simio 40 y para la proteina E1A de adenovirus Se ha
sugendo que la mutacién en este coddn interfiere con la unidn a oncoproteinas in vitro y con la
fosforlacion i vivo (kato vV M y col, 1994a, Kata V. M. y col, 1994b).

Anteriormente no se conocia una regién preferencial de mutacion en el gen Rb1, pero de
acuerdo a los estudios mencionados, se sugiere que las secuencias CGA son regiones
susceptibles a mutaciones onginande en su mayoria codones de paro. La metilacén de
secuencias CpGs de DNA exdnico favorece el fendmeno de desaminacion en las citosinas,
originando mutaciones puntuales (en la linea germinal) que pueden generar enfermedades
geneticas, la mayoria de éstas son transiciones C—T. Esto se debe a gue lz 5 meticitosina
(m5C) es altamente mutable por desaminacion generando mutaciones transicionales {C—T) en
los CpGs, como consecuencia estas secuencias pueden ser puntos calientes de mutacion en
una variedad de genes La metlacién en el gen Rb1 ha sido estudiada por Mancini D. y col ,
(1997}, en su trabajo determinaron que el estado de metilacién de CpGs exdnicos en el gen Rbi
contribuye a la hipermutabilidad de estos sitios ya que identificaron mutaciones en la mayeria de
los 14 codones CGA de este gen con la excepcion de los exones 25-27, a pesar de que en
estas regiones existen CGA y reportan que en 119 pacientes el 69% tenia una sustitucion de
una base en los codones CGA que condujo a codones de terminacién. Los exones involucradcs
con mutaciones recurrentes (reportadas) son 8 y 14, ambos tienen 3 codones CGA y sugieren

que las regiones hipermetiladas podrian ser puntos calientes para las mutaciones (Hogg v cof
18993 Mancini O y cof . 1887)
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con retinoblastoma. En la parte supenor las flechas rosas sefiafan la distribucion de las
mutacicnes en la linea germinal, de Bianguet y cor, (1995) En la parte inferior se indica con flechas
verdes el espectro de mutaciones en la linea germinal de pacientes con retinoblastoma
hereditano, datos tomados de Lokmann y cof, (1996) Los numeros indican los exones en
diferentes colores que representan los dominios de la proteina pRb mostrados en la Figura 2.

L. La proteina pRb producto del gen RB1.

a). Propiedades de la proteina de retinoblastoma

El conocimiente acerca de la funcion de proteinas nuevas algunas veces se puede
encontrar en la secuencia de aminoacidos o de su DNA, Friend y col., (1986) desarrallaron
comparaciones de secuencia con el cDNA de Rb1 para investigar los dominios funcionales, su
analisis encontré poca evidencia de una propuesta previa de la existencia de un sitio de unién a

un metal y concluyeron que el gen Rb1 cedifica para una proteina de un tipo no caracterizado
{Friend y cof, 1986)

El producto del gen Rbi se identifico con anticuerpos dirigidos contra tres péptidos
sinteticos, cuya secuencia se dedujo de la secuencia del cONA del gen Rb1 y contra una
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proteina de fusion TrpE-Rb que se expresé en E coli Los anticuerpos policlonales
Inrmunoprecipitaron una proteina de 110 kD de células humanas normales, también detectada
en otras especies de vertebrados. La proteina no se encontrd en lineas celulares de
retincblastoma, lo que confirmd 1a pérdida de la funcion de ésta en retinoblastomas (Goodrich W
G.ycof, 7883 En 1987 Lee y col., prepararon antisueros de congjo contra una proteina de
fusion y purificaron un anticuerpo anti-pRb que precipité una proteina de 110 a 114 Kd. Esto dio
come resultade ef conocimiento de varias caracteristicas impontantes de la proteina pRb como

Prnmere, mediante ef fraccionamiento subcelular de células marcadas con 3S-metionina
en fracciones nucleares, citoplasmicas y membranales se demostrd que el 85% de la proteina
de Rb1 permanece en el ndcleo, lo cual se confirmod ademas con tincién inmunohistoquimica
con el anticuerpo anti-pRb. Segundo, cuanda las células se marcaron con acide fosforico-32P, el
anticuerpo anti-pRb inmunoprecipité una proteina marcada con 32P idéntica 2 la proteina pRb
(pp110RB) (scriver Ch y col, 1995). Por lo anterior se considera que el producto del gen Rb1 es una
fosfoproteina nuclear de aproximadamente 110 kd (Gaiie y coi.. 1990), con 17 sitios patenciales de
glicosilacién (Taya ¥ 1997) y un cierre de leucina codificado en el exén 20, indicado por la
presencia de leucinas periddicas cada siete aminoacidos en una alfa helice que se cree
importante para la dimerizacién de proteinas Ademas en la region que contiene los
aminoacidos 663 a 716 existen 14 prolinas de los 54 que se encuentran en la proteina; esta
regién rica en prolina se ha observado en los oncogenes nucleares como, c-mye, y c-myb
(Scrver Ch y cof | 1895)

Una serie de caracteristicas del producto del gen Rb1 come; 1) la fosforiacion de ia
proteina, 2) la relacidn entre fosforilacién y vida media (la vida media de la proteina no
fosforlada es de al menos 6-12 heras, mientras que la pRb fosforilada tiene una vida media
mas corta) y su 3) distribucion ubicua sugiere que pRb podria ser una proteina que se une al
DNA en donde ejerce su actividad de supresor de tumor a través de la regulacién de Ia
transcripcion de una variedad de genes celulares (Scrver Ch. y col, 1995, Goodnich, D.W, 1593).

b). Caracterizacién estructural y bioquimica de la proteina pRB

El dominio de la proteina pRb responsable de supresion de crecimiento celular abarca de
los aminodcidos 395 al 876 y contiene tres sitios de unién a proteinas dencminados donunio A,
By C como se muestra en la Figura 2 A estos dominios se pueden unir varias proteinas tanto
celutares como virales que tengan la secuencia de aminoacidos LXCXE (donde X es cualquer
aminoacido) La union de este secuencia (LXCXE) es en los domimoss A y B, el factor de
transcripcidn E2F se une a los dominios A/B y C; por otro lado C-Abl o Mdm-2 se unen al
dominio C. La proteina pRb tambien tiene una sefial de localizacién nuclear (NLS) y un sitio
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consense que es hidrolizado por la famila de proteasas caspasa-3/ICE (entre los aminoacidos
886 y 887) durante la respuesia a la muerte celular. Este sitio consenso se encuentra fuera del
dominio de supresor de crecimento celular, la hidrdlisis en este dominie puede comprometer la
funcién de proteccién de pRb contra la muerte ¢elular {Figura 2}. La unién de factores de
transcripcion a la proteina pRb probablemente sea la base funcional de ésta para regular la
expresion de genes y la proliferacion celular. Dado el hecho de que a pRb se unen varios
factores de transcripcion, de esta manera coordina la regulacion de algunos genas que son
relevantes para el control dei crecimiento celular (wvang v, 1997}

Una de las propiedades que se han descubierio mediante la purificacién de la proteina
PRb fué la capacidad para asociarse con columnas de DNA-celulosa. Usando la proteina de
fusion trpE-Rb, Wang y cot, (1997) demostraron que esta actividad de unién no especifica al
DNA fue intrinseca para la regién carboxilo terminal de pRb, las proteinas de fusion que tienen
los exones 19 al 27 se unen al DNA con alta especificidad mientras que las proteinas que no
tienen esos excnes tienen reducida la capacidad de unirse al BNA (Wang y cal., 1997)

Otra propiedad bicquimica de la proteina pRb es su capacidad para formar complejos
especificos con oncopreteinas producidas por algunos virus de DNA transfermantes como son:
el antigeno T (LT) de SVv40, la proteina E1A tipo 5 de adenovirus de humano y la proteina E7
de tipo 16 y 18 del virus de papiloma (Figura 3). Cuando las oncoproteinas se unen a pRb
alteran sus funciones en el control del ciclo celular. Es importante saber que la oncoproteina LT
se une especificamente a la forma hipofosforilada de pRb, el complejo LT-pRb solamente se
puede detectar en fase G1 cuando solo la forma hipofosforilada estd presente. Estas
observaciones favorecieron la hipdtesis de que la forma hipofosforilada de pRb inhibe la
entrada a la fase 8 y la fosforilacion o neutrahzacién por unidn a LT permite a la célula entrar
esta fase (Stah/ A y col, 7994) Por otro lado, se conocen los aminoacidos necesarios para la
union al antigeno T de SV40 y se ha observado que para la formacién del complejo se
requieren dos regiones distintas que incluyen fos aminoacidos 394 al 571 y del 849 al 773. Por
otro lado se requieren cuatro de ocho cistefnas que estan dentro © cerca de esta region para
una conformacion especifica de la proteina para unirse a otra oncoprateina como la E7 del
virus de papiloma. Estas regionas corresponden a las mas frecuentemente mutadas incapaces
de formar complejos con el antigeno T La estabilidad del complejo entre las proteinas virales y
PRb varia, ya que se han repcrtado proteinas virales con capacidad de transformacion débi,
que forman compliejos menos estables con la proteina pRb que las asociadas con mayor
actividad transformante, £s posible que las proteinas virales de DNA inducen la transformacion
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uniéndose a la forma activa de la proteina pRb, inhikiendo asi su funcién normal de supresion
(Gallie y col, 1990, Goodrich D W, 1693}

Conservation
e

Figura 3. Complejo de !a proteina de retinoblastoma (pRb} con la oencoproteina viral E7, Iz
cual frecuentemente se une a pRb y bloguea su funcién en este caso en cancer cervical La
intensidad del color verde indica la conservacidn de los aminoacidos en pRb y proteinas

relacionadas

El mecanismo de transformacidn por virus de DNA de tumor es mas complejo que la
simple inactivacion de la proteina pRb, varios reportes indican que la unién a la proteina pRb ne
es suficiente para inducr la transformacién de algunos virus de DNA, las proteinas
transformantes ademas se unen & otras proteinas celulares como p53 que pueden ser
importantes en el control def ciclo celular (Galte y cof., 1890; Goodrich C W, 1983)

C). Funciones de la proteina pRb

El praceso de proliferacién celular se puede subdividir en las siguientes etapas; latencia
(GQ), preparacion para la replicacion del DNA {G1), duplicacion del DNA (S), preparacién para
mitosis (G2) y divisidn celular (MY Existen vanios estudios, como e} gue se realizd en ratones
mutados en ambos alelos del gen Rb1 (Rb1), que sugieren la existencia de tres funciones
para la proteina pRb las cuales son

1 Inhibicion a la entrada de la fase S

2 Supresion de crecimiento celular

3 Proteccion contra la muerte
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1. Inhibician a la entrada de la fase S y supresidn de crecimiento

ia fase Gi del ciclo celular eucarionte contene importantes puntos de chequeo
(“chekpoints” para continuar o salir de éste Estudios genétices en levaduras han definido un
punto control previo a la fase 8, llamado “inicio”, en este punto la célula toma la decisidn para
continuar con la siguiente etapa del ciclo celular, por lo que el secuestro de factores de
crecimiento antes del punto de restnccian en G1 evita la entrada a la siguiente fase Sy la céluia
gueda en un estado de latencia, conocido come GO. Se sabe que pRb tiene un papel
imporiante en un puntc de restnccidn en la fase (1 ya sea para pernutir gue saiga del ciclo
celular o para demorar la entrada a 1a fase S (Goodrnch, D W, 1993)

La funcién de pRb en la inhibicion a la entrada de la fase S, dependiente de E2F, es el
mecanismo mas eficiente; sin embargo la pérdida de esta funcion como en gl caso de la
mutante pRb-661W que tiens una mutacion puntuat en el dominio B y por 1o tanio no se une a
la proteina E2F, no inactiva completamente 1a actividad de supresién de tumor. Debido a este
se propusc que existe otro deminie (C) gue también tiene unz funcién importante en la
regulacion del ciclo celular Otra evidencia de gue pRb reguia la enirada a la fase S es su
expresion ectpica que induce prolengacion de la tase G1 en diferentes tipos celulares Estos
es apoyado por los reportes de fibroblastos dervados de embriones que tienen el gen Rb1
los cuales tienen una fase G1 mas corta que los embriones Rb1++, Existen otras proteinas
relacionadas a pRbk como p107, p130 y la recientemente identficada RbF de Drosophila que
también regulan a E2F y son capaces de inhibir ia entrada a la fase § Ademas, la
sobreexpresion desregulada de E2F estimula la entrada a la fase S e induce la transformacion
celular, La funcidn estimuladora de E2F para entrar a la fase S se puede explicar por el hecho
de que los sitios de unién a E2F estan presentes en los promoteres de algunos genes
activados en G1/S, incluyendo la ciclina E y la cichna A, que son esencizles para la
estimulacién de sintesis del DNA (Wang J., 1997}

La mejor interaccidn caracterizada es la asociacion de la proteina pRb con el factor de
transcripcion E2F, por lo que el posible papel de pRb estd en la regulacién de a transcripcion
de estos Qriginalmente se descubrio a E2F a través de su funcién en la activacion del promotor
E2 de adenovirus, ademas de que puede regular otros genes que son importantes para el ciclo
celuiar debido a que el sitio de umén a DNA de E2F se encuentra en los promotores de genes
como DNA polimerasa ¢, nbonucledtido reductasa, ¢-myc, imidilato sintetasa y c-myb €l
complejo pRE/E2F se forma en las fases G1 y S del cicio celular, Hamel y col., (1982},
demostraron que e adenovirus Eliak, c-myc y los promotores del gen Rb1l pueden ser

repaimidos por la sobreexpresion del gen Rb*. Para observar la represion, en cada caso se
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requiere que en el promotor de estos genes exista una secuencia de union a E2F, la presencia
de un sitic E2F en el gen Rb1 sugiere que la pRb puede regular su propla expresion. Estos
resuitados sugieren que la urmédn al promotor del gen Rb1 convierte a E2F de un activador a un
infubidor de |a transcripcién (Hamel y col , 1952)

Muchos investigadores se han dedicado al estudio de los mecanismacs invelucrados en la
regulacion de la proliferacian calular por la proteina de retinablastama pRb v han llegado a la
conclusion de que la proteina tiene una funcidn muy importante dentro del nucleo, en ta
transduccion de senales extracelulares para detener la multiplicacién celular. La varnacion en |la
fosforilacidn de la proteina pRb durante el ciclo celular, su unién a oncoproteinas virales vy
ascclacion con proteinas regulatorias del cicle celular sugleren que pRb puede afectar el
crecimiento celular mediante el control de la fase S detl cicle cetuiar (Goodrich D w, 1893

Para determinar |z funcion de pRb, se ha estudiado su estado de fosforilaciéon durante el
ciclo celular (ven A, y cof, 1994) En las fases tempranas de GO y G1, pRb se encuentra
hipofosforitada (forma activa), la fosforilaciéon de pRb ccurre entre las fases G1y S y aumenia
en las fases G2 y M (forma inactiva), cuando la célula termina la mitosis pRb se desfosforla
(Goodnch 0 W, 1992} Los diferentes estados de fosforilacicn de pRb durante el ciclo celular
sugieren que pRb es un sustrato de los complejos CDK-cicling, la expresion, fosforilacion y
formacion de los complejos CDK-ciclina durante la fase G1 tardia, estdn asociados a la
inactivacion de pRb, (Zhang K. 1994, Gibsen T J y ¢ol, 1984), como es el caso de CDK2 que se une
a pRb y la fosforila en serina o treonina in vivo, {Yamamoto M. y col, 1994) y CDK4-D fosforila a
pRb in vitro (Hatl & L y cof, 1893) Las cwlinas E y D se acumulan en la fase G1 tardia y se
expresan para fosforilar a pRb (Gibson T J y col, 1994), mientras que la expresion de la ciclina A
ccurre en la fase S temprana y en la fase G2, cuando pRb se encuentra hiperfosforiada. En
general, as ciclinas D2 y D3 son mas estables para formar compiejos especificos con pRb que
lgs cichnas A vy E (Hall F L yeol, 1993)

3. Proteccién contra la muerte celular,

Las células deficientes en la proteina pRb parecen ser mas propensas a la muerte, esto
se observd primero en embriones de raton rbi-~ , en células que expresan oncoprotginas
virales que alteran {a funcion de pRb y en células que expresan mutantes donunantes negativas
de pRb La muerte que resulta de la pérdida de pRb se puede bloquear por la eliminacién de
p53, ya que existe relacién entre la pérdida de pRb y la activacion de p53 a traves de E2F-1, La
sobreproduccién de £2F-1, que es capaz de dingir la entrada a |a fase S, también conduce a
apoptosis dependiente de p53 El complejo E2F-1/DP-1 (DP-1 es un heterodimero de E2F gue

funciorna en asociacion con este factor de transcnpcion) induce 1a muerte celular y correlaciona
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con una acumulacién de la proteina p53, suginendo que E2F-1 puede activar a p53 para nducir
la muerte celular Para apoyar estos resultados Field § J., and col., {1996} encontraron
blogueo en la muerte de células de timo de ratdn deficientes en £2F-1, sugiriendo que EZ2F-1
tiene un papel fisoldgico en muerte celular programada, la inhibicion de BE2F-1 puede ademés
explicar la actividad anti-apoptética de pRb {Feld $ v end cof, 1996) De hecho Kogan y col,
(19395) demostraron que pRb tiene una nueva funcién que es la de suprimir la apoptosis, en
este estudio trabajaron con lineas celulares deficientes en pRb en donde cuantificaron la
viabilidad celular para demostrar que la radiacidon ionizante induce menos muerte celular en
células que expresan pRb. Esta nueva funcidn de la proleina de retinoblastoma fiene
importantes implicaciones para el desarrolle normal y transformacion necplasica, que ademas

requieren un estrecho balance controlade entre la proliferacion y la apoptosis (Kogan H A © y cof,
1965, Wang J, 1997).

