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RESUMEN 

El retinoblastoma (RB) es una neoplasia maligna de origen embrionario con 
una incidencia de 1 en 20,000 nacidos vivos; 40% de los casos son hereditarios y 
manifiestan el tumor de manera bilateral, el 60% no son hereditarios y 
generalmente presentan el tumor de manera unilateral, cerca del 15% de los 
casos hereditarios también presentan el tumor de manera unilateral lo cual 
representa un problema cuando se pretende realizar un diagnostico clínico que 
permita diferenciar entre la forma unilateral hereditaria y la no-hereditaria. Esta 
neoplasia se hereda con un patrón autosómico dominante y una penetrancia del 
90%. 

El gen del retinoblastoma (RB-l) se localiza en el brazo largo del 
cromosoma 13, contiene 27 exones y codifica para la fosfoproteina pRBll0 que 
participa en la regulación negativa del ciclo, de tal manera que su ¡n activación es 
responsable en la mayoria de los casos del desarrollo del tumor. A nivel molecular 
el gen RB-l funciona como un supresor de tumores, se han descrito mutaciones 
en la secuencia de la región promotora que inhiben la expresión del mismo, por lo 
tanto cualquier alteración en ésta región suprime la sintesis de la proteina pRBll O 
lo que dispara el mecanismo que conduce al desarrollo del tumor. 

Por lo antes expuesto es imprescindible caracterizar la región promotora de 
pacientes con diagnostico clínico e histopatológico de RB, lo cual permitirá 
establecer estrategias encaminadas a un manejo preventivo y un asesoramiento 
genético de certeza de pacientes afectados y a familiares de 1 er grado. 

El objetivo general de este trabajo fue analizar la región promotora del gen 
RB-l mediante técnicas de biología molecular. Para ello se creo un banco de DNA 
de sangre periférica de 50 pacientes con diagnóstico clínico e histopatológico de 
retinoblastoma. Se estandarizaron y aplicaron las metodologias moleculares como 
la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y el análisis del polimorfismo 
conformacional de cadenas sencilla de DNA (SSCP) que permiten detectar 
mutaciones en el genoma del orden de una y hasta 1000 pb. 

De los 50 pacientes estudiados en ninguno se encontraron mutaciones en 
la región promotora del gen RB1, esto permite suponer entonces que existen otro 
tipo de factores que favorecen el desarrollo del tumor debido a la nula o baja 
expresión de la proteina pRBll0; existen evidencias experimentales que sugieren 
otros factores tales como : a) la metilación en las islas CpG de la región 
promotora, b) la presencia de proteinas que interfieren con la fosforilación y 
desfosforilación de la proteina pRBll0 durante el ciclo celular y c) moléculas que 
inhiben la actividad del factor de transcripción E2F y que pueden participar en la 
etiologia de esta enfermedad. 

8 



1. RETINOBLASTOMA 

El retinoblastoma es un tumor maligno de la infancia que puede ser letal, se 

presenta generalmente antes de los cinco años de edad, se transmite con un 

patrón de herencia autosómico dominante y una penetrancia del 90%. Tiene una 

frecuencia a nivel mundial de 1 en 20,000 recién nacidos vivos (Blanquet, et al, 

1991,1994). 

Clínicamente el tumor se identifica principalmente por la presencia de 

leucocoria, y en menor proporción por estrabismo y signos inflamatorios oculares. 

Existen dos formas de la enfermedad hereditario y no hereditario, el 40% de los 

casos son hereditarios y el 60 % no son hereditarios, la forma hereditaria se 

caracteriza por que la enfermedad se manifiesta antes del primer año de edad y 

por presentar el tumor de manera bilateral, mientras que la no hereditaria se 

identifica por que la enfermedad se evidencia después del primer año de edad y 

el tumor se presenta generalmente de manera unilateral. No obstante del 10 al 

15% de los casos con la forma hereditaria también presentan el tumor de manera 

unilateral (Diaz, et al, 1992) (Tabla 1). 

De acuerdo con un análisis del retinoblastoma, Knudson (1971, 1996) 

demostró que éste es un cáncer causado por dos eventos mutacionales, como 

resultado de los cuales ambos alelas del gen responsables del RB se inactivan y 

conducen al desarrollo del tumor (Figura 1). En el RB hereditario la inactivación 
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del primer alelo ocurre en las células germinales mientras que la inactivación del 

segundo alelo se presenta sólo en las células de la retina; en el RB no hereditario 

ambas mutaciones ocurren exclusivamente en las células de la retina. 

Dado que las mutaciones en el segundo alelo pueden ocurrir en distintas 

células de manera independiente, aquellos individuos con RB hereditario 

generalmente presentan tumores múltiples en un sólo ojo, mientras que en la 

forma no hereditaria comúnmente se observa un solo tumor en el ojo afectado 

(Thoney, 1996; Lohmann, 1994, 1997). 

HEREDITARIO 

~ 40 % casos 
~ Inicio temprano «1 año). , 
~ Bilateral (85 - 90 %). 
~ Unilateral (10 -15 %). 
~ Progenie afectada. 
~ Alto riesgo a desarrollar 

otras neoplasias. 

ALTERACIONES GENÉTICAS: 

~ Mutaciones puntuales 
~ Grandes deleciones 
:r Translocaciones. 

NO HEREDITARIO 

~ 60 % casos 
~ Inicio tardío (>1 año). 
~ Unilateral (100 %). 

~ Progenie normal. 
~ Sin riesgo a desarrollar 

otras neoplasias. 

AL TERACIONES GENÉTICAS: 

~ Mutaciones puntuales 
~ Grandes deleciones 
.,. Translocaciones. 
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Figura 1.- Ley de Knudson 

De acuerdo a esta ley, el retinoblastoma es causado por la ¡n activación de ambos alelas del 
gen RB1; A) en la forma hereditaria, el 1er. alelo se inactiva en las células germinales y el 
20. alelo se inactiva en las células de la retina; B) en la forma no hereditaria los dos alelos 
se inactivan únicamente en las células de la retina. (Knudson, 1971) 
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El primer evento mutacional: la mutación que predispone al RB. 

De acuerdo con Knudson (1971) el retinoblastoma hereditario se origina a 

partir de una mutación a nivel germinal que puede presentarse como una mutación 

de novo o ser heredada de uno de los progenitores. Cerca del 95% de las 

mutaciones germinales son de tipo puntual. 

El segundo evento mutacional: la mutación que dispara el proceso 

tumorigénico. 