La muerte celular programada resulta de la activacién de una familia de caspasas (Martins
L M yeof, 1997) de cisteing, comao es el caso de las caspasas-1 (ICE) de mamifero y Ced3 de C.
elegans, esta familia de proteasas esta regulada por mecanismos desconocidos, Se piensa que
ios reguladores transcripcionales como p53, pRb y E2F-1 act@an upstream del gen de las
caspasas (rio amba) regulando su franscripcién. Una vez que se activan las proteasas éstas
rompen sitios especificos de proteinas para matar a la célula, de manera interesante ia proteina
pRb contiene un sitio consenso de conte Ced3/ICE, DEADG situado en el extremo carboxilo que
ocasiona que pRb sea degradada en células expuestas a drogas genotdxicas (Wang J. 1997)

d). Interacciones celulares de |a proteina pRb

La presencia de un cierre de leucina en pRb sugiere que ésta puede interactuar con otras
proteinas por medio de esta estructura. Vanos grupos de investgadores han observade
interacciones de las familias de proteinas fos-jun y myc mediadas por &l cerre de leutina (Galie
B. L ycol, 1850)

La unién de oncoproteinas virales a pRb y su consiguiente liberacion sugiere que puede
haber proteinas celulares que antagonizan la actividad de pRb Esas proteinas pedrian ser
secuestradas por pRb y mantenerse en una forma inactiva hasta que la fosforilacion de pRb las
hace disponibles para realizar su funcidn normal dentro de la célula, Para deterrminar las
regiones en el gen Rb1 que codifican para la unién de oncoproteinas virales y otras proteinas
regulatorias, se generaron una sere de mutaciones con elimnaciones en diferentes regiones
que codifican para esta proteina Los datos demostraron dos regiones distintas no contiguas en
pRb necesanas para formar complejos con esas oncoproteinas, ademas se determind que se

requeria una reqién espaciattora entre estos dos bioques para mantener ia ntegndad de esta
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uridn, la comparacion de estas regiones de union con las mutaciones mas frecuentes en Rb1
gue ocurren de manera natural reveld una estrecha similitud (Server Gk y cof, 1995)

Se ha observado que la proteina pRb se une a otro tipo de proteinas celulares, como
es el caso de las oncoproteinas, Los onhcogenes que actuan de manera deminante son
candidatos para ser regulados normaimente por el gen Rb1, por ejemplo, N-myc es un
proteoncogen que se expresa normalmente en etapas tempranas del desarrollo de mijltiptes
tejidos, la amplificacién gendémica del gen N-myc primero ocure en  tumores
neuroectcdermales, incluyendo algunos tumores de retinobiastoma, y estd ascciadoe con mal
prondstco clinice en neurcblastoma (Gafie 8 L y col, 1990) La proteina c-myc parece ser un buen
candidato como antagonista celular de pRb ya que se lecaliza en el nucleo, se puede asociar
fisicamente con la pRb in vitro y la sobreexpresidn del gen c-myc conduce a la céluia a
probferacion y bloquea la diferenciacidn. Esta posiblidad se ha confrmado ya que la co-
Inyeccidn de c-myc inhiben la capacidad de pRb de arrestar el ciclo celular, lo cual no sucede
cuando pRb se coinyecta con EJ-ras, c-fos o c-jun, por ofro lado c-myc no inhibe la actividad de
otros genes supresores de tumor S pRb y c-myc funcionan en la misma red regulatona,
entonces <l fenctipo producide per la activacion de c-myc podria ser similiar al fenotipo que
resulta de la inactivacion de la pRb (Goodnch, D W, 1993),

J. Familia de proteinas de retinoblastoma

Existe una familia de proteinas de retinoblastecma que estan involucradas en e! control de
tres mecanismos del ciclo celular como son; a) preliferacion celuiar, b) diferenciacion y C)
apoptosis. E) producto del gen Rb1, 1a proteina pRb funciona como un transmisor crucial entre
las sefiales celulares que controlan fa proliferacién y 'a maquinaria de transcripcion nuclear Se
ha reportado la existencia de dos genes celulares relacionados al gen Rb1, estos genes p107
{RDL1) y pRb2 6 p130 codifican proteinas que son estructural y funcionalmente simulares a la
proteinz pRb (Mutigen G. y col, 1998}

Se sabe ademas que cada una de las oncoproteinas virales que se unen a pRb también
interacciona cen las proteinas celuiares p107 y p130, la interacién ocurre en un dominio de
unién bipartito (compuesto del dominic A y subdominios B) que estd muy conservado en la
familia de proteinas de retinoblastoma (Mutigan G, y col . 1998),

El gen que codifica para Ja proteina p130 se localiza en el cromosoma 15 en la region
16Q12 2 (Claudic y col  1994;, contiene 22 exones que se distribuyen sobre 50 Kb, tiene vanas
secuencias ncas en GG y sitios potenciales de unidn a factores de transcripcion. Frecuentmente
la region 16012 2 se ha reportado delecionada ¢ con pérdida de heterocigosidad (LOH) en

varios tumores humanos de mama. ovarno, hepatocelulares y carcinoma prostatico (8aih A v col
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y carcinoma prostatico (Baigh 4 y cof, 1996) Por ctro lado, no se conoce la localizacion del gen
que codifica para la proteina p107 pero se sugiere que podria estar en regiones cromosdmicas
que frecuentemente se encuentran delecionadas en algunos tumores {hang y col, 1997) Las
proteinas p107 y p130 estan estrechamente relacionadas ya que tiene una homologia de ~50%
en cuanto al tipo de aminoacidos, con respecto a la proteina pRb, cada una tiene 30-35% de
homoicgia Los dominios A y B de la proteina pRb se encuentran conservados en las proteinas
de p107 y p130. En contraste, ia mayoria de las secuencias fuera de estcs dominios las
secuencias espaciadoras gue estan entre los domimos A y B estdn conservadas entre p107 v
p130 pero tienen poca similitud con pRb Las secuencias espaciadoras contribuyen a la
capacidad de p107 y p130 para unirse a las ciclinas A-CDK2 y E-CDK2, aunque ia funcion de
estas interacciones no es muy clara, la demostracidn de que p130, p107 y pRb interaccionan
con distintas proteinas proporciona el primer indicio de que la familia de proteinas de
retinoblastoma podria tener funciones Unicas (Mufigan G y col., 1998).

Se ha demostrado que las proteinas pRb, p107 y p130 interactdan con otras proteinas
celulares, pero ain no esta muy claro cudl de esas moléculas son blancos especificos para I
regulacion de la famlia de proteinas de retinoblastoma in vivo. Aunque varias de estas
proteinas se pueden asociar con cada miembro de esta familia, incluyendo MYC, desacetilasa
de histonas (HDAC1), HBP1 y ciclinas parecen interactuar con un subgrupo especifico de la

familia, como se muestra en la Tabla | (Muligan G. y cof, 1588},



Tabla |. Proteinas que se unen a {a familia de proteinas pRb.

Preteina de unign Funcién putativa pRb p107 p130 | Doeminio
LXCxE

E2F1-E2F3 R. T. control del crecimiento + -

E2F4 R T. control del crecimiento + +

E2F5 R T control del erecimiento - + +

MYC R T control del crecimiento - + -

Familia BRG Remodelacién de la cromatina + + +

HDAC1 Remodelacion de la cromatina + - ND +

MbW2 inhibidor de p53 (TP53) + - ND

ABL Tirosin cinasa + ND ND

TFIIB R T RNAPollll + ND ND

UBF R T RNAPol + ND ND

TAF250 R T. RNA Pol + ND ND

Ciclinas Ay E Regula actividad de CDK - + +

Ciclinas tipo D Regula actividad de COK +* - - +

HBFP1 R T represion + - + +

ELF1 R T iinfode + ND ND +

PU.1 R T linfoide + ND ND

Farmitia C/EBP R T. estirpe especifica + ND ND +

Miogenina MYOD1 | B T control miogénico + + ND

ATF2 Regula la transcripcién + ND ND

Tabla I. Proteinas celulares que se han detectado ascciadas con pRb, p107 y/o p130,
ademas también se indican sus funciones putativas. La presencia de un dominio LxCxE, similar
al de las oncoproteinas virales también se observa en algunas de estas proteinas Abreviaturas;
ND= no determinada, Pol= polimerasa, X es cualquier aminoacido, RT= Regulacion de la
transcripeion. Tomada de Mulligan G. y col., 1998.

K. Genes supresores de tumor en ofras enfermedades malignas

a). Pérdida de heterocigosidad (LOH) en otros canceres.

El evento de LOH para ef cromosoma 13 en retinoblastoma, ha sugerido el estudio de
otras enfermedades malignas para tratar de localizar otros genes supresores de tumor
importantes en tumorogénesis. Cualquier focus génico involucrado comunmente en LOH en un
tumor especifico se debe considerar el posible sitio de un gen supresor de tumor, debido a que
la LOH ocurre frecuentemente por recombinacién rmitdtica, es posible precisar la localizacion
precisa de estos genes El primer tumor que se examind por LOH fue el tumor de Wims, un
tumor embrionano del rifdn en donde estd involucrado un Jocus autosdmico sobre el

cromosoma 11 que se le relaciond por deleciones citogenéticas en 11p13 y 11015 ¢Staii A y co!
19641)
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b). Cambics somaticos en el gen Rb1 en otros canceres.

Uno de los primeros estudios sobre alteracicnes del gen Rb?1 en tumores que no se
asociaban al desarrollo de retinoblastoma, fue el carcinoma de células pequenas de pulmdn
{SCLC). Los cambios estructurales en ef gen Rb1 (20% de SCLC tienen mutaciones en el gen
Rb1) y la alteracion de expresidon de este gen ya sea en la proteina o en ef mRNA se
cbservaron en lineas celulares de este carcinoma, lo que proporciona la base para concluir que
la pérdida de la funcién de pRb es importante en el desarrollo de este tipo de tumor (Hensel Ch v
cof, 1950 En ofros estudios realizados en carcinoma de células no pequefias de pulmén
(NSCLC) se han obtenido resultados similares en donde no se ha observado expresidn de la
proteina pRb en el 28% de NSCLC estudiados (xu J ycof, 1591)

El osteosarcomaz, el segundo tumor méas comuin en pacientes con retinoblastoma
hereditario, muestra LOH para el cromosoma 13 en el 70% de los casos en pacientes con 0 sin
antecedentes familiares de Ja neoplasia. Cualquiera que sea el caso; el locus gue predispone &
sarcoma osteogénico esta estrechamente relacionado con el desarrolio de retinoblastoma o las
mutaciones en el gen Rb1 predisponen a otros tumores ademas de Rb (Galie L 8, y col, 1990)

Después de la clonacion del gen Rb1, ha side posible examinar varios tumores con
anormalidades en éste. Friends y col., (1986) reportaron mutaciones somaticas en Rb1 en el
20% de osteosarcoma y tumores mesenguimales, en pacientes con o sin predisposicion a
retinoblastoma. Ademas otros investigadores han encontrado mutaciones en el gen Rb1 en
otras enfermedades come es el caso de cancer de mama (Gaie L. 8 y col, 1990)

Ademas se han observado mutaciones en &l gen Rb1 en ofros tipos de tumor como
sarcomas, carcinoma de ¢élulas pequefas del pulmon (Harbour J. W., y coi., 1988 Hensel Ch y cof,
1990; Xu H. J., y col, 1691}, astrocitomas (Tsuzuki T y cof, 1996), 0St@0SarcOMaAs (Frend S. H y col , 1986),
cancer de prostata (Bookstein R. y cof, 1990} y Cancer de vejiga (Horowtz J M y col. 1990), ademas de
leucemias. EN estos tipos de canceres la participacion del gen Rb1 es casi siempre la
consecuencia de mutaciones somaticas y probablemente es parte del proceso complejo que
involucra varias etapas (Staht A. y col 1954).

L.. Hipétesis molecular para la patogénesis del retinoma y la baja penetrancia de la

mutacion del gen Rb1 en algunas familias.

Cuando los padres y panentes sanos de nifios con retinoblastoma son examinados
cuidadosamente, se chserva que ¢l 2% de estos presentan lesiones retinianas estables con
tres caracteristicas distintivas; una masa gnsacea translicida que se extiende de la retina hacia
el humor vitreo, calcificacion tipo “queso cottage” dentro de la masa, un pigmento epitelial y

ancrmalidades coroidales. Detwde a que estas lesiones, en pacientes que nunca han recibido
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ningun tipo de terapia, son muy parecidas a tumores tratados sucesivamente con radiacion,
originalmente fueran llamados como regresion espontanea de retinoblastoma. Esta terminoclogia
implcd un mecanismo de defensa del hospedero, por el cual un tumor maligno podria ser
controlado por medcios naturales, En 1981 Gallie B. . y col , propanen el térming de retnoma,
éste y el retinoblastoma estan estrechamente relacionados por el hecho de que el 50% de
retinomas ocurren en individuos que tienen panentes que padecen de retinoblastoma, u ocurre
en el ojo sano de individuos que padecieron retinoblastoma unilateral. Se pueden propener al
menos tres modelos genéticos para explicar la expresion variable del fenotipo de esta neoplasia
en individuos en una familia en donde tcdos tienen fa misma mutacion germinal en el gen Rb1.

Primero. Solamente los retinoblastos primitivos que tienen capacidad proliferativa son
susceptibles a la transformacion por mutaciones en el gen Rb1, las células retnianas
completamente difgrenciadas con poca o sin ninguna capacidad proliferativa no pueden ser
transformadas, por lo que las mutaciones en uno de los aleios de Rb1 en retinoblastos no tiene
efecto que se pueda percibir, ya que los nifios con una mutacién en Rb1 en la linea germinal
tlenen retinas normales Asi los retinoblastos normales se diferencian progresivamente,
perdiendo &l potencial de renovacién en cada divisién celular hasta que no ocurra otra divisién
en adulto y |12 retina se desarrolla completamente. Las células con una mutacidn germinal M1
{mutacien 1) heredada, se diferencian normalmente, pero si el otro alelo normat también se
prerde debido a una mutacidén somatica M2 (mutzcidn 2), se altera la capacidad de los
retinoblastos para diferenciarse, de manera que cuando M2 ocurre en un retincblasto primitivo
se desarrolla el retinoblastoma (Gafie L 8. y cof, 1990).

Segundo. Diferentes mutaciones en ef gen Rb1 pueden tener diferentes fenotipos, la
inciacion de la neoplasia requiere pérdida tota! de la funcién de ia proteina, si la mutacion
germinal es una mutacidén con sentdo equivocado, la proteina mutada puede conservar alguna
funcidn, en este casc, fa naturaleza de la segunda mutacion podria afectar el fenotipo de la
célula (Galie L B, y col, 1990)

También se puede considerar un tercer modelo, algunas proteinas pRb mutadas pueden
conservar la capacidad de interaccionar solamente con algunas proteinas celulares Si la
proteina mutada tiene alterada la capacidad para unirse a regiones regulatonas y por 10 tanto
no funciona, esto podria bloquear parcialmente la accidn de la proteina pRb del alelo normal.
En este caso, no se requiere la pérdida del alelo normal para el desarrollo de retinoma o
retinoblastoma; esta ancormalidad se puede considerar como una mutacidn “dominante
negativa”, Debido a lo anterior varios autores han sugerido las siguientes modificaciones de!

modeic onginal de Knudson (1871) {2} 'as mutaciones en & gen Rb1 son necesanas pero no
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suficientes para inducir retinoblastoma, (b) algunas mutaciones en el gen Rb1 pueden conducir
a penetrancia parcial debido a que las mutaciones no inactivan completamente 1a proteina pRb
(Gallie L B. y col, 1990).

De acuerdo a la mayoria de las estimaciones, el retinoblastoma tiene una penetrancia del
80-95%, sin embargo ewsten familias que muestran multiples recurrencias a través de
pertadores que tienen susceptibilidad de adguiry la neoplasia, estos casos representan mas de
la cuartz parte de las familias estudiadas por Briard- Guillemot y col (1974) (ctado por Sthal A y
col, 1¢94) Los retinoblastomas, considerados como benignes, podrian corresponder a
expresividad reducida de la enfermedad en individuos que portan una mutacion en el gen Rb1
en una célula germinal Se han propuesto varias hipotesis para explicar las diferencias en
penetrancia y expresividad como. la “mutacién postergads” propuesta onginalmente por
Auerbach (1958) (citado por Sthal A y col , 1994) para explicar la baja penetrancia de mutaciones en

el gen Rb1 en algunas familias y la “resistencia del hospedero” (Stahi A y col, 1994)
a). Mecanismos cromesomicos de variaciones de penetrancia.

La citogenética puede explicar aigunas formas hereditarias de retinoblastoma transmitido
por individuos no afectados. Strong L. C y col (19$81) han descrito casos de insercion
balanceada de un segmentc 1314 dentro de otro cromosoma, los analisis de las posibles
combinaciones combinaciones cromosdémicas en los gamentos explica que un individuc que
porta una insercién balanceada produce cuatro tipos de gametos: 1) gametos normales, 2)
gametos con una insercidrn 13q14, la cual genera cigotos que portan una trisomia parcizl
13q14, generalmente con un fenotipo normal. 3) gametos con una delecion 13g14 el cual
conduce a cigotos portadores de una monosomia 13q14 v 4) gametos balanceados con ambaos
insercién y eliminacién de 13914 (Staw A y col,, 1994).

El andlisis de mutaciones en el gen Rb1 ha explicade la eticlogia mclecular del
retinoblastoma con baja penetrancia. Sakai y col., (1991), describieron dos familias con baja
penetrancia, éstas presentaban una mutacion puntual en la region promotora del gen Rb1 que
redujo la transcripcion, Onadim y col., {1992), estuciaron dos familias de baja penetrancia una
con una mutacion germinal con sentido eguivocado y oftra con una mutacidon que pedria
interfenr con el empalme dei exdn 20, Se asume que ambas mutaciones generan una proteing
pRb incompleta pero con funcidn parcial de oncosupresor Dryja y col. {1993), han propuesto
que la proteina mutada tiene una escasa funcidn supresora de tumer. Sin embarge contrario a
lo que propene Auerbach (1958) (ciado por Stalt A y cof  1994), Dryja y col, {1993), proponen gque
la genética del retinoblastoma de baja penetrancia posibiemente se podnia explicar por el tpo
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de alteracion en gen Rb1 mas que por resistencia del hospedero o por otros mecanismaos
especulativos,

M. Origen parental de las mutaciones en el gen Rb1.

En los casos debido a mutacién del gen Rb1 en la célula germinal, las técnicas
citogenéticas y marcaderes pclimérficos del DNA han demostrado el ongen parental def
cromosoma 13 mutado Al analizar los polimorfismos del brazo corto del cromosoma 13 (Orya T
F y col, 1989) y los RFLP intragénicos, se demostrd que fa mutacion germinal es de origen
paterno Estos resultados fueron confirmados por Zhu X. y col., (1989). Estos estudics
sugieren que existe una diferencia significativa en el ornigen parental dal cromosoma retenido en
tumores, debido a esto se concluyd que, primero no hay seleccidén en las céluias somaticas
para la retencion de los alelos maternc o paternc de acuerde con otros datos de
retinoblastoma. Segundo, las mutaciones en el gen Rb1 en la linea germinal parece que surge
mas frecuentemente sobre el alelo paterno que sohre el aielo materno. Este indica que las
mutaciones ocurren durante la replicacidn del DNA, debide a que el nimero de multiplicaciones
celulares es mucho mas alta durante la espermatogénesis que durante la ovogénesis, ya que la
multipheacien de a ovogonia solamente ocurre durante un periodo corto del desarrolio fetal del
ovario, esto es resultado de las diferencias entre la meiosis del espermatozoide y del dvulo.
Entre las posibles hipdtesis, la impronta gendmica y exposicién ambiental, hace al gen Rb1

paterno mas susceptible a las mutaciones durante el desarrollo (Zhv X y col., 1589)
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Il. HIPOTESIS

Debido a que sdlo en el 5% de individuos con retinoblastoma se observa
perdida de matenal genético en la regidn 13014 medante analisis citogenético Es
prebable, que no se encuentyen alteraciones citogenséticas en esta region cromosomica
en los pacientes estudiados y que la mayoria de mutaciones que se identifiqguen en
este trabajo sean de tipo puntual Por otro lado ya que fa proteina pRb participa en Ia
regulacion def cicle celular actuando como proteina supresora de tumor, se espera que

no este presente en los tumores analizados

Il. JUSTIFICACION

Debido a que en nuestro pais, no existen reportes del tipo de mutaciones mas
frecuentes en el gen Rb1 en pacientes con retinoblastoma, es necesario realizar un
estudic molecular que permita identificar ef tipo de alteraciones en éste. La mayoria de
alteraciones genéhicas asociadas con el desarrollo de retinoblastoma son deleciones
pequenas o mutaciones puntuales en el gen Rb1, por lo que es necesario implementar
diversas estrategias que nos permitan analizar el tipo de mutaciones en éste. El
conccimento de esto permutird iniciar las bases, para en un futuro proporcionar el
diagndstico molecular de retinoblastoma en individuos con susceptibilidad a adquinr la
necplasia, apoyando asi al médico genetista para un mejoramiento en el

asesoramiento genético
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. HIPOTESIS

Debido a que sélo en el 5% de individuos con retinoblastoma se observa
pérdida de materal genético en la region 13q14 mediante andlisis citogenético. Es
probable, que no se encuentren alteraciones citogenéticas en esta regidn cromosomica
en los pacientes estudiados y que la mayoria de mutaciones que se identifiquen en
este trabajo sean de tipo puntual. Por otro lado ya que |a proteina pRb participa en la
regulacion del ciclo celular actuando como proteina supresora de tumor, se espera gue

no este presente en los tumores analizados

[ll. JUSTIFICACION

Debido a que en nuestro pais, no existen reportes del tipo de mutaciones rmas
frecuentes en el gen Rb1 en pacientes con retnoblastoma, &s necesario realizar un
estudic molecular que permita identificar el tipo de alteraciones en éste, La mayoria de
alteraciones genéticas asociadas con el desarrollo de retinoblastoma son deleciones
pequenas o mutaciones puntuales en ei gen Rb1, por le que es necesario implementar
diversas estrategias que nos permitan analizar el tpo de mutaciones en éste EI
conocimiento de esto permitird iniciar las bases, para en un futuro proporcionar el
diagnéstico molecular de retinoblastoma en individuos con susceptibilidad a adguirr fa
neoplasia, apoyando asi al meédico genetista para un mejoramiento en el

asesoramiento genétice,



IV. OBJETIVOS
Conocer el tipo de alteraciones cromosémicas y de mutaciones en el gen Rb1,

ademas de identificar la presencia o ausencia de la proteina pRb en cortes histoldgicos

deltumor, en pacientes con retinoblastoma

OBJETIVOS PARTICULARES

« Detectar aberraciones cromosémicas en jinfocitos de sangre perifénca en
pacientes con retinoblastoma

* Buscar mutaciones en diferentes regiones del gen Rb1.

» |dentificar la presencia de la proteina pRb y su localizacion en cores

histoldgicos de ojos con retinoblastoma, por medio de inmunohistoquimica.
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1) Canotipo y alteraciones en el gen Rb1
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V. SUJETOS Y METODOS

A, Pacientes.

Se estudiaron 19 pacientes con diagnéstico clinico de retinoblastoma hilateral o
unilateral Estos pacientes se capiaron & través del servicio de Oftalmclogia y Patologia del
Hospital de Pedatria del CMN Siglo XX, IMSS Se contd ademas de la autorizacion por
escnto para ef andlisis citogenetico y molecular medante una carta consentimiento del
paciente o €n su defecto por la persona responsable de éste.

Criterios de Inclusion

a). Sujetos diagnosticados con retinoblastorna con ¢ sin antecedentes familiares de la
enfermedad

b). Diagrostice clinico, oftalmolégico y patoldgico que confirme la neoplasia.

En fodos lcs ¢asos se realizé la historia familiar y se elabord el arbol genealégico
correspondiente,

B. Citogenética.

a). Obtencion de cromosomas en metafase de linfocitos de sangre periférica.

El cultivo y la cosecha de los cromosomas se realizd mediante el métode de Yunis J.
(1976) con algunas modficaciones realizadas en el laborateric de citogenética. Con la
técnica de Viegas-Pequignot y Dutnilaux (Viegas v cof, 1578), se obtuvieron cromosomas con
bandas de alta resolucion Los cromosomas de los linfocites se obtuvieron de la siguiente
manera,

1) Se tomaron 2m!{ de sangre penférica por venipuntura y se les agregé 0.2ml de heparina,

2) Se sembrd por duplicade 1mi de sangre heparinizada en 4 mi de medio de cultivo McCoy
{Sigma) complementado con 1 0 ml de suero fetal de ternera (Gibco), 0.05ml de antibidtico
(10 Ulimi periciling vy 10 ug/imi de estreplormicing), 0 4mi de glutzamina (Gibeo) y 0.3l de
fitohemaglutinina (Microtab). Se incubé a 37°C.

3) A las 48 horas se agregd metrotrexate a una concentracion de 40 ug/mi y se incubd a

37°C, después de 17 horas de incubacion se lavo dos veces con 5 mi de medio de cultive

McCoy y el botdn gue se obtuvo se sembrd en 5 ml de medio y 50ul de timidina 1x10 M
incubando durante 5.30 horas a 37°C
4) Posteriormente se agregd colchicina como inhibidor del huso mitdtice (30ug/ul) v se

neuko a 37°C durante 15 minutes
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5) Se centrifugd 10 minutos a 2000 rpm y se descartod el sobrenadante

8) El botén se resuspendié con 10 ml de solucidn hipoténica (Cloruro de potasio 0.075 My y
se Incubd 20 minutos a 37°C.

7) Se centiifug® 10 minutos a 2000rpm v se descartd e sobrenadante.

8) Se resuspendié el botdén en solucion de Carnoy (metanot:acide acétice 3:1), se hicieron
varios lavados hasta que se obtuvo un botén blanco.

9} En el ditimo lavade se decantd hasta dejar de 0.5 a 1 C ml de solucion fijadora y el botén
se resuspendié. Se dejaron caer vanas gotas del botdén en portaobjetos limpios y
desengrasades, los cuales se dejaron secar al are y se fjaron a la flama para

postericrrmente tefirlos con Giemsa

b). Obtencién de handas G en los cromosomas (Seabright 1971)
1) Las laminillas se sumergieron durante 1 minuto en amcrtiguador de fosfates (pH 6.8)
{Na,HPQ,, 0.025 My KH PO, 0 025 M) a 37°C que contenia tripsina al 0.02%.

2) Postenormente las laminillas se enjuagaron en cloruro de sodio al 0.9%

3) Se procedid a tefiir con Giemsa al 2% en amortiguador de fosfatos (pH 6 8) de 4-7
minutos, se enjuagaron ¢con agua destilada y se dejaron secar al aire.

4) Los cromosomas se observaron en un microscopio dptico a 100 X y se determind el

cariotipo del paciente, poniendo especial interés en el cromosoma 13 (regién 13g14)

C. Aislamiento del DNA gendmico humano a partir de leucocitos de sangre

periférica.

El DNA se obtuvo a partir de [eucocitos provenientes de pacientes de retinoblastoma,
siguiendo un metodo previamente descnito (Kempter, 1992) excepto que el DNA se punficd con
extracciones fendlicas.

1} Se obtuvieron 10 ml de sangre perifénca por venipuntura y se mezclaron con 30 ul de
EDTA 0.5 M (pH 8.5).

2) Las muestras de sangre se centrifugarcn a 3,500 rpm durante 15 minutos

3) Posteriormente se recuperarcn [as celulas blancas de la interfase con una pipeta Pasteur,
los eritrocitos remanentes que se encontraban en las células blancas se eliminaron a traves

de lavados can amortiguador de lisis de eritrecitos (Tris 10mM pH 7 6 MgCl, 5mM y NaCl

10mM) v se resuspendid wigorosamente

4} Se centrifugo a 3,000 rpm durante 10 minutos
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5) Postenormente los leucocitos se lisaron agregando 886 ul de NaCl 5mM y 46 ul de SDS al
10% para lisar a las células. Esta mezcla se agitd vigorosamente durante 5 minutos
6) Para precipitar las proteinas se adicionaron 308 ul de una solucién saturada de NaCl (493
ul de NaCl & mM, 154 pl de NaCl saturado) y se centrifugd a 15,000 rpm durante 30 minutos
7) Se recuperd el sobrenadante y se le realizaron extracciones fendlicas con fenol-
clorofermo-isoamilico (25.24:1) (Mamatis v coi 1989)
8) El sobrenadante de la lltima extraccion se transfirié a un tubo estér| ¥ se le adicionaron
dos volumenes de etanol absoluto frio (-20 °C), el DNA se dejé precipitar a -20 °C durante 30
minutos.
9) Se separd el DNA y se favo con etanol al 75%, y se dejé secar a temperatura ambiente.
10). Posteriormente se resuspendié en un volumen de 500 pl de agua destilada esténl y se
conservé para su andlisis a -20 °C.

A todas las muestras obtenidas de DNA se les realizo un analisis espectrofotometrico
mediante lecturas a 260 y 280 nm. La concentracion del DNA se calculd con la siguiente
fermula:

[DNA), (pa/pl}=(Aq0) (dilucion™)(0.05 ug/ul)

sabiendo que 0.05 ug/wl de DNA = 1D.0 260

La relacion 260/280 indica a pureza del DNA obtenido, se considera que las relaciones
comprendidas entre 1.8 y 2.0 unidades de D.0.,4, 0N las éptimas. Para determinar Ia
integridad de las muestras se realizaron electroforesis en geles de agarosa al 1% en
amaortiguador de cornda TBE 1x { Tris Base 54 g, acido bérico 27.5 g y EDTA 4 65 g disoclver
y aforar a un litro quedando a una concentracién de 10X) y para observar el DNA el gel se

tid con bromuro de etidic (0.5 pg/ml)

D. Aislamiento de DNA genémico humano a partir de tumor de retinoblastoma
embebido en bloques de parafina (wngh! D y cot, 1990)
1) Se prepararon cortes de! block con el tejdo embebido de 5 a 10 um de grosor y se

colocaron en tubos eppendorf esteriles de 15 ml
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2) Se agregaron 200 ul de amortiguador de digestién {Tris HC! 50 mM pH 8.5, EDTA 1 mM,
Tween 0.5%) y se homogenizd durante 5 minutos.

3) El tubo se colocd en un bario maria a 55 °C duranite 20 minutos para disolver la parafina y
se centrifugd a 12,000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente

4} Se retiro el anillo de parafina y se homogenizd, postenormente se agregé proteinasa K a
una concentracion final de 200 pg/mi y se incubé toda la noche a 42°C,

5) Se centrifugd a 6,000 rpm durante 5 minutos.

B} El sobrenadante se transfirié a un tubo estéril y se incubd a 95°C durante 8 minutcs para
inactivar la proteinasa K

7} Para determinar lz integndad del DNA se realizaron electroforesis en geles de agarosa al
1% en amortiguador de corrida TBE 1x y posteriormente el gel se tifio con bromurs de etidio
(0.5 ug/mly.

E. Reaccidn en cadena de la polimerasa {PCR) de & regiones del gen Rb1.

Se hicieron amplificaciones de diferentes regiones del gen Rb1 para determinar s1 en
estas existen mutaciones que involucren mas de 20 pb que son lo suficientemente grandes
para cbservarse en un gel de agarosa al 2% tedido con bromurc de etidio.

Se analizaren los excnes 3, 8 y 18 los cuales se han reportado mas frecuentemente
mutados y algunos autores han sugerido que pedrian ser puntos calientes dentro del gen
Rb1. Los exones 19, 20 que corresponden a las regiones codificadoras del dommio B de la
proteina pRB y el exon 23 que cedifica para el dominio carboxilo terminal de pRb ademas
tiene dos sitios de fosforilacién (Blanquet y coi, 1995, Mancini D y coi, 1997)

Los & pares de cligonucledtidos utiizados se ce-amplificaron de ia siguiente manera’
3/20, 8M8 y 19/ 23 Todas las reacciones de PCR se hicieron bajo las siguientes
condiciones: DNA genomico 50-100 ng, 0.2 mM de cada uno de los dNTPs, 2.5 U de Tag
polimerasa (Gibco-BRL), 20 pmoles de cada oligonucledtide, amortiguador de PCR (Tris-HCI
20 mM pH 8.4, KCI 50 mM) en un velumen final de reaccien de 20ul y por ditimo se
agregaron 40l de aceite mineral La secuencta de cada oligonucledtido, el tamano de los

productos de amplficacion y ta temperatura de alineamiento se muestran en la Tabla Il.



TABLA I

Oligonuclestidos utilizados para la amplificacién de las diferentes regiones del
gen Rb1

Regién Secuencia del oligonucledtido Tamario del producto
en direccién 5" — 3 amplificado

(pb)

Ex6n 3se GG aat tet aac ata Gta tee aGt GG tG 239

Ex6n 3as GeG aat 1o it cot tht atG Gea GaG G

Exon 8se | GeG aat tea G tic tta tet aat ta cca ¢ 241

Exon 8as G aat tot aca tef aaz tot act tta act G

Exon 18se | GeG aat tea att atG ctt act aat GG G 216

Exon 18as | GeG aat toca Gft tGa tGG tea aca tag ¢

Exon 19se | GeG aat tea act tGa aat Gaa Gac tt toc 241

Exén 19as | GcG aat tet aGt tic aGa Gte cat Get e

Exon 20se | GoG aat toG act aat tt tct tat tee cac 219

Exdn 20as | GcG aat teG aGG aGa Gaa GGt Caa GitG ¢

Exén 23se | GeG aat tea tGt zat GGG toc ace aza ac 269

Exén 23as | GeG aat tet ta cta ctt coc taa aGa

Secuencia de oligonucledtidos del gen Rb1, utilizados en [a amplificacidn en cadena de
la polimerasa. Reportadas por Lohmann D.R y col , (1984) se = oligonucledtido sentido,

as = oligonucledtdo antisentido.,

Todas las regiones se amplificaron bajo las mismas condiciones de PCR, las cuales se
indican a continuacién;
1) Desnaturalizacién inicral de 94°C durante 5 minutos,
2) 35 cicios de desnaturalizacion (94 °C, 1 minuto), alineamiento (55 °C, 30 segundcs) y

extension {72 °C, 30 segundos).
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3) Extension final 72 °C durante 5 minutos
4) Los productos de PCR fueren analizados por electroforesis en geles de agarosa al 2%

con TBE 1X como amortiguador de comda tefidos con bromuro de etidio (0.5 pngiml).

F. Deteccion de polimorfismo conformacional de cadena sencilla (SSCP).

Debido a que en nuestros pacientes no se detectaron mutaciones mediante PCR fue
necesario impiementar otras metodologias que nos permitieran tratar de identificar mutaciones
en el gen De manera que se procedit a establecer las condiciones necesarias, para realizar Ia
deteccion de polimorfismos conformacionales de cadena sencilla (SSCP) mediante PCR
isctopica. El empleo de la técnica de SSCP es de gran ayuda para la busqueda de mutaciones
debido a que el DNA de cadena sencilla tiende a plegarse y formar estructuras complejas
estabiizadas por uniones intramoleculares débiles coma los puentes de hidrégeno La
mevilldad eiectroforéiica de estas estructuras en geles desnaturalizantes depende no
solamente de la longitud de la cadena, sino también de su conformacion, la cual ests dada por
la secuencia nucleotidica (Glavac 5 y col, 1993) El SSCP es un método ruy eficiente para la
deteccion de mutaciones puntuales, debidoc a que tiene una sensiblidad del 80%, cuzndo son
optimizados los parametros que afectan la separacion de un fragmenta de GNA Glavac D. y
col., {(1993) estudiaron el efectc de algunos parametros que alteran la movilidad de las cadenas
del DNA y como estos pueden msjorar la eficiencia del rétodo, tales pardametros fueron
temperatura, adicion al gel de agentes desnaturalizantes, compuestos neutros y cambio en el
tamario del poro dado por fa concentracién de acrilamida (Glavac . v col, 1993; Hayashi K y cof,
1593),

En el analisis de PCR-SSCP primero se amplifica por PCR una secuencia de DNA, para
una deteccion eficiente del producto se incorpora una marca (isotdpica o no isotépica) a la
mezcla de reaccion del PCR. El producto de amplificacion resultante se desnaturaliza para
disociar las cadenas y se analiza por electrofGresis en un gel de poliacrilamida (PAGE) ¢Hayash
K. ycol, 1983)

Para la detection de SSCP en este trabajo se realizaron PCR isotopicas bajo las
mismas condiciongs antenormenteé mencionadas a excepcién de la dCTP fria, la cual se
agregd a una concentracion de 0.02 mM, ademas también se agregd a la mezcla de
reacadn 2 uCi del isétopo o3?P-CTP, Para este andlisis también se co-amplificaron de la

misma manera que para el FCR no isotopico mencionado anteriormente
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Procedimiente;

1) Se prepard un gel de poliacrilamida para cada una de las condiciones electroforéticas
mostradas en la Tabla I,

2} Una alicuota de cada una de las muestras amplificadas por PCR isotopico se mezclé con
colorante desnaturalizante (fermamida 98%, EDTA 10mM, azul de bromofenol 0.1% y xileno
cianol 0.1%) en una proporcidn de un volumen de muestra por medio volumen de colorante
3) Las muestras se desnaturalizaren a 100°C durante 10 mnutos e inmediatamente se
sumergiercn en agua helada, es muy imporiante mantenerlas en estas condiciones para
evitar que las cadenas de DNA se renaturalizen

4) Se colocaron 5 pl de cada una de las muestras en cada pozo del gel y se sometieron a
electroforesis utilizande como amortiguader TBE 1x, ¢f tiempo de electroforesis se indica en
la tabla lll Es impeortante resaltar que estas condiciones de eleciroforesis son adecuadas
para fragmentos de ~ 215-270 pb de [as regiones en estudio del gen Rb1.

5) Cespués de transcurndo el tiempo de electroforesis el gel se secd con vacio a 80°C,
posteriormente se expuso a una pelicula de rayos X (Kodak Ektascan EM-1) y se guardd a -

70°C E!tlempo de exposicion dependio de la actividad del isdtopo



TABLA III

Diferentes condiciones de electroforesis que se implementaron para la

determinacion de los SSCP’s.

Poliacrilamida Poliacrilamida | Poliacrilamida | Poliacrilamida
8% 8% + glicerol 6% 6% + glicerol
10% 10%
Poliacrilamida 40% 10 ml 10 ml 75ml 75mi
TBE 5X 10 ml 10 ml 10 mi 10 mi
Urea 21g 21g 21g 21g
Glicerol - 5m! - 5mi
Agua 15 ml 10 ml 175 mi 125 ml
Persulfato de amonio 04ml 04ml 04mi 04 mi
TEMED 304 30 30u1 30ul
Volumen final 50 ml 50 mi 50 ml 50 mi
Watts de corrida 20 30 20 306
Tiempo de 5 horas 7 horas 5 horas 7 horas
electroforesis

TEMED: N, N, N, N'-tetrametiletlendiamina

En todos los casos la electroforesis se realizd a 4°C.