Una vez que el primer evento mutacional ha ocurrido, la célula se hace 

heterocigótica por contener dos copias del mismo alelo rb, uno normal y otro 

mutado (rb/rb-). Cuando el segundo evento ocurre la célula se hace homocigótica 

(rb-/rb-) para·la predisposición a desarrollar el tumor, esto da lugar a un fenómeno 

denominado pérdida de heterocigocidad, que fisiológicamente se traduce en 

pérdida de la función del gen RB 1, mecanismo necesario para el desarrollo del 

tumor (Weinber, 1991; Naumova y Sapienza, 1994). 

>- Pérdida de heterocigocldad. 

Actualmente se conocen diferentes mecanismos que a nivel celular causan 

la perdida de heterocigocidad (LOH) (Gallie y Joremy, 1990): 
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>- Pérdida de un cromosoma. 

En este proceso la célula es portadora de un cromosoma 13 normal y su 

homologo es portador de una mutación; debido a un error en el ciclo de división 

celular el cromosoma normal se pierde y la célula adquiere la condición de 

hemicigocidad al quedar con un solo alelo del cromosoma 13 el cual es portador 

de la mutación. 

» Pérdida de un cromosoma y reduplicación del cromosoma 

restante. 

De la misma manera que en el punto anterior el cromosoma normal se 

pierde y el cromosoma mutado se reduplica de tal manera que la célula adquiere 

la homocigocidad del alelo mutado. 

>- Recombinación mitótica. 

Este proceso puede ocurrir entre un cromosoma normal y su homologo 

portador del gen mutado después de ser segregados puede dar lugar a una célula 

que conserva su heterocigocidad hasta los loci proximales al punto de 

recombinación, pero adquiere la condición de homocigocidad en los loci distales al 

punto de recombinación. 
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» Mutaciones de tipo puntual. 

En condiciones de heterocigocidad basta con que el cromosoma normal 

sufra alguna mutación en el loci homologo al del cromosoma mutado para causar 

la pérdida de heterocigocidad y la homocigocidad resultante dará lugar a una 

célula con potencial suficiente para desencadenar el desarrollo del tumor. 

Muchos de estos mecanismos han sido confirmados mediante el análisis de 

fragmentos de restricción de longitud polimórfica (RFLP) usando marcadores que 

flanquean al gen RBl por ejemplo; en aquellos casos en que la condición de 

heterocigocidad para diferentes marcadores se ha confirmado en tejidos 

somáticos normales. se ha visto que el tejido tumoral se encuentra en estado de 

homocigocidad indicando la pérdida del alelo normal (Weatherall, 1991). 

11. GENETICA MOLECULAR DEL GEN RB-1 

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

(13q14), presenta una longitud de 200 kb (Figura 2) y se encuentra formado por 

27 exones, con diferentes tamaños, de 31 pb hasta 1889 pb, este gen se trascribe 

en un mRNA de 4.7 kb Y codifica para una fosfoprotelna de 928 aminoácidos y 

110 KD (Dunn, et al. 1988; McGee, et al, 1989; Mitchell, et al, 1988) cuya función 

es regular de manera negativa el proceso de división celular, cualquier mutación 

que se presente en uno solo de los 27 exones incluyendo la región promotora del 

gen puede suprimir la función reguladora del gen y conducir al desarrollo del tumor 

(Figura 3). 
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111. FOSFOPROTEINA pRBll0 

Esta proleina está formada por 3 dominios (A, S Y C), los dominios A y S 

se encuentran conservados entre diferenles proteinas involucradas en el ciclo 

celular mientras que C no participa en la regulación del ciclo celular. El dominio 

A y S no presentan capacidad para inhibir el ciclo de manera independiente, se 

requiere la expresión de ambos para inhibirla (Kevin, et al, 1996) (Figura 4). 

Ensayos de transfección han revelado que un dominio puede orientar al otro hacia 

la región promotora para formar la unidad represora A-S que inhibe la trascripción 

a través de su interacción con el factor E2F, además la unidad represora A-S de 

pRS110 también es capaz de unirse a oncoproteinas de tipo viral como E1A de 

adenovirus (Kevin, et al, 1996). 
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Figura 2.- Esquema del cromosoma 13 con la técnica de tinción de las bandas G. 

La flecha indica ellocus del gen RB1 en la región cromosómica 13q14.1 (Diaz y 
Orozco; 1992) 

16 



o 

11 
10 12 

15 

16 

17 

Exones 

22 

2J 

26 

27 

I I I I I I I I I I I I I I I I I I I 1 1 
20 40 60 80 100 120 140 160 ISO 200 

Kilobases de DNA 

Figura 3.- Mapa del gen de retinoblastoma humano. 

Los 27 exones que conforman el gen del retinoblastoma codifican para un 
mRNA de 4.7 Kb. (Yandell, Dryja, 1989) 
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IV. LA pRB110 EN EL CICLO CELULAR 

El gen RB-1 regula el ciclo celular de manera negativa. a través de la 

proleina la pRB110. la cual se une al faclor E2F inhibiendo la expresión de 

algunos proto-oncogenes que en condiciones normales promueven la división 

celular. La función reguladora de la proteina pRB110 está regulada por de 

proteínas dependientes de cinasas (proteincinasas) (Shirodkar, et al, 1992). 

Duranle la fase M la proteína pRB110 se encuentra activa (no presenta 

fosforilación) de esta manera forma complejos inactivos con el factor E2F 

deteniendo la expresión de aquellos genes que promueven la división celular. 

En la fase GO y G 1, la pRB 11 O actúa con cinasas que dependen de ciclinas 

(cdk), provocando la inactivación (forma fosforilada o hipofosforilada), en este 

evento el factor E2F y las proteínas se liberan para dar paso a la siguiente fase. 

Al final de la fase S, la pRB110 interactúa con cinasas dependientes de 

ciclinas y sufre una hiperfosforilación liberando al factor E2F permitiendo así la 

expresión de genes cuyos productos promueven la división celular. de allí que 

cualquier fenómeno que altere la correcta función de la proteína pRB110 puede 

dar lugar al desarrollo de tejido neoplásico en las células retinoblastoides, 

finalmente estos aspectos son los que han permitido considerar al gen RB-1 como 

un gen supresor del ciclo celular. (Hollingsworth, et al, 1993, Weinberg, 1995) 

(Figura 5) 
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Figura 4.- Estructura de la proteína pRB110. 