G. Secuenciacion del DNA.

La secuenciacién del DNA usando terminadores marcados es un método rapido y
cenveniente para desarrollar las reacciones de extensidn enzimatica. L.os beneficios de este
método incluyen:

« Las reacciones se llevan a ¢cabo en un sclo tubo

» No se necesita desnaturalizacidn alcalina para DNA de doble cadena,

« Se uliliza el mismo protocolo para fragmentos de DNA de cadena sencilla o doble.
= Se necesita menos cantidad del templado.

» Se oblienen resultados mas reproducibles

En este trabaio se utiizd et Kit BigDye (Perkin Elmer), este kit contene la enzima
AmphTaqed DNA Polimerasa, FS Esta enzima es una variante de la DNA pehmerasa de

Thermus aguaticus que contiene una mutacion puntual en su sihio activo, esto da como
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resultado una menor distincion contra los dideoxinucleotidos. Ademas esta enzima también
tiene una segunda mutacidn en el dominio amino terminal que elimina la actividad de
exonucleasa de 5' — 3.

Los Biosistemas PE Applied han desarrcllade un grupo de terminadores con una
marca nueva de alta sensibilidad. Las estructuras de las marcas nuevas contienen una
marca donadora fluoresceina, por ejemplo, 8-carboxifluoresceina (8-FAM), unida a una
marca aceptora diclororcdamina (dRodamma). Bl maximo de excrtacién de cada marca es la
de |z floresceina donadora, y el espectro de emisidn &l del aceptor rodamina.

La marca donadora estd optimizada para absorber la energia de excitacion del idn
argdn del Igser en los instrumentos de secuenciacién automatica de DNA. La umidn
proporciona transferencia extremadamente eficiente de energla (eficiencia gquantuma cerca
del 1.0, p. 2., 100%) entre las marcas donadora y acepiora Los terminadores BigDye™ son 2
a 3 veces mas brillantes que los terminadores normales

Ademas los terminadores nuevos BigDye también tienen un espectro de emisidon mas
estrecho que los terminadores normales, dando un menor scbrelapamiente de espectros y
menos interferencia La sefial mas brillante v Ja disminucion de [a interferencia generalmeante
mejora la sensibilidad de 4 a 5 veces.

Procedimiento:

Se realizd amplificacidén por PCR como se comentd anteriormente en las regiones de
DNA de pacientes que mostraron alguna variacion en la migracidn electroforética detectada
por SSCP.

a). Purificacién de los preductos de PCR.

L.a purificacion de los fragmentos se realizé de la siguiente manera: Todo el producto
de PCR se sometid a electroforesis en gel de agarosa al 2% teriido con bromuro de etidio
(0.5 ug/ml} Posteriormente se corto el pedazo de agarosa que contenia el fragmento de
DNA, la agarosa se colocod dentro de un microtubo, se sumergié en nitrégene liquido durante
10 minutos y se centnfugd 5 minutos a 15,000 rpm Se recuperd el sobrenadante y se le
hicieron extracciones fendlicas, la Ultma extraccion se realizd con cloroformo-isoamilico
(24:1) y la fase superior se transfirié a otro tubo y se precipité con etanol absoluto, la pastilla
se resuspendio en 30 ul de agua destilada. Para determinar la concentracion, integrnidad y
pureza del fragmento punficade, se somelid a electroforesis en un gel de agarosa al 2%
tefido con bromuro de etidio (0.5 ug/ml) utibzande TBE 1X como amortiguador de corrda
(Koenen, M 1983, Mananis 1982}
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b). Extension de la cadena.
Para cada reaccion se agregaron; 8ul de mezcla de reaccién con los terminadores
(Perkin-Elmer), 30 ng/nt del producto de PCR punficado, 20 pmol del oligonucledtido del

exbn que s¢ analizé y se llevd a un volumen final de reaccion de 20ul con dH,O. La

ampliiicacién de la cadena se llevé a cabo en las mismas condiciones anteriormente
mencionadas en el PCR no 1sotdpico,

¢). Purfficacion de los productos de extensidn,

Se llevd a cabo usando columnas Centr-Sep (Princeton Separations), La columna
previamente hidratada 2 horas antes con 0.8 ml de agua grado reactivo se centrifugo 3,000
rom durante 3 minutos para etiminar el fluido, posterormente se agregd la mezcia de
reaccion (20wl } BigDye en la parte superior del gel de la columna. La columna se colocd en
un tuboc colector de la muestra y se centrifugé 3,000 rpm durante 3 minutes, la muestra
purificada se recibio en el tubo colector y se secd en una centrifuga con vacio La muestra
seca se disolvio en 2 ul de una mezcla que contenia formamida desionizada y un
amortiguador (EDTA 25 mM, pH 8.0 y azul dextran 50 mg/ml) en una proporcion 5:1 Las
muestras se desnaturalizaron a 90°C durante 5 minutos e inmediatamente se colocaron en
hielo.

d). Etectroforesis en geles de secuenciacion.

Las muestras se sometieron a electroforesis en un gel de poliacriamida preparado de
la siguiente manera,

1} Para un volumen de 50 mi se agrega Io siguiente; 18 g de urea {Promega), 5625 ml de
poliacriamida (acrilamida 40 % + bisacrilamida en una proporaién 19:1), 28 ml de agua, 0.5
mg de amberlita para desionizar y se dejd agitando durante 10 minutos. Posteriormente se
agregaron 5 ml de amortiguador 10X (EDTA, Tris/Acido borico) previamente filtrado.

2) Esta mezcla se filtrd, se agitd y se desgasificd con bomba de vacié para eliminar el
oxigeno.

3) Se agregaron 250 pl, de los catalizadores (0 5 mg de persulfato de amonio + 500 pl de
agua) el ¢cual se preparé en el momento.

4) Se agitd suavemente y se agregaron 30 pl de TEMED se mezclé suavemente y se
procedio a llenar la camara de electroforesis.

5} Se procedid a colocar las muestras en 10s pozos y someterias a electroforesis a 3 W
durante toda la noche.
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6) Las reacciones de secuenciacién se analizaron en un secuenciador ABl PRISM 377

(Applied Biosystems).

H. Inmunohistoquimica de la proteina pRb

a). Obtencién de cortes hustoldgicos.

Las piezas oculares con retinocblastoma enucleadas, se obtuvieron de pacientes que
acudiercn al servicic de Oftalmologia del Hospital de Pediatria del CMN S XOKXI.

La pieza ocular con retinoblastorna se fijo en solucién de formaldehido al 10% en

amortiguador de fosfatos (NaHPO,, 0 4% y Na, PQ,, 085%}), posteriormente las muestras

se deshudrataron en etanoi al 30%, 50%, 70%, 90%, 95%, 100% vy se fransparentarcn con
xilol para posteriormente incluinas en parafina. Se realizaron cortes histolégicos sernados con
un grosor de 3-5 micras en un microtomo ¥ se montaren en poriachjelos iratadoes con poli-D-
Lisina (Gibco-BRL).

b). Inmunohistoquimica de la pRb en retinoblastema

Para asegurar la integndad del tejido, uno de los cortes de la serie se tiAid cen
Hematoxlina-Ecsina (HE). La valoracién de la expresion de la proteina a estudiar se llevo a
cabo utiizando ei anticuerpo monoclonal Ki-87 especifico anti-pRb  Para visualizar la
presencia de la proteina, se utihizd el sistema DAKO-ENVISION, el cual produce una sefal
mas intensa que el sistema peroxidasa-anti-peroxidasa clésico, debido a que este sisterna
utiliza un pelimero sintético que contiene mas de 4 moléculas de peroxidasa unide a un
anticuerpo primanc. El anticuerpo monoclonal Ki-67 (1:50; DAKO Co.) anti esta pRb dingido
contra 15 aminoacidos del dominio carboxilo terminal de la proteina pRb, éste se usd como
un marcador de proliferacion celular Este anticuerpo reacciona con c¢élulas en todas las
etapas el ciclc celular, excepto las que estan en fase GO La reaccidn con este anticuerpo
sirve como un indicador de la fracciéon celular en crecimiento, esto es el nimero de células
que se estan dividiendo El reveiado se lleva a cabo por el método enzimético estandar de
percxidasa Diaminobencidina {CAB), el cual produce un precipitado insoluble de color café
en el 5110 donde se encuentre la proteina

A continuacién se describe brevemente el desarrollo de esta técnica.
1) Los portabojetos con el tepdo embebido en parafina se incubaron a 60°C durante 30
minutos con la finalidad de eliminar la parafina

2) Las laminillas conteniendo los cortes se sumergieron en xiiol durante 5 minutos (2 veces)
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3) Postenormente se hidrataron pasando el fejido en etanol a diferentes concentraciones
{100%, 0%, 70% y 30% durante 5 minutos cada uno).
4) Las laminiilas se surnergieron en PBS por 5 minutos

5) Posteriorrnente se trataron con H2O2 al 3% incubando 30 minutos

6) Se lavd sumergiendo en PBS durante 5 minutos.

7) Se agregd suero de burro al 10% para bloguear y se dejé por 30 minutos.

8) Se elimino el suero y se agregd el anticuerpo primario, se contnud incubando durante
hora en camara himeda,

9) Las laminillas se lavaron en PBS tween 0.025% por 5 minutos.

10) Postenormente se lavaron en PBS por 5 minutos.

11) Se agregd el polimero DAKO ENVISION y se incubd por 30 minutos en camara hiimeda
12) La reaccidn se reveld usando 6 mg de DAB en 10 m) de PBS con 100 p de H202 al 3%

13) Se detuvd la reaccion sumergiendo las laminillas agua durante 3 minutos
14) La Contratincién se realizé con Hematoxilina de Haris.
15) Se deshidratd en etanol a diferentes concentraciones (30%, 70%, $0% y 100%, durante
5 minutos cada uno). '
16) Se incubd en xilol 2 minutos posteriormente se agregé una gota de resing sobre el tejido
y se colocd encima un cubreobjetos.

Se incluyeron controles para la reaccion de especificidad de la proteina pRb, estos se

usaron como sigue’ 1) La linea celular Saos-2 de ostecsarcoma gque tiene una eliminacién
komocigota del gen Rb1™" no expresa la proteina pRb, ésta sirvio como control negativo
Despues de la transfeccion con el cDNA del gen Rb1 esta misma linea celular se utilzo
como control positivo

¢). Observacién de los cortes

Los cortes de retinoblastoma se observaron a 10X, para ubicar la distribucion del tumer
en el corte ocular, una vez determinado el tumor se incrementé el aumento a 16X y 40X para
observar con mas detalle las ceélulas. Para las observaciones se consideraron los parametros
de diferenciacion que consistieron en caracterzar al tumor como indiferenciado, si no
presentaba celulas tumorales en arreglos particulares, diferenciado, si presentaba arreglos
celulares del tipo de rosetas o con retina, si tenia porciones de ésta morfologicamente
normal. El analsis semicuantitativo de la intensidad de la reaccidn de inmuno-tincidn fue
clasificada de acuerdo a lo reportado previamente por Terpe y cois (1994) y Simon y cols

(1996) Solo fue evaluado el epitelio que mostrara lesién patologica - ausencia de tncién
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VI. RESULTADOS

En las Tablas 4 y 5 se resumen las caracteristicas generales de los pacientes
estudiados, ast como el resultado det canofipo que se les realizé. A los pacientes con
retinoblastoma gue tienen antecedentes familiares de esta neoplasia se les elaboré el arbol
genealdgico, mostrados en la Figura 5.

Mediante el analisis de los arboles genealdgicos de las 19 familias con retinoblastoma
estudiadas, se identificaron 16 sin antecedentes familiares ( de éstas el caso indice en 11
presentd retinoblastoma unilateral y en 5 fue bilateral), v 3 con antecedentes familiares de la
neoplasia {de éstas el caso indice en 2 presentd retiblastoma bilateral y 1 unilateral) De los
pacientes estudiados 8 corresponden al sexo femenino y 11 al sexe masculino, v la edad al

diagnostico de la neoplasia fué en promedio a los 34 meses

A. Estudio citogenético

El estudio citogenético se realizd cuando fue posible en los individuos afectados y
familiares de pnmer grado, en total se analizaron 10 casos indice v 6 familares de primer
grado (Tabla 4},

Se observaron 20 metafases de cada individuo eligiendo las que presentaban mediana
© alta resolucion, dando mayor importancia a la observacion det cremosoma 13 en la region
13914.2. En ninguno de los casos analizados (Tabla 4 y 5) se presenté alguna alteracién
cromosomica en la regidn 13q14.2, que pudiera observarse al micrescopio optico.

En la Figura 6 se muestra el cariotipc de un paciente con retinoblastoma buateral
{farmlia Rb-14), en donde el par de cromosomas 13 no tienen alteraciones estructurales
evidentes Unicamente el caso indice de ia familia Rb-3 (tabla 5) presenté un complemento
cromosémico anormal ademas de un polimorfismo en el cremosoma 1, su complemento
cromosémico fue 47, XXY, var (1)(q12 GTG 44), var (1)(q12 GTG 14)
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Tabla 4. Datos generales de los pacientes con antecedentes heredofamiliares de

la neoplasia.
Familia Caso Edad al Dx Sexo Tipo de Rb Cariotipo
afios, meses
Rb-7 Indice 3 6/12 M Bilateral -
Madre infancia F Bilateral 46, XX
Rb-13 Indice 2 8/12 F Bilateral 46, XX
Madre Infancia F Unilateral -
Rb-16 indice 4 M Unilateral 46 XY
Hermano 4 M Uniateral 46,XY
Hetmano 3 M Unilateral 46,XY
Padre Sin Rb M A 48, XY
Madre Sin Rb T F e 48,XX

"

No se dispuso de muestra para realizar el canotipo
** No desarrollaron la peoplasiz,

Edad = anos

F =Femenno

M = Masculino

Dx = Diagnostico
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Tabla 5. Datos generales de los pacientes sin antecedentes heredofamiliares de la

neopiasia.
Familia Caso Edad al Dx Sexo Tipode Rb Cariotipe
afnos, meses

RbA Indice g F Unilaterai 48, XX
Rb-2 Indice 2 512 M Bilaterat 48, XY
Rb-3 Indice 912 M Bilateral **47,XXY
Rb-4 Indice 2 4/12 F Unilateral 48, XX
Rb-5 Indice 9 M Unilateral 48 XY
Rb-6 Indice 1 6/12 F Unilateral 48, XX
Rb-8 Indice 4 612 F Unilateral *
Rb-9 Indice 1 112 M Unilateral .
Rb-10 Indice 1 M Unilateral -
Rb-11 Indice 712 M Bilateral 46 XY
Rb-12 Indice 2 212 F Unilateral -
Rb-14 Indice 2 5/12 M Bilateral 48 XY
Rb-15 Indice 1 212 M Bilateral *
Rb-17 Indice 4 F Unilateral *
Rb-18 Indice 3 M Unilateral "
Rb-19 Indice 5 3412 F Unilateral N

F = Sexao femenine
M = Sexo masculino
*  No se dispuso de muestra para realizar el cariotipo

** E| paciente Rb-3 presentd un complemento cromosdmico 47, XXY, var (1)(g12 GTG
44), var (1)(912 GTG 14).

Edad = anos

Dx = Diagnostico
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c) Familia Rb-7

Figura 5. Arholes genealdgicos de las familias que presentaron antecedentes

familiares de retinoblastoma. Caso indice / Retinoblastoma unilateral © O
Retinoblastema bilateral ] l Individuos que faliecieron por causa diferente a
retinoblastoma & 1 Nc se tiene la informacidon del tipo de retinoblastoma que

padecen (unilateral o bilateral) [ T = Sexo no especificade. o
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Figura 6. Metafase que representa el complemento cromosodmice del caso indice de la
famiia Rb-14 el cual se reporta como 46, XY Al microscopio optico se observan normales
los cromosomas 13, la obtencidn del cariotipo se realizé de acuerdo a lo descrito en Sujetos

y Métodos Aumento 100X
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B. Estudio molecular

a). Busqueda de mutaciones en el DNA de pacientes con retinoblastoma mediante co-
amplificacion por reaccidén en cadena de la polmerasa (PCR). Se realizd la deteccién de
mutaciones en el gen Rb1 de 19 pacientes no emparentados con retinoblastoma bilateral o
unilateral. EI DNA de linfocitos y de tumor se analizé mediante co-amplificacién por PCR,
parz lo cual se utlizaron pares de oligonucledtidos que amplifican los exones de los
dominios funcionales B y carboxilo terminal de la proteina como se menciona en Sujetos y
Mé&todos (Sianquet v y col, 1995, Mancini D y col, 1997)

Antes de realizar la amplificacion por PCR, se verificé que las muestras de DNA
cumplieran con los requerimientos necesarios para este estudio. Las concentraciones de
DNA obtenidas fueron suficientes ya que se obtuvo en promedio de 200 a 400 ng/pl, la
pureza fué de 1.7 a 2.0 unidades de absorbancia y el DNA que se obtuvo a partir da
infocitos de sangre periférica no mosiréd degradacion después de la extraccion como se
cbservd en un gel de agarosa al 2% tefiido con bremure de etidio come se indica en Sujetos
y Métodos. Sin embargo, las muestras de DNA exiraido a partr de! tgjido tumoral, mostraron
una ligera degradacion que se observd en el gel de agarosa, esto no afectd los estudics
posteriores que se realizaron.

Inicialmente se probd que cada uno de los oligonucledtidos funcionara de manera
individual, posteriormente, se hicieron reacciones de PCR combinando varios pares de estos
para amplificar mas de un exén a la vez, Las combinacicnes se hicieran tamando en cuenta
¢l tamafic de los productos amplificados con la finalidad de distinguir el producto de cada
reaccién. Algunas combinaciones no funcionaron correctamente, ya que se obtuvieron
bandas inespecificas o la ausencia de los productos de amplificacién esperados. Finalmente
se eligieron las combmaciones que co-amplificaron fos exones 3/20, 8/18 y 19/23, en todas
log casos se obtuvieron los productes de amplificacién esperados, segun sus pesos
molecuiares

En la Figura 7 se observan los productos de la co-amplificacién de los exones
analizados (3/20, 8/18 y 19/23} que fueron sometidos a electroforesis en un gel de agarosa
tefiido con bromuro de etidio. En la Figura 7A se observa la co-amplificacien de los exones 3
y 20 del DNA obtenidc a partir de sangre penférica y tumor de 3 pacientes con
retinoblastoma En la Figura 7B se cbserva la co-amplificacién del DNA obtenido a partir de
sangre penférica y de tumor de ios exones 19 y 23 de 3 pacientes con retinoblastoma y en la
Figura 7C se observa la co-amplificacion de 1os exones 8 v 18 del DNA obterido a partir de

sangre perfénca y tumor de 3 pacientes, En cada uno de 0s cases se incluyd el producto de



51

amplificacion de un individue sin retinoblastoma (control positivo). Mediante este analisis no

fue posible detectar alglin tipo de mutacién en ninguno de los pacientes analizados,
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Figura 7. Coamplificacion por PCR de diferentes exones del gen Rb1. Se muesira la
coamplificacion del DNA de linfocitos y/o tumor de 5 pacientes con retinoblastema, como se
describe en Sujetos y Métodos, Una alicuota de 3ul del preducto coamplificado, se sometid a
electroforesis en un gel de agarosa al 2% tefudo con bromuro de etidio. En A se muestra la
co-amplificacion de los exones 3/20, en B los exones 19/23 y en C los exones 8/18 En
todas las reacciones se incluyeron: un control positive (+) y un marcador de peso molecular
(M) (escaiera de 50pb Gibco-BRL). S = DNA extraido de sangre periferica, T = DNA exiraido

de tumor, el nimero cerresponde al caso del paciente con retinoblastoma.



b). Detecaisn de polimorfismos mediante SSCP

Se establecieron las condiciones que permitieron mantener desnaturalizadas durante
la electroforesis las dos cadenas de DNA amplificadas de los diferentes excnes del gen Rb1
Para esto se probaron diferentes condiciones de electroforesis descritas en Sujetos y
Métodos En la Figura 8 se muestra la amplificacidn del exdn & dei gen Rb1 de un individue
no afectado por retinoblastorna, observéndose las dos cadenas de DNA separadas Una vez
establecidas las cendiciones de electroforesis para SSCP se procedid a someter las
muestras de los pacientes a estas condiciones

Las muestras de DNA dg los pacientes (linfocikos y tumor) ademas se co-amplificaron
mediante PCR isotdpico utilizando 2 uCi del isdtopo o32P-CTP

En los casos indice de las familias Rb-2, Rb-8 y Rb-12 se detectaron polimorfismos
mediante la técnica de SSCP, (Figura 9). En todos los casos se incluye un control sin
polimorfismo cuyo patrdn de migracion sirve de referencia.

El producto de amplificacion del DNA de tumor del paciente Rb-2 mostré un
polimorfisme en el exdén 8 ya que su patrén de migracion es diferente al preducto de
amplificacién det DNA de un individuo sano (Figura SA)

En el paciente Rb-8 la muestra amplificada corresponde a DNA exfraido de linfocitos
de sangre periférica, el producte de amplificacion con et polimorfismo correspondié al exon
20 (Figura 9B).

En el caso del paciente Rb-12 el DNA se obtuve del tumor y la regién que mostrd el
polimorfismo corresponde el exén 18 (Figura 9C) Es importante mencionar que se logro
detectar los polimorfismos a diferentes condiciones de electroforesis ya que en algunos
casos como en el paciente Rb-2 el polimorfismo se observé cuando se llevd a cabo la
electroforesis en un gel de poliacrilamida al 8% + glicerol al 10% y en las otras condiciones
mencicnadas en |a tabla 2 no se detectd éste, como se observa en la Figura 9B en donde
las muestras se sometieron a electroforesis en un gel de polacrilamida al 6% con glicerol al
10% En el paciente Rb-8 se observd el polimorfismo en todas las condiciones probadas y la
que se muestra en la Figura BC corresponde a una electroforesis realizada en un gel de
poliacriacrilamida al 8% + glicero] 10%, en este caso fue mas evidente el poimorfismo
detectado que en el resto de las condicicnes electroforeticas para el paciente Rb-8.

£1 resto de los pacientes analizados mediarte esta metodelogia no mostio algun

polimorfisma en las regiones del gen Rb1 que se analizaron (Tabla 6y 7 )
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Exén 8 [241 pb)

FIGURA 8. SSCP isotépico del exén 8. Autorradiografia de un gel de poliacrilamida al

8% en donde se muestra la amplificacion del exon 8 del gen Rb1 de un ndividuo sano = (+)
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Figura 9. Deteccion de polimorfismos mediante SSCP en individuos con
retinoblastoma. La extraccion de DNA de linfocitos y de tumor se realizé como se describe
en Sujetos y Métodos. Alicuctas de DNA de cada afectado se coamplficaron y 2ul del
producto de PCR se sometieron a electroforesis en poliacriiamida, como se describe en
Sujetos y Metodos. En 9A se muestra el andlisis de SSCP de los exones 8 y 18 del gen Rb1
de pacientes con retinoblastoma, la autoradiografia corresponde a un gel de polacrilamida al
8% + glicerol al 10%. En 9B se muestra el analisis de SSCP del exén 20 de! gen Rb1 de
pacientes con retinoblastoma, la autorradiografia corresponde a un gel de poliacritamida al
8% + gliceral 10% En 9C se muestra el andlisis de SSCP de los exones 8 y 18 de pacientes
con retinoblastoma, la autoradiografia corresponde a un gel de poliacrilamida al 6% + glicerol

al 10%. (+} = control sin polimorfismos en el gen Rb1, 4 = banda polimérfica



Tabla 6. Resultados de SSCP de los pacientes con antecedentes heredofamiliares

de ja neoplasia.

Paciente SSCP de los exones: Tejido Tipo de Rb
3,8,18,19,20 v 23 analizado
RB-7 NGP Sangre Bilateral
NDP Sangre
Rb-13 Bilateral
NDP Tumer
Rb-16 NDP Sangre Unilateral

NDP = No se detectd polimorfismo en €l gen Rb1 de los tejidos anatizados
Rb-7...Rb-18 los nameros indican la familia a la que pertenece el caso indice
Rb = retinoblastoma



Tabla 7. Resultados de SSCP de los pacientes con retinoblastoma sin
antecedentes heredofamiliares de la neoplasia.

Paciente SSCP de los exones Teydo Tipo de Rb
3,818,189, 20y 23 anzlizado
Rb-1 NDP Sangre Unilateral
Rb-2 Exon 20 {+) Sangre Bilateral
Excn 8 (+) Tumor
Rb-3 NDP Tumor Briateral
Rb-4 NDP Sangre Unilateral
NDP Tumor
Rb-5 NDP Sangre Unilateral
NDP Tumor
Rb-6 NDP Sangre Unilzteral
Rb-8 Exan 20 (+) Sangre Unflaterat
Rb-g NDP Sangre Unilateral
Rb-10 NDP Sangre Unilateral
Rb-11 NDP Sangre Bilateral
NDP Tumor
Rb-12 NOP Sangre Unilateral
Exén 18 (+) Tumor
Rb-14 NDP Sangre Unilateral
Rb-15 NDP Sangre Bilateral
NDP Tumor
Rb-17 NDP Sangre Urnilateral
RE-18 NDP Sangre Unilateral
Rb-19 NDP Sangre Unilateral

NDP = No se detectd polimorfisme en el gen Rb1 de los tejidos analizados. Rb-1. Rb-19 los
nimeros idican la familla que pertenece el caso indice. Rb = Retinoblastoma (+) = Se

identificd un polimorfismo en el exén indicado.
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¢). Secuenciacién de los productos de amplificacidn del gen Rb1 que mostraron

algin polimorfismo detectado por S3CP.

Después de analzar las muestras de DNA de 19 pacientes con yetincblastoma
mediante co-amplificacidon por PCR no isotdpica y SSCP-isotdpico, se eligieron para
secuenciacion las muestras de DNA que mostraron algun polimorfisme detectado per SSCP
Para esto primero se amplificd el exon de la muestra de DNA, el producto se purificod y se
reamplficd mediante PCR asimétrice utilizando el Kit BigDye (Perkin Elmer), como se
describe en Sujetos y Métodos

En [a Figura 10A se muestra la secuencia del exdn 8 del paciente Rb-2, gue presenta
una mutacion puntual que se generd por la insercién de una adenina en el coddn 304 del
cDNA del gen Rb1 (Tabla 8). Esta mutacidén provocd una cambio de una asparagina por una
lisina, en el aminoacide 304 de la proteina La adicién del nucledtido generé un codén de
paro en la posicidén 316 del cDNA en el exdn 8 En este mismo paciente también se detecté
otra mutacién en el exon 20, ef tipo de mutacidn fue una transversién de una guanina por
una timina en el coddn 704 del cDNA del gen en estudio. Esta mutacién generd un cambic
de una alanina por una senna en ¢l amincacido 704 (Figura 10B}).

La secuenciacion del polimorfismo identificado en el exon 20 del individuo Rb-8, se
muestra en la Figura 10C. Se encontrd una eliminacién de una timina en l& posicién 702 del
cDNA, que corrid el marco de lectura generando un codén de pare en la posicion 707 del
cDNA (Tabla 8). La secuenciacion del pelimorfismo encontrado en el exén 18 del paciente
Rb-12 se muestra en ia Figura 10D. Se encontraron dos mutaciones en esta regidn, la
primera es una eliminacidon de una timina en el codén 813 del cDNA esta mutacion generd
que se corriera el marco de lectura ocasionando el cambio de una serina por una histidna en
la posicidn 613 de |la proteina pRb, ademds esta mutacion generd un coddn de paro en la
posicién 856 del exén 19. L.a segunda mutacidn que se observd fue un polimorfismo, debidc
a que el cambio de una tmina por una guanina en el exén 18 generd un coddn con sentido
{Tabla 8)
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Tabla 8. Mutaciones identificadas en pacientes con refinoblastoma.

Paciente Paciente Paciente Paciente Paciente
2-Rb 2-Rb 3-Rb 12-Rb 12-Rb
Crigen del DNA | Tumor Tumor Sangre Tumor Tumer
Exén mutado 8 20 20 18 18
Tipo de | nsercién transversion eliminacién eliminacién fransversion
mutacién
Nucleétido adenina guanma timina timina tirnina
invelucrade
Coddn mutado | aac — a@a, ¢ | gec - toc tat — tac tca — cac ctt
Aminoacido ASh - Lys Ser — Ala Tyr = Tyr Ser —» His Leu — Leu
involucrade
Posicién del | 304 del cDNA | 704 del cDNA | 702 dej cONA | 613 del ¢cDNA | 840 del cDNA
codén mutado
Codén de paro | 315 del cONA | No 707 del cDNA | 656 del cDNA | No




10A

3. GGCGCAGGTCAGAACAGGCAGT..E
Exén 8 L
Codon 304

. o] Ty I -4 --5" . - y .
A G L T A G AT BB AR T L A A A T AR

B

st n 3 G P i 4
KR ; . by s !r_ g A% 19 i
HE MR hEg :, ¢
" ik Bl N H I
LR _q i H i
LS Wt i i i 14
. o o 7 1
HIRER ¢ : i
i
H 4 ui S | (:
1 4 Kl §
\
:
i

10B

ITGTATCGGCTAGCCTATC. .5

Exo6n 20 rr
Coddn 704

s
R (DT L GO S L T SR

fe \ 0
t - o K
1 8 N
! [“.x:]ﬂl §, beq )
) 23 AR
| :
|
d
#
i

62



63

i0C
ITGTATCGGCTAGCCTATC .5
~ Exén 20
Codon 702
nid T W RGO Qe an T G MR e
— . . ) . o
10D
IGATTCACCTTTATTTGATCTTATTAAA .5
e Exén 18
Codon 613

R4 M iata G (:.A‘m'l(ﬂ( AOGA'T A AMCRADWCLTOAGAMIENTAN LA CKT G (0 G0 v
' 2 5 in F yt e by

IR FREE TR




64

Figura 10. Secuenciacion de los exones que mostraron polimorfismo. Las muestras
que presentaron alguna variacion en la migracién, con respecto al control durante la
electroforesis en geles de poliacnilamida con el método de SSCP, se sometiercn a
secuenc:acion como se describe en Sujetos y Métodes En 10A se observa la secuencia del
exon 8 del paciente 2-Rb. En 10B se muestra la secuencia del exon 20 del mismo paciente.
En 10C secuencia del exén 20 del paciente 88-Rb En 10D secuencia del exén 18 del
paciente 12-Rb Los * y 4 indica la posicion de la mutacion. En cada una de las figuras se

muestra la seuencia normal del exén y se indica la posicion de fa mutacicn
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C. Analisis inmunchistoguimico para la proteina pRb en retinoblastomas.

a). Deteccion de la pRb en retinoblastoma

La deteccién inmunchistoquimica de la proteina pRb se realizé en cories histoldgicos
de 8 retinoblastomas, 4 de ellos provinieron de individuos afectados bilateralmente y 4 de
individuos con retinoblastoma unilateral {Tabla 9). De los tumores estudiados, 3 provenian
de pacientes femeninos y 6 de pacientes masculinos. Como control pesitive se utiizo ta linea
celular Saos-2 transfectadas con &l gen Rb1, en la cual se observa tincién positiva para la

proteina pRb {(++++) (Figura 12) y una refina {sin retinoblastoma) de un individuo masculino

de 4 afios de edad (Figura 14). Como control negativo se utilizo la linea celular Saos-2 Rb™

sin transfectar {(Figura 13}.

b). Patrén de tincion de la retina normal

En la Figura 14 se muestra el corte histolégico del ojo normal observandose la retina
en la cual se realizé la inmunohistoquimica para detectar !a proteina pRb. La porcién a
corresponde a los segmentos externos o fotosensibles que son prolongaciones sinapticas de
células fotorreceptoras, formadas de conos y bastenes, esta capa no presenta nicleos por
lo que no se observd tincion positiva para la proteina pRb. La capa nuclear exiterna b
presentd tincidn heterogénea de los nicleos de conos y bastones (Tabla 10} los cuales se
tifleron en su mayoria con Hematoxilina y por lo tanto fueron negativos para la deteccidn de
la proteina pRb, ademas también se observaron algunos nucleos que presentaron mediana
tincién positva (++) para pRb con respecto al control positivo (linea celular Saos-2
transfectadas con el gen Rb1) (Figura 10). En ¢ se observa la capa plexiforme externa que
no presenta nucleos, es el punto donde hacen sinapsis los fotorreceptores con las dendritas
de las células bipolares. La capa d corresponde a la nuclear interna que contiene los nucleos
de las células gliales de Milller y los de neuronas horizontales o amacrinas en donde se
observan algunos niclecs con tincién negativa {-) para la proteina pRb y la mayoria de éstos
fueron positivos para la misma encontrando desde tincién mediana (++) a intensa (+++). En
e se observa la capa plexiforme interna anucleada, es la region de contacto o intercambio
sinaptico entre células bipolares, amacrinas y ganglionares. En f se muestra la capa de
células ganglionares que tiene los nicleos de estas células y vasos retimanos en la cual
existen, pocos nlicleos que en su mayoria mostraron tincion débil (+) para la proteina pRb y
algunos, mostraron tincién negativa (-)
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c). Patron de tincién en retinoblastomas

En las Figuras 15 a 18, se observan la inmunotincion de algunos retinoblastomas con
diferentes grados de diferenciacion.

En la Tabla 9 se observa que en los 8 tefidos fumorales analizados presentaron
diferentes grados de diferenciacién, los cuales fueron: tumor diferenciado en rosetas de
Flexner Wintersteiner (casos Rb-2, Figura 15 y caso Rb-17, Figura 16), tumor
medianamente diferenciado (casos Rb-3 y Rb-15) y tumer indiferenciado (casos Rb-4, Rb-5,
Rb-11 y Rb-18 Figura 18)

1) Tumores bien diferenciados.

En el caso indice de la familia Rb-2 que presentd retinoblastoma bilateral se
identificaron dos mutaciones en el gen Rb1 una de ellas en el exén 8 y la otra en el 20,
ambas mutaciones se identificaron en el DNA del tumor. El tumor de este paciente presentd
rosetas de Flexner Wintersteiner y el patron de tincién para la proteina fug negativo
indicando que la proteina no se encuenira en este tumor (Figura 15). El caso indice de la
familia Rb-17 comesponde a un retinoblastoma unitateral, este caso también presentd
diferenciacion en rosetas de Flexner Winterstemer, ademas no se identfico ninguna
mutacion en los exones analizados, el patron de tincion para la proteina que va de mediana
tngién (+++) a tincidn intensa (++++) con respecto al control (linea celular Saos-2
transfectada con el gen Rb1) indica que pRb se encuentra presente en el tumor (Figura 16).
Este caso (Rb-17) se utilizd como control negativo interno para la inmunatinciéon ei cual se

muestra en la Figura 17.

2) Tumores medianamente diferenciados:

En el caso indice de la familia Rb-3 que presentd retinoblastoma bilateral no habia una
diferenciacion total del tumor ya que se observaron células dispersas en el tejido y pocas
rosetas de Flexner Wintersteiner, en este tumor se observd desde tincidn debil (++) hasta
ausencia de ia misma {-) en comparacion al control negative. €l caso indice de la familia Rb-
15 también presentd retinoblastoma bilateral, el tumor no estaba completamente
diferenciado y sclo se observaron algunas células arregladas en rosetas, en la inmunctineion
se observo tincidon mediana (++), débil (+) y células que fueron negativas (), (figura no
mostrada). El estudic molecular en este paciente indicé que no existe mutacien en oS

exones analzados
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3) Tumeres indiferenciados:

Los casos indice de las familias que presentaron este fipo de tumor fueron Rb-4, Rb-5,
Rb-11 y Rb-18, de estos sdlo el caso 11 presentd retinoblastoma bilateral y el resto fue
unilateral. Los tres primeros presentaron diferentes grados de tincién desde ausencia de
ésta hasta tincién débil, en el caso 18 se observd mayor tincion (+++++++) también se
observaron algunas células negativas (-), en estos tumores se ohservaron algunas células
mitéticas (anafase) Figura 18. En este tipo de iumeres no se observaron rosetas de Flexner
Wintersteiner, por lo que las células se observan desorganizadas en el tefido tumoral. En

ninguno de estos casos se identificd alguna mutacién en los exones analizados del gen Rb1.



Tabla 9. Observaciones de la tincién de pRb en los tejidos del tumor de

retinoblastoma y su correlacién con el analisis molecular.

68

paciente’ | Tipo de Rb? Mutacion® Grado de | Patron  de
Exones diferenciacién uncons
3 8 18 19 20 23 | deltumor®
Contrel Sin Retina
Retinoblastema Segmentos externos -
Nuclear externa -t
Plexiforme externa -
Nuclear interna +aob b -
Plexiforme interna -
Células ganglicnares T+,-
Rb-2 Bilateral - + - - + - | Bien -
giferenciado
Rb-3 Bilateral - - - - - - | Medianamerte +ht, -
diferenciado
Rb-4 Unilateral - - - - - - | Indiferenciado 4+
Rb-5 Unilareral - - - - - - | Indiferenciado ++, -
Rb-11 Bilateral . - - - - - | Indiferenciado -
Rb-15 Bilateral - " - - - - | Medianamente LR L
aiferenciado
Rb-17 Unilateral - - - - - - | Bien +4+ kbt
diferenciado
Rb-18 Unilateral - - - - - - | Indiferenciado e b

1) Rb-2. Rb-18 &s la clave que se le asignd al tumor en estudio del case indice correspondiente.

2) Tipo de retinoblastoma se refiere a la forma en que se manifiesta la neoplasia unilateral o bilateral,

3) Mutacién identificada en los exones analizados, en este caso solo en el DNA  de tumer del paciente

Rb-2 se encontrd una mutacion puntual.