Se observan los dos dominios que son funcionales (A y B), así como los 
posibles sitios de fosforilación en los aminoácidos. Aun no se conoce la 
función exacta del dominio e pero existen evidencias de una posible 
función como chaperonina. (Hollinsgworth,1993) 
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Figura 5.- LA PROTEINA pRB110 EN EL CICLO CELULAR. 
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La unión de la pRB11 O al factor E2F se encuentra regulada durante el ciclo celular por 
procesos de fosfonlación y desfosforilación de manera alternada. La forma 
desfosforilada se une a E2F mientras que la forma fosforilada no puede hacerlo. 
(Hollinsgworth, 1993). 
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V. FUNCiÓN DEL PROMOTOR EN LA EXPRESiÓN DEL GEN RB1 

Para que pueda iniciarse la transcripción se requiere que la RNA 

polimerasa se adhiera a una región especifica del DNA llamada promotor, el 

promotor circunda los primeras pares de' bases denominadas punto de inicio que 

es donde empieza la transcripción del RNA, cualquier mutación en esta región 

puede por lo tanto suprimir la sintesis de la proteina. La región del promotor es 

rica en bases G.C, lo que le da especificidad a la región promotora para que la 

RNA polimerasa se adhiera (Lewin, 1997). 

En la región promotora de este gen se presentan las islas CpG; también se 

ha visto experimentalmente que las islas CpG en la región promotora del DNA de 

mamíferos presentan una inherente resistencia a ser metiladas (Caron de 

Fromentel, et al, 1992), en la región promotora la metilación que se presenta en 

estas islas, está estrechamente relacionada con la no expresión del gen y a su vez 

la desmetilación es necesaria para la expresión del gen RB-1. (Lewin, 1997). 

La secuencia del promotor se encuentra altamente conservada, eslo incluye 

las regiones' donde se adhieren los elementos que participan en el control 

transcripcional (por ejemplo E2F), de esta manera si se presenta un sólo cambio 

en la secuencia de la región promotora ( TTTCCCGC) los niveles basales de 

transcripción son disminuidos, provocando una baja expresión de la proteina 

pRB110 perdiendo su función inhibidora, lo cual activa el desarrollo del tumor en 
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los retinoblastos, incluso esos niveles bajos de transcripción originarían la 

activación de varios oncogenes como c-myc, originado otro tipo de tumores. 

(Zacksenhaus, 1993, Cowell, 1991, 1996). 

Por lo antes expuesto es imprescindible analizar con detalle los aspectos 

moleculares relacionados a la región promotora para tener un conocimiento 

detallado de los procesos que a nivel molecular regulan la actividad supresora del 

gen RB-1 lo cual al final permitirá establecer metodologías encaminadas a un 

mejor manejo preventivo y correctivo del gen defectuoso en los pacientes 

afectados e individuos con alto riesgo de desarrollar la enfermedad esto 

representaría por otro lado un avance muy significativo para pasar al siguiente 

nivel de la medicina molecular como lo es la terapia génica. 

VI. MUTACIONES EN EL GEN RB-1 

A diferencia de otras entidades genéticas en el gen RB-1 las mutaciones 

pueden ocurrir en cualquier parte del gen ya que no existen sitios de mayor 

predisposición a presentar mutaciones que puedan bloquear la función del gen 

como regulador negativo del ciclo celular, no obstante las mutaciones que más se 

presentan son mutaciones puntuales. En el gen se presentan islas CpG, en 

experimentos realizados por Caron de Fromentel, et al, (1992) se ha observado 

un fuerte bloqueo de las islas CpG en las secuencias codificantes. Así mismo se 

ha visto que las islas CpG en la región promotora del DNA de mamíferos 

presentan una inherente resistencia a ser metiladas. 
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En la región promotora, la metilación de estas islas está relacionada con la 

no expresión del gen y a su vez, la desmetilación es necesaria para la expresión 

del gen RB-1 (Lewin, 1997). Es importante aclarar que el proceso de 

desaminación espontánea ocurre con alta frecuencia en cadenas unicatenarias 

especialmente durante el proceso de transcripción en la cadena que no se 

transcribe, la cual, es reparada menos 

complementaria. 

eficientemente que su cadena 

Además, la hipermetilación de las islas CpG en el gen RB-1 podrlan ser un 

evento mutacional significativo causante del retinoblastoma unilateral no 

hereditario pues se le ha observado en 9 de 69 (13%) tumores unilaterales y en 

ninguno de 57 tumores bilaterales (Greger, et al, 1994). 
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JUSTIFICACiÓN 

La región promotora es muy importante para que se adhiera la RNA 
polimerasa al DNA y se inicie la transcripción, permitiendo la expresión del gen 
RB-1 y por ende de su producto la proteina pBR11 O; al presentarse cambios en la 
secuencia del promotor puede suprimirse la función reguladora del gen y conducir 
al desarrollo del tumor. 

ANTECEDENTES 

• En la actualidad el Instituto Nacional de Pediatria (INP) recibe 
aproximadamente 50 casos nuevos con retinoblastoma y la mayorla requiere 
de la enucleación de un ojo por falta de un diagnóstico temprano. 

• Él diagnóstico temprano del tumor del retinoblastoma evita su diseminación a 
través del nervio óptico. 

• El análisis de los 27 exones en pacientes afectados con retinoblastoma y que 
han resultado no informativos hace suponer que existen regiones del gen que 
no se han analizado detalladamente. 

• En la actualidad se tienen 50 casos de pacientes que no presentan mutaciones 
en los 27 exones analizados. 

HIPÓTESIS 

Si existen mutaciones asociadas a la región promotora en gen RB-1, 
entonces éstas inhiben la función del gen provocando el desarrollo del tumor. 

OBJETIVO 

Analizar la región promotora del gen RB-1 utilizando técnicas moleculares 
que permitan detectar mutaciones en pacientes afectados con retinoblastoma. 
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OBJETIVOS PARTICULARES 

• Detectar mediante PCR y análisis de SSCP mutaciones asociadas al desarrollo 
del retinoblastoma. 

• Aportar información suficiente para proporcionar a los pacientes un diagnóstico 
acertado y un asesoramiento genético adecuado. 

• Establecer las herramientas moleculares que permitan diagnosticar la 
enfermedad en individuos con alto riesgo, aún antes de que se manifieste la 
enfermedad. 

VII. ESTRATEGIA GENERAL 

Se analizó una población de 50 pacientes diagnosticados 

histopatologicamente con retinoblastoma. El estudio se realizó tomando una 

muestra de sangre periférica de 7-14 mi de cada paciente de donde se extrajo el 

DNA por métodos convencionales (Slater, 1986) y se realizó un tamiz por PCR 

clásico para amplificar la región promotora, el siguiente paso fue analizar los 

polimorfismos conformacionales de cadena sencilla en cada una de las muestra 

en busca de mutaciones que puedan estar asociadas al desarrollo del tumor, los 

amplificados se analizaron a través de geles de agarosa y de acrilamida no 

desnaturalizante. 
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VIII. METODOLOGíA 

1.- Obtención de DNA. 