4) Grado de diferenciacion en el turnor indica la estructura del tejide que se observd en el tumor

5) Patrén de tincién se refiere a la intensidad de ésta para la proteina pRb en las ¢élulas, con respecto al
control de la linea celutar Saos-2 transfectada con el gen Rb1, en donde el signo - indica que no hubo

tncion de la proteina, + Lncion débil, ++ tincidn mediana, +++ tincidn ntensa. Cuando los simboles

estan separados por comas quiere decir que la capa tuvo diferentes grades de tincidn, ei orden de os

simbolos presentan decrecientemente la predominancia de los mismos.

En ¢ caso ndice de la famihas Rb-2 se dentficaron dos mutaciones; una en el exdn 8 y otra en et

exon 20
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Figura 12. Control positivo para la inmunotincion en la linea celular Saos-2 Rb1™”

transfectada con el gen Rbt. La metodologia se realizd como se indica en Sujetos y
Métodos Se observan las células positivas para la presencia de la proteina, de manera gue

se |e asignaron ++++ para esta intensidad de tincion. Aumento 40X.

e

Figura 13. Controj negativo para la inmunotincién en ia linea celula Saos-2 Rb1™" sin
transfectar. La metodoiogia se realizé de acuerdo a lo descrito en Sujetos y Metodos Todas

Jas células se observan negativas para la inmunotincidén Aumento 40X
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Figura 14. Inmunchistoquimica de una retina normal. La técnica se realizd como ss
descrnbe en Sujetos y Métodos. Se observan las capas de |la retina; a corresponde a los
segmentos externos o fotosensibles fotorreceptoras, formadas de conos y bastongs b Capa
nuclear externa. En ¢ se observa la capa plexiforme externa que no presenta nucleos La
Capa d corresponde a {a nuclear interna. En e se cbserva la capa plexiforme interna
anucleada. En f se muestra la capa de celulas ganglionares, en donde se observan nuacleos
con diferente grado de tincion mostraron tincidn débil (+), mediana (+++), intensa (++++)

para la proteina pRb y algunos mostraron tincion negativa (-). Aumento 16X,
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Figura 15. Inmunohistoquimica de un retinoblastoma. Es un tumor negativo para la
tncion en donde no se observa la proteina pRb. La técnica se realizd de acuerdo a lo
descrto en Sujetos y Métodos. Este tumor muestra diferenciacién en rosetas de Flexner

Wintersteiner (RWF) con un patrén de tincion negativo para la pRb (-). Aumento 18X
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Figura 16. inmunohistoquimica de un retinoblastorma diferenciade. £s un tumor que
presenta tincion positiva para todas las céiulas del tumor, observandose la disposicidn de las
células en rosetas de Flexner Wintersteiner (RFW) caracteristicas en este tipo de tumor, La
intensidad de (a tincidn fué mediana tingion (+++} e intensa (++++}. La técnica se realizd

como se describe en material y métodos. Aumento 40X,



Figura 17. Control negativo para la inmunohistoquimica en un retinoplastoma. Es el
mismo turmor que el de la figura 15, en este caso no se utihizd el anticuerpo dingido contra |a
proteina pRb, como se detalla en Sujetos y Métodos. Es un tumor diferenciado en Rosetas
de Flexner Wintersteiner (RFW), en las células no se observa la proteina pRb asi que éstas

fueron negativa para la tincién {-). Aumento 40X,
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Figura 18. Inmunohistoquimica de un tumor indiferenciado. Es un tumor en donde
predominan las células positivas para la inmunetincién, la técnica se realizé de acuerdo a lo
descrito en Sujetos y Métodos. Se abservan diferentes grados de tincion; células negativas

{-), mediana tincién (+++) y tincién intensa (++++). Aumento 40 X.
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VIl DiscusIion

A. Analisis genético y citogenético

Los resultados obtenidos del andlisis gendtico de los arboles genealdgicas en las 19
famillas con retinoblastoma, revelaron que 16 de éstas no tenian antecedentes familiares, la
neoplasia se presentd de manera unilateral en 11 familas y en las 5 resianies el caso indice
presentd retinoblastoma bilateral, En las 3 familias que presentaron antecedentes famiiares la
forma bilateral afectd a dos casos indice y un caso se presentd de forma unilateral, es
ymportante mencionar que ninguno de los casos indice tienen antecedentes familiares de otro
tipo de negplasias. De manera general se observe que el retinoblastoma uniateral se presentd
en un 63% y el bilateral en un 34% lo cual coincide con lo reportade en otros paises incluyendo
el nuestro, en donde la forma espdradica (no heredada) es unilateral de manera unifocal y
representa ef 60% de todos los casos de retincbiastoma. En la forma familiar generaimente
ambos ojos estan afectados y en algunos c¢asos puede ser multifocal en cada ojo, ademés el
tumor también puede ser tanto unilateral come bilateral, las formas hereditarias se presentan en
el 40% de |0s casos (Stah! A,y col, 1994, Scriver Gt y col., 1995, Salamanca y col, 1984)

Mediante el analisis citogenético de los pacientes anaiizados no se detectd alguna
delecion en el cromosoma 13 region g14 1, esto correlaciona con los reportes que indican gue
solo en el 5% de los pacientes se puede observar delecién de esta banda por meétodos
citogenéticos, por lo que el tamario de la poblacidn analizada es pequefia para observarse ia
delecion (Janson M, y col, 1984).

a). Retinoblastoma unilateral.

1) Familar,

De las 49 familias analizadas se encontrd que en 12 de éstas el caso indice presentd
retinoblastorna unilateral, al realizar el estudio geneético de los arboles genealdgicos de estas
familias, se encontrd que solo en la familia Rb-16 existen antecedentes heredofamiliares de la
neoplasia (Figura 5). En esta familia el caso indice presentd retinoblastoma unilateral y liene
tres hermanos que también padecieron la enfermedad ademas de familiares con antecedentes
de 1a neoplasia por via paterna, En esta familia ef alelo mutado se esta heredando de manera
colateral debido a que no hay transmisién directa del padecimiento de padres a hjos, pero si
existen mas de dos individuos en la misma generacién que fa padecen como en ef caso de (03
individuos 11-1, 111-2, 10-9, I-14; W-2, V-3, V-4 y V-6 de |a famiia Rb-16 (Figura 5). Se puede
sugerir gue en esta famiia los progenitores (indwiduos 1-4, 11-8, II-8 y 11-3) transmiten el gen

anormal. el hecho de no manifiestar el padecimiento corresponde a no penetrancia y se debe a
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que no se generd la segunda mutacién en el gen Rb1, de manera que estos individuos son
portadores del alelo alterado que viene segregando con la enfermadad, dando como resultado
un tipo de herencia que se le conoce como “dominancia irregular’ (Sorsby A., 1972; Carfson E. y cdf,
1979) El sujeto 1-2 debe presentar también la mutacion ya que tiene descendientes afectados
con sus dos esposas Como se puede observar en la Tabla 4 el cariotipo del caso indice y de
sus hermancs con el mismo padecimiento (Figura 5} fue normal asi como el de sus padres, par
lo gue se puede sugerir que de existir una alteracion en el gen Rb1, ésta no es detectable por
métodos citogenéticos (Cavenee W. y cof, 1985 Solo en una pequefia propercion (5%} se ha
reportado que tienen alieraciongs cromosémicas {translocaciones enire otras) gue involucran
eliminacién de la regidn 13q14.1 del cromosoma 13 que pueden observarse en el cariotipo
(Janson M y col,, 1994). De acuerdo a estos resultades se puede inferir que los individuos 1v-2, 1v-
3, IV-4 y IV-6 de la familla Rb-16 tienen una mutacién constitucional en el gen Rb1 gue viene
segregando por linea germinal. Es decir de acuerdo a la hipétesis de Knudsen la primer
mutacién se dié en células germinales o durante la embriogénesis y la segunda mutacion se
generd en células somaticas de la retina. De esto se puede sugeric que el retinoblastomna
bilateral se esta expresando de manera incompleta debido a que los cuatro afectados lo
presentaron de manera uniiateral (Sersby A, 1672}, pOr lo tanto estos tienen una probabilidad del
50% de heredar el alele mutado a sus descendientes en los cuales puede ocurrr la segunda
mutacidn en células de |a retina dando como resultado el desarrollo de retinoblastoma (Knudsen
A, 1971)

2} Esporadico

Las 11 famitias {Rb-1, Rb-4, Rb-5, Rb-6, Rb-8, Rb-9, Rb-10, Rb-12, Rb-17, Rb-18 y Rb-
19) que también presentaron retinoblasioma unilateral pero sin antecedentes heredofarmiliares
se muestran en la Tabla 5, al no existir antecedentes familiares y presentar retinoblastomas
esporadicos unilaterales, se puede inferir que estos pacientes desarrollaron la neoplasia por
cualquiera de las siguientes causas:

A) Debide a que los dos eventos mutacionales de novo se originaron en celulas
somaticas. De ser asi no hay resgo de transmision a sus descendientes (Sorsby A, 1972).

B) Debido a una mutacion gue se did en el embridn en las primeras etapas del desarrollo
del afectado, en este caso habria riesgo de transmision a sus descendientes si la mutacion
afecto tambien las células gonadales (Carlson £, y cof , 19789)

C) £ desarrolio de retinoblastoma pudo originarse por una mutacién de novo én alguno
de los gametos de los progenitores generando una mutacién de tipo constitucional como

consecuencia existe la posibildad de transmitirla a los descendientes del afectado Este evento
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en pasticular se da en el 15% de los indwiduos que presentan retinoblastoma unilateral y
también se conace como retinoblastoma bilateral que se estd expresando de manera
Incompieta (Sorsby A, 1972, Carlson E. y col., 1979, Gafie B L y cof., 1990;.

D) Existe ademas otra posibilidad y es el hecho de que la mutacion constitucional viene
segregando por linea germinai en una familia, por lo que ésta se encuentra en alguno de los
progenitores de manera que la descendenciz de los individuos con esta mutacién tienen
predisposicion al desarrolle de retinoblastema. Esio se conoce como na penetrancia por lo que
la expresion fenctipica dei gen estaria reducida y como se menciond anteriormente es un
retmoblastoma bilateral que se expresa de manera incompieta.

£} Se ha hecho menes énfasis en la posibilldad de mosaiscismo para la mutacion inicial
ya sea en el primer individuo afectado en una familia 0 en uno de los padres. Ei mosaicismo
puede ocurrir cuande una mutacion inictal en ef gen Rb1 no se produce en todas las células
durante la embriogenesis o no se encuentra en todas las células germinales (Swpel K y col, 1998)

b). Retincbiastoma bilateral

1) Famihar.

Las familias que presentaron retinoblastoma bilateral fueron 7, de las cuales las familias
Rb-7 y Rb-13 presentan antecedentes familiares por via materma de acuerdo al arbol
genealdgico. En ambos casos el tipo de herencia de la neoplasia es de fipo autosomico
dominante sin embargo se sabe que a nivel molecular es recesivo (Sersby A., 1972, Carlson £ y col,
1979, Zhu X y cof, 1989), esta fue heredada por la madre del caso indice que padecid
retinobiastoma en su infancia (la madre del caso Rb-7 padecio retinoblastoma bilateral y la del
caso Rb-13 fue de tipo unilateral). Debido a esto se deduce que el gen Rb1 alterado es
constitucional, éste se encuentra en 105 gametos de las madres y viene segregando por linea
germinal hacia su descendencia de manera que las madres de los casos indice le heredan I
mutacién generando heterocigosidad para este gen (Gale 8 L y cof, 1990, Mumer L F y col, 1994)

2) Esporadico.

Las familias que presentaron retinoblastoma bilateral sin antecedentes fueron Rb-2, Rb-3,
Rb-11, Rb-14 y Rb-15 (Tabla 5). Los casos indice Rb-2, Rb-11 y Rb-14 presentaron un
cariotipo normal 48, XY, el caso indice Rb-3 presento un cariotipo 47, XXY, var (1)(q12 GTG
44), var (1)(q12 GTG 14) (Tabla 5). Esta nomeclatura indica que el individuo tiene 47
cromosomas, el eromosoma exira es el X y su origen se debe a una no disyuncién meidtica
paterna o materna, se acepta gue en ei 40% de los pacientes el cromosoma extra es de origen
paterno mientras que e 60% su ongen es materno En el carictipo de este paciente se identifico
ademas un polimerfismo en el cromosoma 1 en la reqidn g12, GTG indica que se ublizé la
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técnica de bandas G por tripsina usando Giemsa. Los nimeros 44 indican tamano e intensidad
de la banda polimorfica, para este caso se considera grande e intensa respectivamente. Este
complemento cromosomico esta asociado al sindrome de Klinefelter descnto por pnmera vez en
1942, este sindrome se caracteriza por disgenesia testicular, gonadotrofinas elevadas (FSH) y
concentraciones disminuidas de 17-cetoesteroides en orina La azoospermia es un hallazgo
constante en estos pacientas, lo cual explica el que sean estériles, la mayor parte de pacientes
con este sindrome tienen desarrolio Intelectual normal Sin embarge algunos presentan retardo
mental moderado, e! sindrome de Klinefelter se diagnostica generalmente en la pubertad, por lo
que no es facil identificar la enfermedad a edades pediatricas tempranas (Sajamanca £ 1990

La mayoria de los pacientes que presentan retinoblastoma bilateral no tienen histona
familiar de |a neoplasia por lo que se cree que se debe a mutaciones en células reproductoras
de alguno de los pregenitores o durante el desarrollo temprano del embrién (zau X y cof, 1989),
generando heterccigecidad en el gen Rb1, por lo que el individuo desarrolla retinoblastoma
bilateral si ocurre la segunda mutacién en células de ta retina de ambos ojos (Knudsen A., 1971}
Ademas si tanto las células somaticas como gonadales estén afectadas, las posibilidades de

heredar el gen aiterado a su descendencia son altas, como ya se ha discutido anteriormente
(Zhu X ycol, 1989, Naumova y Sapienza, 1984).

En el momento de la concepcion, con la excepcidn de la familia Rb-3 los padres se
encontraban en una edad reproductiva adecuada lo que descarta que ésta pudiera estar
Influyendo en el desarrollo de retinoblastoma. El caso indice de la Rb-3 presentd retinoblastoma
pilateral, esto sugiere que la primer mutacién se generd en las etapas tempranas del desarrelio
embricnario, 0 que se generd de novo en células germinales de uno de los progenitores.
Existen reportes de algunos autores que sugieren que las mutaciones germinales en el gen
Rb1 parecen surgir mas frecuentemente en el alelo paternc que en el matemo, generando
individuos que llevan una mutacion constitucional o heterocigocidad en este gen {en el 85% de
los ¢casos) (Carison E. y col, 1979; Galie B. L y col, 1990, Mumier L F ycol, 1994, Naumova y Sapronza, 1994,
Sthal A y col, 1994; Mumier L F ycol, 1998). Esto puede indicar ya sea que la mutacion del gen Rb1
es méas comun durante la espermatogénesis que durante |a ovogenesis, come un resultado de
las diferencias entre la meiosis femenina y masculina ya que durante 1a espermatogénesis el
numero de divisiones celulares es mayor que en la ovogénesis Debido a que el genoma de
espermatozoides, tiene un alto contenido de metilacion comparado con el DNA hipometilado de
los ovocitos, estd mas expuesto a desaminacion espontanea de ta 5-metilcitosina generando
mutaciones puntuales (transicién) C = T en los dinuclectides CpG. Ademas se cree que los
diferentes estados de metlacion del DNA de espermatozoides y de los ovoctos puede persistir



ESTA TISIS M3 DERE

; 79

SALR DE i BiBUETECS
temporalmente en el cigoto y por io tanto se puede generar una mutacidn preferencial paterna
(Zhu X. ycol, 1989, Dryja y coi, 1989, Galle L B y col, 1990, Naumova y Sapienza 1994, Kato Vv M y col, 1994b,
Dryja T P ycol, 1997, Mumier L F y cof, 1998). Se debe considerar gue las suposiciones con respecto
al origen parental de las mutaciones que predisponen a refincblastoma no estan bien
sustentadas ya que aln no se ha comprobado cual es el mecanismo que propicie una mayor
frecuencia de mutaciones en los gametos masculinos,

En retnoblastoma hereditario, diferentes estudios indican una transmisién preferencial
paterna a su progenie del alelo Rb1 mutado, esto sugiere que existe algiin mecanismo meidtico
que favorece este fenomenc Girardet A., vy col, trataron de investigar si la alteracion en la
segregacion de las células que portan el alelo mutante ocurre antes de la fertilizacién, sus
resultados indican que la alteracién en la segregacion no ocurre durante la espermatogénesis
por lo que proponen que después de la eyaculacidn, pudiera existir algun mecanismo que
proporcione aiguna ventaja a los espermatozoides portadores del alelo alterado, come una
mejor movilidad que favorece la fertilizacion tal y como se ha visto en Drosophila (Girardet, A. y
col, 2000),

¢). Edad de inicio del retinoblastoma

En este estudio l[a mayor proporcion de pacientes niciaron el padecimiento desde recién
nacidos hasta los 5 afios de edad, lo cual corresponde a lo gue se ha reportado en [a literatura.
De hecho la mayor incidencia reportada es entre recién nacidos y seis afios de edad oz 8 y
col., 1996, Martinez R G y colj, SIN embargo el caso indice de ia familia Rb-5 manifestd la neoplasia
a los 9 afos (Tabla 5, Rb-5). En este caso el retinoblastoma se considera tardio aunque en
ocasiones se ha reportado en adultos (Pam V A. y cof, 1998, Scriver Ch Ry col., 1995). Hasta el
momento no se han sugerido mecanismos responsables que expliquen el desarrolio tardio de
retinoblastoma y los estudios acerca de la embriogénesis del retinoblastoma son pocos, por lo
que ne se ha planteado una hipdtesis al respecto.

d). Proporcion de sexos.

En cuanto a la proporcién de sexos en los pacientes con retinoblastoma se observd que
de las 18 familias estudiadas (Tabla 4 y 5), 8 de los casos indice son def sexo femenino y 11
corresponden al sexo masculino. A pesar de que se observé un ligero aumento en la proporeion
de individuos de sexo masculino que desarrollan retinoblastoma las diferencias no fueron
estadisticamente significativas. En México existen algunos estudios que se han realizado con
respecto a la propoercion de sexos, Ortiz B. v col,, (1996) y Marnez G R. y col. (1995) reportan
que el retinoblastoma fue mas frecuente en el sexo mascuiino independientemente de la edad,
habiéndose obtenido una relacién M/F de 1.6.1 0 (Ortiz B ycoi, 1995, Martimez G R y col 1995)
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Para tratar de explicar la distorsién de la segregacion en cuanto a la proporcién de sexos
en individuos que padecen retinoblastoma Naumova y Sapienza {1894) propusieron la siguiente
hipotesis. Debido a que la distorsién de sexo involucra dos cromosomas diferentes (Y y 13 con
la mutacién en el gen Rb1), y ocurre entre la progenie de hombres, es probable que exista un
proceso capaz de actuar en trans y dar sensibilidad al origen parental de los alelos, este
proceso seria la impronta gendmica. La hipdtesis que se propone sugiere que los varones con
retinoblastoma bilateral esporadico, son portadores de un gen defectuoso de impronta en su
cromesoma X, debido a esto son incapaces de borrar la impronta materna y/o reestablecer la
impronta paterna en la porcidn del genoma heredado de sus madres, ademaés fienen alterado e}
gen Rb1 en uno de sus cromosomas. La descendencia de estos varones tendra cuatro
posihilidades; los dos embriones femeninos no sobreviviran debido a que el padre afectado
transmite su cromosoma X (el cual tiene el gen defectuoso de impronta). Sélo seran viables
aquellos que tengan un cromosoma Y y que ademas tienen un alelo Rb-1 alterado, 1o cual se
ve reflejado en fa desproporcién de sexos vy el desarrollo de retinoblastoema en los varones. A
pesar de los resultados anteriores y de la hipotesis propuesta no existe algin reporte que
confirme alguna preferencia en donde se vean afectados individuos del sexo mascufino.