Se tomaron 7 mi de sangre periférica con EDTA como anticuagulante. se 

cenlrifugaron 20 minutos a 3000 rpm. el plasma y los eritrocitos se desecharon y a 

los linfocitos se les agregó 3 mi de RCBl. se agitaron y centrifugaron 10 minutos a 

3000 rpm. posteriormente se eliminó el sobrenadante y se resuspendió en 3 mi de 

RCBl. se volvieron a centrifugar 10 minutos a 3000 rpm. y asi sucesivamente 

hasla eliminar toda la hemoglobina. El botón con los linfocitos se resuspendió en 

333 fll de WCBl y posteriormente se procedió a incubar 12 horas a 42°C para 

hidrolizar los linfocitos. 

2.- Purificación de DNA. 

Utilizando el hidrolizado se procedió a agregar 2 mi de fenal saturado. se 

agito 10 minutos y se centrifugo 10 minutos a 3000 rpm. se obtuvieron 2 fases. la 

superior se recuperó en un tubo cuidando de no tocar la interfase y este paso se 

repitió una vez más. A la fase superior se le agregó 1 mi de cloroformo y 1 mi de 

fenal saturado, se agitó y centrífugo 10 mínutos a 3000 rpm, se volvió a pasar la 

fase superior a un tubo sin tocar nuevamente la interfase y se repitió el paso 

anterior nuevamente, al final se agregaron 2 mi de cloroformo/isoamílico (24:1), se 

agitó y centrífugo 10 minutos a 3000 rpm: la fase superior obtenida se pasó a un 

tubo y se le agregaron 90 fll de NaCI 1 M Y 3 mi de etanol absoluto a -20°C. Se 
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agitó hasta que el ONA precipitó y sé procedió a extraerlo con una pipeta Pasteur, 

se sello y se dejó secar a temperatura ambiente, posteriormente se enjuagó con 

etanol a -20°C, se dejó secar a temperatura ambiente y se resuspendió en 200 III 

de agua destilada estéril. 

3.- Cuantificación de ONA 

Para realizar la cuantificación se diluyó 1 III de ONA en 250 111 de agua 

destilada (1 :250), y se procedió a la lectura de la densidad óptica con una longitud 

de onda (A) de 260 nm, posteriormente se procedió a aplicar la siguiente 

formula: 

donde: 

0.0.260 = 

F = 
dil = 

[ ONA 1 I1g1111 = (0,0.) (F) (dil) 

densidad óptica a una A de 260 nm. 

constante equivalente a 0.05 (50 ng de ONA = 1 0.0.260) 

volumen de dilución equivalente a 250 ¡ti 

4.- Integridad de ONA. 

Para comprobar la integridad del ONA se realizó una electroforesis, para 

ello, se utilizó 1 111 de muestra, 2 111 de azul de bromofenol-xilencianol y 5 111 de 

agua estéril, posteriormente se corrió el ensayo en un gel de agarosa al 1 % con 

bromuro de etidio por 20 minutos empleando 100 volts. 
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5.- Síntesis de Oligonucleótidos. 

Para realizar la reacción en cadena de la polimerasa se sintetizaron los 

oligonucleótidos de acuerdo con las secuencias diseñadas por Blanquet y col. 

(1994). Hay que recordar que la síntesís es un acoplamiento de monómeros 

(A.T,G,C) para la obtención de un multimero de longitud y unas secuencias 

determinadas. Cada síntesis requirió de una serie de ciclos, en cada uno de los 

cuales se les fue agregando un nucleótido a la cadena en crecimiento. Los 

oligonucleótidos diseñados para la región promotora se muestran en la tabla 2. 

TABLA 2 
OLlGONUCLEÓTIDOS UTILIZADOS PARA AMPLIFICAR LA REGiÓN 

PROMOTORA DEL GEN RB 

Región Secuencia de oligonucleótidos Amplificado 

Promotor R 230 pb 

S'CTGGACCCACGCCACGTTTCTGTTTIA3' 

F 
5' A TTGGTACCCGACTCCCGTT ACAAAAA T3' 

De acuerdo con Blanquet, et al (1994). 
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6.- Amplificación utilizando el PCR. 

Se llevó a cabo la estandarización del PCR de la región promotora del gen 

RB, se utilizaron diversas pruebas para encontrar las concentraciones adecuadas 

en los reactivos usados. en el DNA, temperaturas y tiempos de los ciclos y el 

análisis de los productos se realizó mediante electroforesis en geles de agarosa al 

1% utilizándose bromuro de etidio. se corrió la electroforesis y se observó el DNA 

en un trasiluminador de luz UV. 

7.- Técnica de SSCP (análisis del polimorfismo conformacional de 

cadena sencilla). 

En la SSCP se emplearon las muestras obtenidas y se amplificaron 

mediante el PCR. con la diferencia que ahora se agregó a la reacción [a-32 

PJdCTP y posteriormente se analizaron los amplificados radioactivos por 

electroforesis utilizando geles de poliacrilamida no desnaturalizante. 

8.- Electroforesis en geles de poliacrilamida no desnaturalizante. 

Se mezcló una muestra de 1.5 1'1 de amplificado con 9 1'1 de colorante 

xilencianol-azul de bromo fenal y se incubó 10 minutos a 95°C, con el objeto de 

desnaturalizar el DNA, posteriormente se colocó la mezcla en hielo frappé por 

espacio de 5 minutos y se agregaron 3 1'1 de cada muestra en un gel de 
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poliacrilamida de 33.5 X 39.3 cm, con un grosor de 0.3 mm, por espacio de 19 

horas a 150 V utilizando un amortiguador de TBE 1 X. 

9.- Autorradiografia. 

Se colocó el gel en un papel filtro y sé cubrió con una pelicula de Egapack, 

se dejo secar a 80'C durante 1 hora, utilizando un sistema de vacío con dos 

placas Kodak O-matic; se revelaron en tiempos de 12 y 24 horas para poder 

observar la marca radioactiva que se quedó impresa en las autorradiografias. 
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IX. DESCRIPCiÓN DE LAS TÉCNICAS UTILIZADAS 

SíNTESIS DE OLlGONUCLEÓTIDOS 

La sintesis es un acoplamiento de monómeros (A.T.G,C) para la obtención 

de un multimero de longitud y unas secuencias determinadas, la reacción consta 

de cuatro pasos principales, y se desarrolla sobre un poli mero inerte (soporte 

sólido) en el cual se ensambla el oligonucleótido mediante una adhesión sucesiva 

de nucleótidos libres; el primer 3 'nucleósido (A, C, T o G) se ancla a este soporte 

mediante un puente de succinato, el proceso se inicia lavando el soporte sólido 

que contiene el monómero inicial con dicloroetano y después se sucede en forma 

continua los siguientes pasos: 

1) Desprotección del grupo 5-hidroxilo de la unidad terminal 2-

desoxirribosa, removiendo el grupo 4,4'-dimetiltritil (DMTr) con 

dicloroetano, después se eliminan los residuos de agua con acetonitrilo. 