B. Andlisis molecular

El retinoblastoma es un tumer embrionano del ojo que afecta a la nifiez, es el prototipo de
neoplasias en donde [a predisposision hereditana juega un papel principal en la oncogénesis.
Es causado por dos eventos mutacionales en el locus del gen Rb1. La presencia de mutaciones
en el gen Rb1 en los afectados por esta enfermedad confirma que la alteracion en este gen
esta asociada al desarrollo de retinoblastoma (knudsen 1971). Estas mutacionss constituyen casi
el espectro completo de alteraciones genéticas, desde eliminaciones grandes hasta cambios en
una sela base. Las mutaciones muestran una extensa heterogeneidad y se han dentificado en
la mayoria de los 27 exones del gen Rb1, que se distnbuyen a lo largo de 183 Kb del DNA
gendmico (Hogg A. y col., 1993; Blanquel V. y col, 1883, Blanquet V. y col, 1994; Lohmann D y col, 1994,
Blanquet y cof, 1995; Lohmann D, y col,, 1996),

En este trabajo se realizd el analisis molecular en el DNA de 18 pacientes con diagndstico
de retinoblastorna unilateral o bilateral. La importancia de conocer el tipo de mutaciones mas
frecuentes en este gen, se debe al hecho de que nos permite identificar la ubicacion y
frecuencia de mutaciones que predisponen a esta neoplasia en nuestra poblacidn sobre todo
en fos casos familiares, ya que esto nos permitira aportar algun beneficio en el asesoramiento
genético
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Con la finalidad de determinar el tipo de mutaciones en el gen Rb1 de los pacientes con
retinoblastoma, se realizd la co-amplificacién de los exones 3, 8, 18, 19, 20 vy 23, de los cuales
el 3, 8 y 18 se han reportade mas frecuentemente mutados y algunos autores han sugerido que
podrian ser puntos caliente dentro del gen Rb1. Los exories 19 y 20 corresponden a las
regiones codificadoras del dominio B de la proteina pRb y el 23 es uno de los exones que
codifica para el dominio carboxilo terminal que tiene dos sitics de fosforlacidn (sanquet v col,
1995, Mancini D. y coi, 1997) El andlisis de los diferentes exones se realizé con oligonucledtidos
disefiados especificamente para unirse a los extremos de cada exon, permitiendo  asi
determinar la longitud de las elminaciones genéticas y definir si el marco de lectura del gen
Rb1 estd en fase o no.

a). Deteccién de mutaciones grandes.

En las muesiras de DNA la amplificacién por PCR no revelé mutaciones, posiblemente
porgue con la electroforesis en agarosa en donde se analizaron ios productos de amplificacién
no se pueden detectar cambios menores de 20 pb. La proporcion baja de deteccion de
mutaciones mediante este método no es Unico para el gen Rb1. Esto refleja las dificultades del
analisis mutacional en este tipo de genes grandes que tienen una extensa heterogeneidad
mutacional, y que piantea la necesidad de implementar diversas técrucas para determinar las
mutaciones. Desde [a clonacién del gen Rb1 en 1988, la mayoria de las primeras mutaciones
reportadas incluian alteraciones estructurales gruesas que eran detectadas a través de
hibridacion Seuthem en el 9-16% de los eventos responsables de la enfermedad (Friends y col.,
1985, Lee y col, 1987).

Antes de que se realizaran varios estudios para tratar de identificar el tipo de mutacicnes
en el gen Rb1, habia pocos reportes de mutaciones puniuales, elminaciones pequefas o
Inserciones. En los casos familiares de la neoplasia, la transmision de la enfermedad solo se
podia seguir a través de andlisis de ligamento (RFLPs), sin embargo esta metodologia es
fimitada ya que en el 75% de los casos de retincblastoma las mutaciones son nuevas y los
pacientes no tienen antecedentes familares. Debido a esto los casos unilaterales también
constituyen un problema para el asesoramiento genético ya que el 15% de estos son de hecho
debido a mutaciones germmales (Jarson M y cof . 1994, Blanquet v coi. 1693) En cuanto a los casos
esporadicos, la prevencidn y el asesoramiento no podia plantearse de manera adecuada por la
falta de conocimiento de las bases moleculares del retinoblastoma Todos los metodos
previamente usados para la deteccion de mutaciones puntuales, son demasiado laboriosos

para analizar un gen grande con una variedad tan alta de mutaciones como sucede en el gen
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Rb1, ademas se ha observado que casi todos los pacientes no relacionados tienen diferentes
tipos de mutaciones (Blanquet v y col, 1993)

b). ldentificacion de mutaciones

La identificacién de la gran variedad de mutaciones a lo largo del gen Rb1 se ha realizado
con diversas tecnicas (SSCP, DGGE y secuenciacion directa) Los principales tipos de
mutaciones que se han identificado en el gen Rb1 son: eliminaciones grandes en un 15%,
alteraciones de pequefia longitud en un 26% y substitucién de bases en el 42% {Lohmann D y
cof, 1986, Blanguet V. y col, 1995; Blanquet V. y cof, 1993; Lohmann D v col, 1994; Hogg A. y cof, 1893)

Se han realizado diversos estudios moleculares que permitieron conocer la frecuencia de
mutaciones en el gen Rb1, como el realizado en el DNA extraido del tumor de pacientes con
retinoblastoma en donde identificaron mutaciones del gen Rb1 en el 80% de los tumores. Por
otro lado el anélisis molecular en DNA constitucional en pacientes con esta neoplasia,
proporcion6 informacién acerca del espectro de mutaciones en este gen, encontrandose
mutaciones en el 10-30% de los casos de retinoblastoma (Cowell X J y col, 1994, Jansen M, y col,
1994, Blanquet V' y col, 1993). Debido a la gran heterogeneidad de mutaciones en el gen Rb1, es
necesario realizar el analisis mutacional en pacientes con retinoblastoma, ya gue nos permitira
una adecuada prediccion del riesgo en pacientes con retinoblastoma aislade.

De los 19 pacientes analizados solo fué posible identificar polimorfismos en el DNA de los
pacientes 2T-Rb, 12T-Rb y 85-Rb, las regiones que mostraron un polimorfismo corresponden a
los exones B, 18 y 20 respectivamente en el DNA de linfocitos o de tumor.

EF DNA de tumor del paciente 2T-Rb mostré un polimorfismo en el exén 8, esto indica que
existe una mutacion en esta regidn por lo que procedimos a secuenciarla El andlisis de la
secuencia Indicd la adicidn de una adenina, generando un cambio en el codén normal de AAC
al codon AAA en la posicion 304 del cDNA y como consecuencia la mutacion originé una Lys
en lugar de una Asn. La mutacién provocd que el marco de lectura se recorriera formando un
coddn de paro en la posicidn 318 del cDNA, Existen varios reportes de mutaciones en este
exén, entre estos se han identificado cambios de Gly por Val en la posicion 256 del cDNA, en
este caso fambién se corrid el marco de lectura y se generd un cedon de paro en la posicion
263. Otra mutacion reportada en este exdn es el cambio de Ser por Val en |a posicién 259 del
cDNA, la alteracién recorrio el marco de lectura dande un codén de paro en la posicion 263 del
CDNA (Lormann D, y col, 1894) Un andlisis extenso realizado por Lohmann y col., en 119
pacientes con retinoblastoma bilateral indicé que ia mayoria de las mutaciones identificadas
conducen & la formacicn de codones de paro que impiden que se complete la traduccion de Ia
proteina pRb Lohmann Dy cof, 1995}
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Es importante mencionar que el analisis de SSCP en el DNA del paciente 2T-Rb sugeria
la presencia de otro polimorfismo diferente al detectade previamente, sin embargo éste no era
constante en todos los andlisis por lo que se pensd que existen diferentes lineas celulares,
algunas de ellas con la mutacion. Debido a esto se decididé confirmar si realmente el
pelimorfismo en el exdn 20 se debia alguna mutacion, per lo que se procedié a secuenciarla. El
tipo de mutacién que se identificd fue una transversidn A — T en el coddn 704 del cDNA, que
no generd un codén de paro, este tipo de mutacién no se ha reportado en la bibliografia
Debide a la presencia de dos mutaciones diferentes en este gen se dice gue es heterocigoto
compuesto para el gen Rb1

El caso indice de la familia 2T-Rb presentd retinoblastoma bilateral sin antecedentes
familiares, el hecho de ser bilateral indica que existe una mutacién germinal que confiere
predisposicién hereditaria al retinoblastoma o que hubo una mutacién de nove en el gen Rb1
durante el desarrollo embrionario. La mutacién del gen Rb1 puede ocurrir en una etapa tardia
de la embriogénesis, dando como resultando una expresion variable de la neoplasia
dependiendo del tejide afectado. Este generd mosaicismo lo que evita la deteccion de la
anomalia constitucional en linfocitos de sangre periférica (Munier F. L y coi, 1998, Zucker J M y col
1998) En nuestro paciente solo fue posible detectar las mutacicnes en ef DNA del tumor. De
agcuerdo a estos resultados se puede sugerir o siguiente, cualquiera de las dos mutaciones
puede ser de tipo constitucional v el hecho de no identificaria en linfocitos de sangre periférica
se debe a que pudiera existir un mosaico para alguna de las dos mutaciones en este tipo de
celulas, se especula esto porque segun el tipo de retinoblastoma que se presenta debe existir
una mutacién constitucional. Se han realizado investigaciones en familias con retinoblastcma
para detectar mosaicismo Los resultades indican que en ~10% de ellas se encontrd
mosaicismo en al menos un miembre de la familia, sin embargo la proporcion actual de familias

con retinoblastoma con un miembre con mosaico es probable que sea més alto (Sippst kK C v cof,
1998,

En 1979 Cartson y Desnik (1979) propusieron que el mosaicismo mutacional es la
explicacion de la expresion variable en pacientes con Retinoblastoma. De acuerdo a este
modelo la expresividad reducida en pacientes que son mosaicos para una mutacidn que
predispone a retinoblastoma refleja el hecho de que hay pocas células blanco para la segunda
mutacidn. La incidencia de mosaicismo deberia ser alta en enfermedades como retinoblastoma,
debido a que una gran proporcidn de todos los casos representan mutaciones nuevas y el

mosaicismo somatice puede ocurir en un padre con un fenotipo normal, Bl mosaicismo es una
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causa establecida de variacion fenotipica en la expresién de otras enfermedades geneticas
(Sippel K. C y col, 1998).

La experiencia indica que la frecuencia alta de mosacismo en pacientes con
retinoblastoma no se toma en cuenta por muchos consejeros genéticos. Cuando se propoerciona
asesoramiento genético a pacientes y miembros de |a familia, frecuentemente no se hace
énfasis al mosaicismo debido en parte a lo incierto en el riesgo de recurrencia que produce éste
y en parte a la dificuitad de explicar claramente con los principios de los genetistas la
implicacion del padecimiento a los pacientes con retinoblastoma no familiar (Sppef K G v cof,
1998} Siempre que se tenga un caso de retnoblastoma aislado, se debe tener en cuenta la
posibllidad de mosaicismo para una mutacion y asi proporcionar un asesoramiento genético
adecuado.

Estudios previos que combinan datos de varios casos han encontrado que ~45-50% de la
progenie de pacientes con retinoblastoma bilateral sin antecedentes familiares desarrollaron
retinoblastoma, estos datos llevan a concluir que todos los pacientes afectados bilateralmente
son portadores de la mutacion en la linea germinal y que la no penetrancia ocasional de
portadores explica la proporcién insignificante de transmisién de menos del 50%. En estos
estudics se describieron mosaicos en pacientes afectados bilateraimente que tuvieron una
mutacion inicial, que no se detecté en todos los leucocitos, probablemente en estos individuos
existe una linea germinal con mosaico en donde hay células libres de la mutacion y células
portadoras de €sta (Sppel K C y col, 1998) También se han reportado pacientes con mosaicismo
cromosomico, los cuales presentan eliminaciones 13g14.1 que causan el desarrollo de
retinoblastoma, el porcentaje de linfocitos que tienen anormalidades citogenéticas cambian con
el tiempo (Motegr y Minoda 1983),

Otra mutacion que se identificd por SSCP y se comprobd mediante secuenciacion directa
se encontrd en el exdén 18 en el DNA de tumor del paciente 12T-Rb. Este paciente presentd
retincblastoma unitateral y no tiene antecedentes familiares de la neoplasia, el tipo de mutacion
que se identificé fue eliminacion de una timina en la posicion 613 del cDNA, el coddn normai
TCA cambio al codon CAC por lo que hubo una cambic de una Ser por una His. Esta mutacion
cornd el marco de lectura generando un coddn de pare en la posicién 656 del ¢cDNA, en Iz
bibliografia adn no se ha reportado este tipo de mutacién. Es importante enfatizar que tampoco
se encontréd mutacion en los linfocitos def paciente Resultados similares fueron reportados por
Lohmann y col {1997), en pacientes con retinoblastoma unilateral sin antecedentes familiares

de la neoplasia, en dende identificd mutaciones {transiciones y eliminaciones) en el tumor pero
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no en los linfocitos (Lormann D y cof, 1997 De manera que el hecho de no detectar alguna
mutaciéon en los linfocitos podria deberse a.

1) La mutacion constitucional se encuentra en exones diferentes a los analizados en el
gen Rb1.

2) Existe un mosaico para la mutacion en los linfocitos del paciente.

3} Las dos mutaciones se llevaron a cabo en las ¢élulas de la retina, es decrr ambas
mutaciones son somaticas generande retinoblastoma unilateral esporadico, en este caso no
existe una mutacion constitucional.

En este individuo (12-Rb) también se identificd otra mutacién con sentide, ya que el
cambio de CTT por CTG no alterd la codificacién del amincacido debido a que ambos codones
codifican para leucina.

El analisis de la mutacién en pacientes con tumores uniiaterales es importante debido a
que ayuda a reducr de manera significativa el nimero de familiares en edad pedidtrica que
requigren vigilancia clinica debido al riesgo que presentan para desarrollar retinoblastoma. De
manera que la inveshgaciéon molecular en estos pacientes puede identificar portadores de
mutaciones asociados con penetrancia incompleta y expresividad reducida para mejorar el
conocimiento de la correlacién genotipo-fenotipe ¢(Kiutz M, y col, 1958, Gatte B L, 1997)

Como ya se mencioné anteriormente, la enfermedad multifocal en pacientes sin una
mutacién en DNA de sangre perifénca también puede ser causada por mosaico somatico, en
este caso se podria incluir al paciente 12T. Lohmann y col., (1997} mencionan el caso de una
paciente que fue enucleado a los 2.3 meses, se identificd un nuevo foco del tumor en el otro ojo
a los 10 meses de edad. Esta paciente recibio, sesiones sucesivas de criocoagulacion, para
sorpresa de los autores, ambas mutaciones identificadas en la muestra del tumor enucleado no
se detectaron en el DNA costitucional de sangre periférica o en células de origen cefalico. Un
paciente similar con retinoblastoma bilateral, cuyo DNA de fibroblastos no mostré la mutacion
identificada en el tumor, también fue reportado por Shimizu y col., (1994). Debido a que se ha
investigado la presencia de mutaciones en pocos tumores, es interesante encontrar
proporcicnes altas que no se esperan de casos que sugieren mosaico somatico. El mosaico
puede contriburr a que se detecte en menor proporcion mutacicnes en DNA constitucional en
pacientes con retinoblastoma unilateral esporadico, comparade con las mutaciones observadas
en casos familiares (Lofimann O y col,, 1997}

Es muy importante tomar en cuenta que existe la posibilidad de mosaicismo en un caso
de retinoblastoma unilateral sin antecedentes familiares, la ausencia de mutacién en leucocitos

no predice de manera confiable que no surgiran en el future tumores en el otre 0jo, de manera
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que los nifios con este tipo de retinoblastoma se deben examinar frecuentemente para detectar
tumores que podrian surgir en el otro cjo. Los casos reportados por Lohmann y col., (1997)
indican que cuando se identifica una mutacién inicial en el tumor del primer ojo y el analisis de
DNA de leucocitos no detecta la mutacion, los nifios tendran el riesgo de desarrollar un tumor
en el otro ojo, por lo que en base a estos casos, el riesgo estimado para desarrollar un tumer &n
el siguiente ojo es de ~5% (Sippel K. C y cal, 1998, Lohmann D. v col, 1997).

El riesgo de que un paciente con retinoblastoma unilateral sin antecedentes familiares
tenga células germinales mutadas y por lo tanto sea portador de la mutacién puede ser mayor
del 12%, sin embargoe algunos de estos pacientes serdn mosaicos. Las proporciones calculadas
de cada fipo (88% no portadores, 12% portadores) se basé en estudios retrospectivos de los
progenitores de pacientes con este tipe de retinoblastoma, con estos estudios se demostré que
estos pacientes tienen un riesgo de recurrencia de retinoblastoma de 5-6% (Sippel K. C y cof,
1998)

Carlsony Col,, {1979) usaron el mosaicismo mutacional como un modelo para analizar el
ongen y transmision del retinoblastoma. Los autores suponen que la variabilidad de penetrancia
y expresividad en casos familiares, se debe a alelismo multple, que es generado por distintas
mutaciones en familias con retinoblastoma con baja penetrancia. Ademds también sugieren que
el mosaicisme mutacional puede explicar la expresividad variable observada en pacientes con
la enfermedad unilateral esporadica. De acuerdo con este modelo, |la expresividad reducida en
pacientes que son mosaico para las mutaciones que predisponen al desarrollo del tumeor,
refleja que pocas células pueden ser el blanco para una seguna mutacién fLehmann D y col,
1867).

Generalmente la mutacién en 1a linea germinal se puede heredar de manera dominante
por un progenitor afectado ¢ puede ser transmitida como una mutacion precigética. Se pueden
sugerir dos prondsticos en los pacientes con retinoblastoma que presentan mosaicismo
mutacional: (1) el mosaicismo somatico puede reducir significativamente ta susceptibilidad al
desarrollo del tumor vy {2) el analisis de ligamiento indicara baja penetrancia. Para mejorar el
asesoramientc genético y comprender los mecanismos fundamentales de expresion y
penetrancia de retinoblastoma, se debe determinar la incidencia del mosaicismo ademas de su
influencia fenotipica en retinoblastoma hereditario (Mumer L F y col, 1958) .