2) Acoplamiento: formación de un puente 3'-5'internucleótidico con el 

grupo fosfato del desoxirribunocleótido siguiente: 

3) Bloqueo : se bloquean los grupos hidroxilo sin reaccionar para 

garantizar que sólo se polimerice la secuencia correcta en los ciclos 

siguientes. 

4) Oxidación se oxida el puente de triéster fosfato y se detiene la 

reacción. 
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Cada sintesis comprende una serie de cictos en cada uno de tos cuates, se 

agrega un núcteótido a ta cadena en crecimiento, básicamente se compone de 

las siguientes reacciones químicas orgánicas: 

Btoqueo: de grupos hidroxilo sin reaccionar para evitar la acumulación de 

secuencias equivocadas. 

Corte: Eliminación del Oligonucleótido sintetizado del soporte sólido en un 

proceso postsintesis. 

Acoplamiento: Reacción de condensación entre los nucle6tidos. 

Desprotección Eliminación de los grupos de protección del 

oligonucleótido con amonio en un proceso postsintesis. 

Oxidación : Oxidación del triéster fosfito a triéster fosfato para detener el 

ciclo de reacción. 

Purificación : Empleo de columnas de intercambio iónico o de sephadex 

para remover subproductos del oligonucleótido sintetizado. 
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REACCION EN CADENA DE LA POUMERASA ( PCRI 

Esta técnica puede amplificar selectivamente una región del DNA en varios 

millones en solo unas horas, permite el análisis y detección de secuencias 

especificas de un gen a partir de la muestra de un paciente. El termino "reacción 

en cadena de la polimerasa" se aplica al proceso bioquimico in vitro, mediante el 

cual las cadenas individuales de DNA blanco son duplicadas por la DNA 

polimerasa en cada uno de los ciclos (generalmente entre 20 y 30) que integran la 

reacción, al final de cada uno de los cuales las nuevas cadenas vuelven a ser 

duplicadas por la misma enzima, lográndose una producción exponencial de 

millones de copias del gen o segmento de DNA especifico sometido al proceso. 

(Mullis, et al, 1987; Erlich, 1989; Shimizu, et al, 1994) (Figura 6) 

Componentes requeridos son: A) iniciadores (oligonucleótidos) 

especificas que flanquean al gen o segmento que actúa como blanco para la 

amplificación, Bl mezcla de desoxinucleótidos (dNTp·s), Cl solución 

amortiguadora de reacción, D) Mgcl, y El DNA polimerasa. 

Cada uno de los ciclos de la reacción consta de tres pasos determinados 

por temperaturas y tiempos especificas, que son: 

1) Desnaturalización (92-98 oC, de 30 a 90 segundos), en donde se 

separan o desnaturalizan las dos cadenas complementarias de DNA. 
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2) Alineación (50-60 oC, de 30 a 60 segundos), en el cual se realiza el 

apareamiento especifico entre los iniciadores y las cadenas simples del 

segmento de DNA desnaturalizado. 

3) Extensión (70-75 oC, 30 a 90 segundos), en donde la DNA polimerasa 

extiende la longitud de los iniciadores apareados al DNA, al ir 

pOlimerizando los desoxinucleótidos libres, resultando en nuevas 

cadenas complementarias a las dos cadenas sencillas presentes al 

inicio de la reacción. 

El ciclo siguiente se inicia en el mismo tubo, con los mismos componentes 

de la mezcla de reacción, pero ahora contiene el doble de cadenas sencillas de 

DNA, asi sucesivamente hasta completar los 30 ó 35 ciclos de replicación; al final 

se obtendrá una buena cantidad de DNA amplificado. (Watson, 1992) 
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Figura 6,- Reacción en cadena de la polimerasa (peR), 

Durante esta reacción se llevan a cabo 4 pasos primordiales y 
son: a) desnaturalización y alineación, b) polimerización y terminación 

Continua siguiente página 
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e) desnaturalización y alineamiento de los oligonucleótidos y d) extensión 
de los oligonucleótidos, es hasta el 3er ciclo de replicación donde se 
comienza a sintetiza los fragmentos de DNA deseados. 
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ANÁLISIS DE POLIMORFISMO CONFORMACIONAL DE CADENA SENCILLA 

ISSCPI 

Es una herramienta que permite detectar alteraciones genéticas de tipo 

puntual cuya ubicación en el DNA se conoce y que están asociadas con una gran 

cantidad de enfermedades de indole genética; esta técnica permite analizar 

mulaciones que van de un orden de una base y hasta mil pares de bases con una 

eficiencia mayor al 90% la cual se incrementa si se combinan con enzimas de 

reslricción hasta en un 100%. 

Su fundamento consiste en que los fragmentos de doble cadena de DNA al 

desnaturalizarse adquieren una conformación que es estabilizada por 

interacciones intracatenarias y que está determinada por la secuencia de bases de 

las cadenas sencillas de manera que aquellas cadenas que son portadoras de una 

mutación o de un polimorfismo adquieren una conformación diferente a la de la 

secuencia normal y cuando son analizadas por electroforesis en geles de 

poliacrilamida no desnaturalizante presentan una movilidad diferente (Orita, et al, 

1989) (Figura 7). 

Una parte importante en esta técnica es que dentro de un grupo de 

individuos sanos todos sus genes son portadores de la misma información 

genética y por ende de la misma secuencia de bases, de manera que al 

analizarlos por SSCP todos presentan el mismo patrón electroforético, no asi los 
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individuos que son portadores de una mutación ya que presentan un patrón 

diferente al de los individuos sanos. (Macias, et al, 1998) Esta técnica es muy 

eficiente para detectar la presencia de mutaciones en cualquier parte del gen que 

se está analizando. 
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b 

DNA GENOMICO • 'PCR • SSCP 

ALELOS NORMALES UN ALELO NORMAL Y UNO MUTANTE 

Polimorfismos iguales entre 
las dos cadenas DESNATURALIZACION 

Polimorfismos diferentes entre 
los dos pares de cadenas 

" 

ELECTROFORESIS 
N M 

N: Normal 
M: Mutado - • - , 

b' - b - -
Figura 7," Detección de polimorfismos por la técnica de SSCp, 

Esta técnica se basa en la conformación que adoptan las cadenas de DNA al desnaturalizarse, 
en la figura se muestra un ejemplo donde se comparan dos cadenas de alelos normales (a, b) 
contra un alelo mutante (a', b'); debido a esta mutación las cadenas mutantes migran diferente 
en un gel de poliacrilamida no desnaturalizante, (Macias, 1998; Macias et al, 1998) 
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X. RESULTADOS 

Hallazgos clínicos. 

Se estudiaron 50 pacientes con RB diagnosticados histopatologicamente 

con retinoblastoma y no relacionados entre si. los cuales no presentaban 

mutaciones en ninguno de los 27 exones que conforman al gen del RB. De estos 

50 pacientes el 58% (29) presentaron RB unilateral y 42% (21) de manera 

bilateral. el principal motivo de consulta fue la leucocoria con un 90 % Y de 

estrabismo con un 10 % (Tabla 3 y 4), en todos los casos la edad de inicio del 

tumor fue antes de los 5 años (Tabla 5). En la mayoría de los niños el RB se 

presento antes del primer año de edad (Tabla 4). 

TABLA 3 
POBLACiÓN EN ESTUDIO CON RETINOBLASTOMA 

RB Unilateral RB Bilateral TOTAL 

29 (58 %) 21 (42%) 50 

Sexo No. ( %) No. ( %) No. ( %) 

Femenino 17 34 11 22 28 56 

Masculíno 12 24 10 20 22 44 
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Población de estudio. 

De los 50 pacientes analizados 29 padecen RB unilateral y 21 RB bilateral; 

de los 29 con RB unilateral 17 son mujeres y 12 son hombres; mientras que de 

los 21 casos con RB bilateral. 11 son mujeres y 10 son hombres (Tabla 3). 

TABLA 4 
DATOS OCULARES EN PACIENTES 

CON RETINOBLASTOMA 

RB Unilateral RB Bilateral 

Signos No. No. ( 'lo) 

Leucocoria 26 19 90 

Estrabismo 3 2 10 

Total 29 21 100 

TABLA 5 
EDAD INICIAL DEL PADECIMIENTO 

Edad de inicio RB Unilateral RB Bilateral ( "lo) 

O a 6 meses 6 8 28 

7 a 12 meses 14 10 48 

13 meses a 5 años 9 3 24 

Total 29 21 100 
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Formación del banco de DNA. 

Se creó un banco de DNA de los 50 pacientes analizados'. el DNA se 

obtuvo a partir de sangre ¡:¡eriférica por el método descrito en la metodología. en 

todos los casos'.I ..... ~~~ción del ONA fue mayor de 1 ~g/~l, Y se consideró 
. -.... >~-.' ..... 

como criterio' de, 'pü~!ti."eFcocíente mayor a 1.6 obtenido al dividir la densidad . .. ~ .. -. , . : : , ' 
óptica (O.O'.l. cón una longitud de onda de 240 nm que detecta el fenal 

contaminante y de 280 nm que corresponde a las proteínas .. En todos los 

casos la integridad de ONA valorada con geles de agarosa al 1 % Y teñidos con 

bromuro de etidio presentaron un patrón óptimo de integridad observándose una 

sola banda de alto peso molecular, gruesa y nítida (Figura 8) 

Amplificación por PCR. 

Una vez corroborada la integridad de las muestras de ONA se procedió a la 

amplificación por PCR, para ello se probaron diferentes condiciones 

experimentales, hasta encontrar las condiciones optimas para realizar el estudio 

(Tablas 6 Y 7). Las pruebas que se realizaron para esta regíón fueron las 

esperadas ya que se observa un fragmento de 230 pb, este amplificado 

corresponde de acuerdo con Blanquet et al (1994) con la región promotora 

(Figura 9), El análisis de los 50 pacientes mostró que los fragmentos obtenidos 

por la PCR fueron del tamaño esperado (230 pb) Y que no se presentaron 

variaciones en la migración ni tampoco bandas ¡nespecíficas que indicaran la 

presencia de alguna mutación (Figura 10), por lo tanto se procedió a detectar las 

mutaciones por la técnica de SSCP. 
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DNA Integr a) b) DNA 
Optimo 

~. ., '4; 

U .. 
2 

- -.. ". .. ~ . . . - .' .. f ti 'J WI ... ~ ... .. 
3 4 5 6 7 8 9 ID II 

Figura 8.- Integridad del DNA de pacientes. 

a ) Carril 1 marcador de peso molecular Hind 111. Carriles 2 al 11 
DNA genomico integro el cual se encuentra concentrado en una 
sola banda y se localiza por arriba del fragmento de mayor 
tamaño del marcador de pesos. b) DNA optimo para análisis 
por PCR (DNA no degradado). 
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TABLAS TABLA 7 
CONDICIONES PARA PCR PROGRAMA DE AMPLIFICACiÓN PARA 

Reactivo Volumen 
SECUENCIA GENOMICA DE RB 

Temperatura oC Tiempo Ciclos 
H,O 13.97,.tI 

94°C a) 2Min 1 
Amortiguador 2.70,,1 

taq.10X 

ATGC 0.55,,1 4°C a) 40 Seg 

Oligonucleótido F 0.89,,1 52 oC b) 1 Min 35 

Oligonucleótido 0.89,,1 
R 72 oC e) 1 Min 

Taq Polimerasa 1.00,,1 
Stoffel 

94°C a) 12 Seg 
MgCl, 4.00,,1 

60 oC b) 20 Seg 1 
DNA 100.00 ng/,,1 

72 oC e) 7 Min 

Volumen Final 25.00 ,,1 

4°C d) Enfriamiento 

a) Etapa de desnaturalización. 
b) Etapa de alineación. 
e) Etapa de polimerización. 
d) Etapa de terminación. 

Equipo (ver anexo 11) 
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Marcador 100 pb 

1 

230pb .~ 

1 2 

DNA testigo 

1 t 

3 4 

Testigo 
Negativo 

Figura 9.- Pruebas de amplificación para el promotor. 

En el carril 1 se muestra el marcador de 100 pares de bases, del 2 al 4 so 
muestras de DNA de pacientes amplificado por PCR, el tamaño del 
amplificado es el esperado para el promotor; el 5 es un control negativo 
que contiene todo lo necesario para el PCR excepto DNA. El fragmento de 
100 pb en el marcador generalmente no se observa o se ve muy tenue. 
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230pb 

o •• .. 

630 629 624 621 

...... " .. " ........ ,. ............. . 

591 589 586583 580 577 574 572 571 

(O) 

.. 
00 ............ - _ .. -_ ........ _ ......... _ ... 