Debido a la gran variabilidad en cuanto a la sensibilidad (26-B3%), de varios métodos
utilizados para la busqueda de mutaciones en el gen Rbi, no es sorprendente encontrar
mutaciones en solo el 33% de los casos como lo reportan Blanguet V y col,, (19395) y Lohmann
C yecol, (1996} En el presente trabajo se identficarcn 5 mutaciones puntuales que fueron el
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unico tipo de alteracion que encontramos ya que no se identificd otro tipo de mutaciones que
mvolucre mas de una base nulectidica, en todos los casos la mutacion generd un codén de
paro. Una posible explicacion al hecho de identificar mutaciones en sole 3 pacientes, podria ser
que ne se detectarcn ofras mutaciones como polimorfismos (mediante SSCP) o las mutaciones
se pueden encontrar fuera de ios exenes analizados del gen Rb1.

Por ofro lado debe tomarse en cuenta que existen otros mecanismos que pudieran estar
involucrados en el desarrollo del retinoblastoma, como es el caso de una proteina diferente a
pRb que pertenece a la familla de proteinas de retinoblastoma. Todos los miembros de esta
familia comparten el dominio funcional que es muy impertante para el control de la divisidn
celular.

Nuestros resultados sugieren que el mosaicismo puede ser un fendmeno frecuente,
debido a que interfiere con la expresién y wansmision de retinoblastoma el mosaicismo
mutacional somatico puede causar expresion atenuada y esto unilateralidad o no penetrancia.
Del mismo modo, el mosaicimo germinal puede explicar la no penetrancia ya que la mitad de la
progenie de individups con este mosaicismo heredan ita susceptbilidad de desarrollar
retinoblastoma. Este hecho se deberia tomar en cuenta para calcular el riesgo de recurrencia
de retinoblastoma, especialmente para fundadores masculinos en familias afectadas
unilateralmente. De hecho se sabe que existe poca correlacion establecida entre el tipo de
alteracion en el gen Rb1 y el desarrollo fenotipico de la enfermedad (Munier L y col., 1998},

Es importante dar un buen asesoramiento genético, por lo que se debe implementar el
analisis molecular del gen RB1 de manera rutinaria en todos los pacientes con predisposicion a
retinchlastoma. Sin embargo se debe dar prioridad en primera al diagndstico clinico tempranc
caracterizado por leucocoria y estrabismo reportado por los padres. Es importante el
diagnéstico femprano de retinoblastoma para conocer el prondstico de la visién y la
sobrevivencia, cCOMo consecuencia, son necesarios 10s examenes oftalmolégicos repetides en
familares pediatricos de nifios con retinoblastoma. En el retinoblastoma hereditano el
conocimiento de una mutacién en la linea germinal del individuo permite de manera adecuada
predecir ¢l riesgo para los familiares, por otro lado es importante iniciar en los pacientes [os
primeros andlisis moleculares del gen Rb1 para identificar alteraciones en el mismo. Debido a [a
presencia de mosaicisme en algunos pacientes, es necesano el andlisis de DNA de células de
tumor y de células constitucionales para confirmar o excluir retinoblastoma hereditario en
pacientes con retinoblastoma unilateral.

£n lo que respecta a las propiedades de la proteina en relacidén al fendtipo del
retincblastoma, Otterson y ¢ol., (1999} estudiaron las propiedades funcionales de una proteina
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pRb mutada (712R) en el dominio pocket relacionada con el fenémeno de bhaja penetrancia
Observaron que ésta tiene propiedades bioquimicas similares a ofras proteinas mutadas (480 y
861W), incluyendo la capacidad de fosforilacion mediada por ciclinas. La identificacion de
alelos Rb1 con este tipo de mutacién en la linea germinal de familias con penetrancia
incompleta de retinoblastoma familiar, es el primer ejemplo de una relacion genotipo-fenotipo
dentro del gen Rb1 que relaciona resultados clinicos con andlisis bioquimicos. Desde una
perspectiva bioguimica, estos resultados enfatizan la importancia en el cuidado del
asesoramiento genético de pacientes que presenten retinoblastoma unilateral espéradico, ya
que etlos pueden tener una mutacion germinal en el gen Rb1 (Otterson A G y col, 1999)

Para dirigir las bases moleculares hacia la explicacién de la baja penetrancia, se han
estudiado ias propiedades bioquimicas de tres alelos de baja penetrancia que corresponden al
sitic donde hay un cambio en un aminoacido localizado en el dominio pocket de pRb
especificamente entre los dominios A y B. Los resultados sugieren, que la inactivacion parcial
de mutantes de baja penetrancia pueden reflejar la supresion de tumor de Rb mediada por ¢l
dominio "pockets” especifico de unidn a proteinas celulares diferentes al factor de transcripcidn
E2F1 que estan relacionados con la diferenciacion celular (Otterson y col, 1999}

£n el DNA de linfocitos del paciente 8S-Rb también se identificd un polimorfismo
mediante SSCP en el exon 20 que corresponde a una eliminacidn de una timina que onging el
cambio del codén TCT por TAC en la posicion 702 del cDNA, en este caso el coddn mutado
codificd para el mismo aminoécido, perc se recorrio el marce de lectura y se generd un codon
de paro en el coddn 707, Este paciente padecié retinoblastoma unilateral sin antecedentes
familiares de esta neoplasia, no fue posible realizar el estudio molecular en el DNA del tumor
debido a que el paciente respondié favorablemente a la quimioterapia y no se le enucled el ojo.
En base a estudios anteriores en este tipo de pacientes que muestran retinoblastoma unilateral
sin antecedentes familizres se ha estimade que existe la probabilidad de que el 1.7% sean
portadores de una mutacién germinal (Lokmann D, y cof, 7997). No se ha reportado esta mutacion
en el exén 20, pero se han reportado diversos tipos de mutaciones (germinales) con sentido
como: el cambio de una Val por una Glu en el codon 654 del cDNA, cambic de una Gin por una
Pro en la posicién 685, mutaciones fuera de fase con una duplicacion de 5 bases en la posicidn
679 del cDNA (Blanquet y col. 1995) Para definir la frecuencia y naturaleza de mutaciones
constitucionales en retinoblastoma unilateral esporadico, Lehmann y col, (1997) anahzaron el
DNA de tumores y linfocitos de sangre periférica, encontraron mutaciones en et exon 20 que
comprenden mutaciones puntuales como el cambio de C por Ten la posicién 1982 del cDNA

generando el cambio de Arg por Trp en |a posicidn 661 del cONA, una nsersion de 100 bases
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en la posicion 2065 del cDNA que generd un codon de paro en la posicion 700 del cDNA, y una
eliminacién de una T en la posicion 2084 del cDNA o que provocd la formacién de un codén en
la posicion 704 de cDNA (Lohmann y col., 1997)

En el presente trabajo se utlizd SSCP para identficar polimorfismos en 19 individuos que
padecen de retinoblastoma, las mutaciones se confirmaron mediante secuenciacion y las
mutaciones puntuales fueron el Unico tipo de alteracion que encontramos, esto coincide con los
reportes acerca del espectro de mutaciones reportadas en el gen Rb1, la mayoria de las
alteracicnes identificadas son mutaciones puntuales y generan terminacién prematura de la
traduccidn ¢Lohmann v cal, 1994)

C. Analisis Inmunohistoquimico.

En este frabajo se analizaron 8 cortes histelogicos de retinoblastomas (tabla 12} en los
cuales se determing la presencia o ausencia de ia proteina pRb mediante inmunchistoquimica .

a). Inmunohistoquimica de tejdo normal

En el corte histologico del ojo normal donde se realizé la Inmunohistoquimica (Figura 13)
se observd heterogeneidad de la tincién para ja pRb en las capas nucleadas de la retina. La
capa nuclear externa que se compone principalmente de nicleos de células fotorreceptoras,
presentd tincidn heterogenea de los nucleos de conos y bastones. La capa nuclear interna que
incluye nuclecs de células ganglionares y amacrinas, mostré aproximadamente el 50% de
ndcleos positives. Per dltimoe, 1a capa de células ganglionares, presentd escasos nicleos, pocos
de ellos fuercn negatives v la mayoria dieron una tincion positiva para la pRb. El patrén de
tincion observado en la retina normal comncide con el que reporta Cordon-Cardo y Richon en
donde investigaron la expresion de la proteina pRb en diferentes tejidos normales de humanos
usando tecrticas inmunoguimicas, en los tgjidos analizados incluyen la retina, para lo cual
utilizaron el anticuerpo anti-pRb monoclonal, gue reconoce formas hipe o hipofosforiladas de la
proteina (Cordon-Cardo y col . 1984)

b). Inmunchistoquimica de retinoblastomas.

De los ocho tejidos tumorales analizados se encontraron fos siguientes grados de
diferenciacion: tumor diferenciade en rosetas de Flexner-Winterstener, tumor medianamente
diferenciado y tumor indiferenciado.

La inmunchistogquimica es la manera mas conveniente para estudiar la expresion del gen
Rb1 en tumores primarios in vivo Se han publicade pocos estudios inmunochistoquimicos scbre
la expresion de pRb que sean capaces de distinguir en los fumeres la presencia de |la proteina
pRb y los que tienen expresién anormal de la misma Entre estos [a mayoria de los estudios
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han sido sobre tumores embebidos en parafina en donde han utlizado anticuerpos policlonales
de conejo antl pRb (Geradis y cof,, 1994)

Los estudios previos de inmunochistoguimica en retinoblastomas se han encaminado a
determinar el origen de las células tumorigénicas. Algunos de los marcadores mas utilizados
fueron marcadores especificos de células neurcnales como [a enclasa especifica de neurona
(NSE) usada como marcador especifico de la misma, la proteina acidica fibrilar de ta glia
(GFAP), usada como marcador de astrocitos; glicoproteina asociada a la mielina para identificar
células de Muiler en la retina y proteina S-100, encontrada en astrocitos y cligedendrocitos. Con
estos marcadores se concluyd gue el retinoblastoma deriva de célula neuronales y la hipétesis
mas aceptada 2 la fecha es que estos tumores denvan de una célula precursora llamada
retinoblasto que es capaz de diferenciarse en mas de una direccidon (Ts'o y col, 1970, Molnar y col ,
1984; Yuge y col, 1985)

En este trabajo, los casos casos 2 y 17 mostraron tumor diferenciado en rosetas, la
presencia de rosetas en un retinoblastoma se conoce fambién como neuroepitelioma o
retinobiastema neurcepiteliomatoso, esto se ha interpretado como un intento de reproducir el
epitelio pnmitive del tubo neural o las células receptoras visuales mas altamente especializadas
de la retina (rPopoif N., 1871). Las células que forman rosetas tienen caracterisitcas morfalégicas
que indican el origen neuronal del retinoblastoma, confimando que éste proviene de
retinoblastos con potencial de diferenciacion en fotorreceptores y neuronas (Ts'o y cof., 1870, Yuge
v cof, 1895} El caso Rb-2 fue el unico con tincidn homogénea negativa para la deteccién
inmunohistoguimica de pRb, de hecho se esperaba este resultado debido a que en el gen Rb1
se identificaron dos mutaciones puntuales, una de éstas generd un coddén de paro. En el reste
de los tumores se observd la proteina pRb, en estos tumores predominaron los nucleos
positivos desde tincion deébil a intensa y hubo pocos ndcleos negativos. En el estudio molecular
de estos casos no se identificd ninguna mutacion, este no descarta la posibilidad de que exista
alguna ya que no se analizaron todos los exones del gen Rb1. De hecho existen evidencias
reportadas por Geradts y col,, (1994), en donde identificd a |a proteina pRb con una sustitucion
de un aminoacide, asociado con foforilacion alterada y como consecuencia se acumuta en el
nucleo. Se piensa que la proteina mutada no es funcienal, y asi la inmunohistoquimica se
puede considerar como falsa positiva (Geradts y col. 1994). En el caso Rb-8 se identificd una
mutacion constitucional que generd un codén de paro, en este caso no fué posible realizar el
analisis inmunohistoquimico sin embargo, es probable que la proteina no este presente en el
tumor En el caso Rb-12 tambien se identificd una mutacién que generé un cedén de paro, no

se identifico mutacién de los exones analizados en el DNA de Iinfocitos, esto no descarta que
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exista en otras regiones no analizadso. SIn embargo, aunque no se reaiizd el analsis
inmunchistoguimico en este tumor se sugiere que la proteina no se encuentre presente en el
tejido. En ambos casos se sugiere que la proteina no este en el tumor sin embargo no se debe
descartar que existe la posibilidad de que pRb se encuentre en el tumor considerandose como
una mmunchistoquimica falsa positiva como lo reporta Geradts y col., (1994).

El resto de los casos mostraron zonas de tumor indiferenciado con tinciones nucleares
que van predominantemente de debil a intensa y con escases nlcleos negatives Se
observaron adem3as algunas figuras mitéticas (anafases y metafases) y la proteina se localizd
en el citoplasma Geradis y ¢ol., (1994) habian observadeo localizacién citoplasmica de la
proteina y sugirneron que esto se debe a que durante la mitosis se pierden las barreras

nucleares lo que permite que las proteinas nucleares comoe pRb se distnbuyan en el citoplasma
(Geradts y cof, 1994).

En general en los retinoblastomas se observaron nicleos que sugerian la morfologia de
células en apoptosis, ia apariencia de estas células concuerda con los nicleos picndticos,
material nuclear fragmentado y densamente compacto. En un trabajo realizado por Kogan H. y
col {(1895) con células de la linea Saos, sugirieron que la proteina pRb puede participar en la
supresién de apoptosis y que varias proteinas que inducen este proceso tales como E1A, E2F y
c-myc, lo hacen al interfenr con la funcién protectora de pRb, por lo cual si la pRb no esta
presente o estd mutada, habra mas células que estén en apoptoss (Kogan H y cof, 1995), Por ofro
lado Jiang y col., (1987) demuestran que la familia de proteinas de retinoblastoma se expresan
diferencialmente durante la embriogénesis del ratdn. Estos resultados sugieren que los
miembros de la familia del gen rb1 (ratén) tienen distintas funciones que en algunos casos se
superponen en la embriogénesis, p107 y pRb posiblemente tienen funciones redundantes en el
sistema nervioso central ¢ higado Ademas observan que los embriones rb17 (ratén) tienen
incrementada la muerte celular durante el desarrollo de la retina (Jiang v cof, 7997). Esto podria
explicar la presencia de las ¢élulas compatibles con morfologia de apoptosis que se observaron
en algunos de los retinoblastomas de este trabajo.

De manera general el hecho de encontrar diferentes grados de tincion para la pRb tanto
en tumares diferenciades como indiferenciados pudiera tener varias explicaciones:;

1. En los ndclecs negativos para la inmunohistoquimica de pRb, en pacientes con
retnoblastoma se puede sugenr que la ausencia de esta proteina es la responsable del
gesarrollo del tumor, debido a que se perde la funcion reguladora del ciclo celular que

normalimente ejerce pRb en los retinoblastos en vias de prolferacidn y diferenciacidn (Gahe y col,
1990, Goodnch [ W 1993 Scuvar Ch y col | 1995 Wang J  1987)
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2. En los casos en donde se identificd |a proteina pRb, se puede sugerir que la presencia
de ésta no indica necesariamente que funcione de manera normal, ya que el anticuerpo que s&
utilizd para detectarla esta dirigido contra el dominio carbéxilo terminal por lo que no se puede
diferenciar el estado de fosforilacion de la proteina identficandose asi a pRb ya sea en su
forma hiper o hipofosforilada. De manera que pRb podria estar presente en su forma inactiva

(hiperfosforilada) formando complejos con CDK’s (Wanberg A R. 1995, Galte y col, 1996, Goadnch W
O, ycol. 1983)

3. Otra posibilidad es gue pRb pudiera estar formando complejos con ofras proteinas
como; proteinas celulares represoras (RBAR1) (Kaneko y cof, 1898), 0 desacetilasas de histonas
como HDAC (Jaulin L. M y col, 1998 Brebm A. y cof, 1988 par lo que la formacion de este complejo
(pRbloncoproteina & pRb/proteina celular) inhibe la funcion normai de pRb

4. La presencia de la proteina pRb en los retinoblastomas estudiados pudiera deberse a
una proteina mutada que no se degradd y estaria presente sin ejercer su funcién o bien tener
una funcién incompleta con base en gque se han encontrado mutaciones en (as cuales se
predice la alteracion que puede sufrir la proteina, desde no estar presente o tener funcién
parcial (Drnga T. P y col, 1986; Dunn J M y col, 1989, Horowitz J M y col, 1990, Blangquet V y cof, 7995,
Lohamann D y col, 1996)

Por otro lado se observd gue en una misma capa nuclear de la retina, habia células
negabvas y positivas con diferente intensidad, este hecho se puede explicar pergque las células
se podrian encontrar en diferentes fases del ciclo celular, tal y como lo propone Cordon y col,,
{1994) en donde menciona que este tipo de estudios han sido cruciales para entender los
procesos involucrados en ei control de |2 diferenciacion celular ademas del progreso del tumor
{Cordaon-Cardon y col,, 1994)

£n el caso de retinoblastomas, solo se cuenta con un trabajo (Yugs y col., 7995), en el cual
se utilizd un anticuerpo monccienal anti-proteina retinoblastema y en ninguno de los tumores se
identifico la proteina pRb, esto no coincide con lo que se obtuvd en este trabaje. Una de las
consideraciones que se debe hacer al respecto es que no se tiene informacion hacia donde se
dinge el anticuerpo usado por Yuge ya que en nuestro caso el anticuerpo estaba dingido contra
el carboxilo terminal, ademas tampoco se tiene informacion del estado de fosfonlacién de la

pRb que se detectd

Con la finalidad de extender el conocimiento acerca del tipo de alteraciones moleculares
en el gen RB1 en pacientes con retinoblastoma de nuestra poblacidn, es necesano analizar

otros exones, que codifican para dominios funcionales de ia proteina pRD Es imporante
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ademas el analisis de un mayoer nimero de pacientes lo que permitira conocer la frecuencia de
mutaciones Ademas es importante hacer un andlisis inmunohistoquirmco con un anticuerpe

que nos permita diferenciar entre ambas formas fosforiladas de la proteina pRb.

V1. CONCLUSIONES

1. Los resultados indican que las mutaciones puntulas, son el tipo de alteracion mas
frecuente en el gen Rb1 en los pacientes analizados con retinoblastoma, éstas se dentficaron
en 3 de 19 pacientes (15.7%).

2. Posiblemente en nuestra poblacion podrian existir otros exones mas frecuentemente
alterados, diferentes a los repertados en la bibliograffa (comoe se ha visto en otros genes come
DMD), ya que sélo se encontré mutacién {en fos exones 8§, 18 y 20) en 3 de 19 pacientes
analizados.

3 La presencia de la proteina pRb en los tumores no indica necesariamenie que este
funcionando de manera normal, ya que puede estar presenie en su forma inactiva. Ademas
debe tenerse en cusnta que la alteracion del gen Rb1 no es el Unico mecanismo gue

predispone al desarrolio de retinoblastema.
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