536 533 532 530 524521 518 512 509 

(N) 

(N) 

(N) 
Marcador 

(O) 

618612 609 607604 602 600 597 594 

. . 
~ . . ..... .... .... .... ..... ............. ... .. 

(N) 

567 564 553 552 549 548 546 545 539 

(O) 

-. 
..... ..,,, •• -., .. ~. *" ........ ~ •• ..". .. 

494 488 482 477 474 470 418415 409407 

(N) 

Figura 10.- Amplificación del promotor de las muestras de pacientes con RB. 

Se muestran los amplificados de los 50 pacientes con RB, en cada uno de ellos se 
presenta el marcador de peso molecular (.), el numero de muestra del paciente con 
su respectivo amplificado de 230 pb del promotor y un testigo negativo (N). 
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Condiciones para SSCP 

Una vez amplificadas ,las' 'muestras DNA se procedió a la detección de 

mutaciones utilizando la técnica de SSCP, se probaron diferentes condiciones 

experimentales hasta encontrar las condiciones optimas para realizar el estudio; 

para ello se emplearon las mismas condiciones que un PCR normal, sólo que para 

este análisis se incorpora un marcador radiactivo [ a_32 jPdCTP (Tabla 8), el 

programa de amplificación en similar sólo que al final de cada reacción se 

incorpora una temperatura de desnaturalización para separar las cadenas y 

correrlo en un gel de acrilamida no desnaturalizante (Tabla 9); el resultado de los 

50 pacientes con RB muestran un patrón electroforético normal y no presentan 

diferencias significativas con el ONA testigo (Figura 11), 
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TABLA a 
CONDICIONES PARA SSCP 

Reactivo Volumen 

H,O 4.00 ¡tI 

Amortiguador taq. 1.00,,1 

ATGC 0.40,,1 

Oligonucleótido F 0.50,,1 

Oligonucleótido R 0.50 ,,1 

Taq Polimerasa 1.00,,1 
Stoffel 

[ eJ.- jPdCTP 0.10,,1 

Mg CI, 1.50 ¡tI 

DNA amplificado 1.00,,1 

Volumen Final 10.00 ,,1 

TABLA 9 
PROGRAMA DE AMPLIFICACiÓN PARA SSCP 

Temperatura oC Tiempo Ciclos 

94 oC 

4°C 
.. 

52 ° C 

72 oC 

94°C 

60 oC 

72 oC 

4°C 

94°C 

. 
al 2 Min 

al 40 Seg 

bl 1 Min 

el 1 Min 

al 12 Seg 

bl 20 Seg 

el 7Min 

dI Enfriamiento 

el 10 Min. 

al Etapa de desnaturalización. 
bl Etapa de alineación. 
el Etapa de polimerización. 
dI Etapa de terminación. 
el Etapa de desnaturalización. 
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630 629 624 621 618 612 T 609 607 604 602 600 597 594 591 589 

586 583 580 577 T 574 572 571 567 564 553 552 T 549 548 546 545 539 

488 482 477 474 470 T 

T 536 533 532 530 524 

T 418 415 409 407 

Figura 11.- Patrón de SSCP para el promotor de RB. 

Se muestran los resultados y números de muestra de los 50 pacientes 
afectados con RB, en el último carril se observa un testigo de ONA de un 
individuo normal (T). 

so 



Para mostrar la manera en que se observarían las mutaciones en el 

promotor se muestra a continuación un SSCP del exon 4 del gen RB~1, en donde 

se presentan diversas mutilciones en un grupo de pacientes no relacionados entre 

sí. 

. . . 

~~I J·t' l' .,1"" .• '.; ,_. 
" . .,... "r' 
~< '~ ;~, 

. '. -

267 175 28 T 289 

Figura 12.- Pacientes con distintas alteraciones en el patrón electroforético 

del exón 4 de RB. 

Las flechas señalan dos bandas extra que se encontraron en el 

paciente 175 y una banda extra en las muestras 267 y 28; en la 

muestra 289 se observa una clara diferencia en la intensidad de I 

señal radioactiva de una de las bandas, (Cortesía de Macias V, M,j 
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La población en estudio se comporta de acuerdo a lo reportado en la 

literatura en cuanto a la proporción de casos (RB no hereditario 60% y RB 

hereditario 40%), ya que el RB no hereditario se presenta en un 58% y el 

hereditario en un 42 %. En cuanto a la edad de inicio del padecimiento del 

RB, se ha descrito que el bilateral se manifiesta antes del primer año de edad 

mientras que el unilateral se evidencia después del primer año, en contraste con 

lo anterior, en la población estudiada se encontraron 20 casos (68.9%) con RB 

unilateral y 18 (85.7%) con RB bilateral los cuales mostraron el tumor antes del 

primer año de edad. En los pacientes estudiados el 90 % de los casos 

presentaron leucocoria como principal sintoma de diagnóstico del tumor y según 

lo reportado por Diaz, et al, (1992) este es la principal manifestación del 

retinoblastoma, seguida del estrabismo que en este estudio fue de un 10%. De 

acuerdo con la tabla 3 no existe una mayor predisposición al retinoblastoma en 

algún sexo, lo cual se ha documentado en la literatura para otras poblaciones. 

(linn, 1994) 

Los 50 pacientes de este trabajo tienen la caracteristica de no presentar 

ninguna mutación en los 27 exones, pero desarrollaron el tumor, por lo que se 

sospechó que las mutaciones se presentaran en la región promotora de este gen, 

al realizar el análisis por SSCP para la detección de mutaciones, se encontró que 

ninguno de los 50 pacientes se detectó mutaciones en la región promotora, esto 

es muy interesante ya que generalmente la presencia de mutaciones en los 
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exones o el promotor son la causa del desarrollo del RB. Esto permite suponer 

entonces, que hay otro tipo de factores que permiten el crecimiento del tumor 

debido a la nula o baja expresión de la proteína pRB110; hay evidencias 

experímentales que permiten afirmar que estos factores son: a) la metilación en 

las islas Cp~ de la regíón promotora, b) la presencia de protelnas que interfieren 

con la fosforilación y desfosforilación de la proteína pBR110 durante el ciclo celular 

y e) moléculas que inhiben la actividad del factor de transcripción E2F. 

a) Metilaeión de las islas CpG en la región promotora. 

La idea de que la baja expresión de la proteína pRB110 en tumores malignos 

es ocasionado por metilaciones se ha observado en diferentes tipos de tumores 

como carcinomas de vejiga, pulmón, cerebro, prostático y tumores pituitarios, así 

como más recientemente en tumores de RB hereditarios y no hereditarios 

(Simpson et al, 2000). La presencia de las islas CpG de la región promotora son 

lugares en los cuales se puede producir la metilación y con ello predisponer el 

desarrollo del tumor, Greger (1994) encontró que la metílación en el gen de RB 

ocurre en un 13% en tumores unilaterales y que la actividad del gen sufre una 

reducción, Ohtani-Fujita, et al, (1993) en experimentos in vi/ro demostraron que la 

metilación de las islas CpG en el promotor reduce considerablemente la actividad 

del gen y por ende la expresión de la proteína pRB110; esto coincide con los 

resultados de Zacksenhaus et al, (1993) en los cuales la región promotora del gen 

RB en ratones se encuentra metilada, favoreciendo con esto el desarrollo del 

tumor, es importante recordar que la secuencia de la región promotora del gen RB 
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del ratón y del humano presentan una similitud del 90%, lo cual pOdría favorecer 

la hipótesís de la metilación como causa del RB. 

Con base en los resultados obtenidos puede haber 2 posibles mecanismos por 

medio de los cuales los grupos metilos favorecen el desarrollo del tumor y estos 

son: 

a) La presencia de los grupos metilo en el promotor del gen pueden impedir 

que se adhieran correctamente los elementos que reconoce en la región 

promotora la DNA polimerasa, ocasionando una transcripción errónea y 

conllevando a una disminución en la síntesis de la proteína pBR110, esto 

produciria una disminución en la actividad inhibidora de la proteína provocando 

el desarrollo del tumor. 

b) Los grupos metilo pueden adherirse a la proteina pRB110 en los sitios 

donde se une el factor de transcripción E2F, dejando a la protelna pRB110 en 

su forma fosforilada e inactivada provocando una alteración en el ciclo celular, 

esto ocasionaría la expresión de los posibles oncogenes como e-jun, e-fos y c

mye permitiendo el desarrollo del tumor (Fígura 12); esta última posibilidad se 

basa en evidencias experimentales in vitro (Di flore et al, 1999). 

La idea de que la presencia de los grupos metilo en la región promotora del 

gen RB puedan favorecer el desarrollo del tumor, apoya el planteamiento de que 

la metilación es un mecanismo potencial de inactivación del gen RB. Las islas 
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CpG normalmente se encuentran desmetiladas y pueden ser metiladas, esta es 

una evidencia que la metilación en el ONA es un proceso de control epigenético en 

la expresión del gen. 

b) La presencia de proteínas que interfieren en el proceso de fosforilación 

y desfosforilación de la proteína pBR110 durante el ciclo celular. 

COKN2 es un gen que codifica para 2 proteínas: p16 y p14, la primera está 

formada por 156 aminoácidos y su función es la de inhibir ciclinas dependientes de 

kinasas (COKs) y estas COKs median la fosforilaci6n y desfosforilación en la 

proteina pRB110 del retinoblastoma, que es un paso critico en la progresión del 

ciclo, además la fosforilaci6n es estimulada por la cíclica 01 e inhibida por p16 

(Xuqiu et al, 1998). 

Se puede presentar una desregulaci6n en la fosforilaci6n de la proteína 

pRB110, debido a una sobre expresión de la cíclica 01 y una baja funcionalidad 

de p16 resultando un descontrol en el ciclo celular. Gorgoulis et al (1998), 

encontraron que una desfuncionalidad en el producto de COKN2/p16 se presenta 

en un alto porcentaje en líneas celulares de carcinomas, lo que sugiere que esta 

proteina es un candidato como supresores de tumores. Una situación similar 

se describe en el gen RB para el desarrollo del tumor, además estas 

anormalidades se han reportado en un amplio espectro de tumores como el 

pancreático, pulmón, y cerebro (Xuqiu et al, 1998). 
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Si las CDKs son en parte las responsables de la fosforilación y 

desfosforilación de la pRB110 y estas a su vez son inhibidas por la presencia de 

p16, esto provocaría que la expresión de p16 inhiba la desfosforilación de la 

proteina pRB110, provocando que se sobre expresen los posibles oncogenes 

como c-jun, e-fos y e-mye causando el posible desarrollo del tumor; además la 

sola presencia de p16 en el promotor también evita que los factores de 

transcripción (E2F) se adhieran a la proteina pRB110 produciendo una alteración 

en el ciclo; lo anterior apoya la idea que la presencia de p16 puede inducir el 

desarrollo del tumor, independientemente de las mutaciones que se presenten en 

el gen RB-1. 

c) Moléculas que inhiben la actividad del factor de transcripción E2F. 

La esfingosina, es un esfingolipido que ejerce múltiples actividades 

biológicas donde presenta efectos inhibidores en: las células hematopoyéticas de 

crecimiento, agregado plaquetario humano, coagulación de la sangre, en la 

activación neutrofilica, diferenciación celular y más recientemente se ha observado 

que tiene participación en la desfosforilación del gen RB (Chao et al, 1992). Se 

pueden presentar moléculas que participan en la desfosforilación tal es el caso de 

la D-el)lthro-esfingosina, que es un potente inductor de desfosforilación, ya que 

esta molécula va a inhibir la unión del factor de transcripción E2F con la proteina. 

pRB110 (Hamel et al, 1992) .. 
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Experimentos con diferentes líneas celulares muestran que la esfingosina 

induce la desfosforilación del RB, esto es provocado por una baja unión del E2F 

con secuencias especificas del DNA, además la esfingosina causa una 

disminución en el RNAm del oncogen myc-c que depende de la unión de E2F con 

sitios específicos de la proteína (Dbaibo et al, 1995). Estas evidencias muestran 

que el RB puede depender de vías de regulación celular las cuales posiblemente 

activan a la esfingosina. 

Los resultados obtenidos en los pacientes que no presentan mutaciones en 

la región promotora y los 27 exones, permiten pensar que además de la mutación 

existen vías o mecanismos involucrados en el desarrollo del tumor, los cuales 

funcionan de manera independiente unos de otros o en algunos casos podrían 

participar en conjunto, por lo que deben ser investigados más a fondo para 

entender de que manera participan en el desarrollo del tumor. 

En la actualidad solo se ha reportadO una sola mutación en la regíón 

promotora, en un estudio realizado por Cowell, et al, (1996) donde se encontró un 

cambio en un aminoácido, el de G por C, en este estudio se analizaron los 

miembros de una familia en 5 generaciones (10 individuos), de estos 3 presentan 

el tumor de manera unilateral. 

En la actualidad se siguen estudiando a los 50 pacientes afectados con RB 

en el National Cancer Ins!. Frederick Cancer Res. Dev. Fac. Meryland, USA., a 

cargo de la Dra. Lorena Orozco Orozco. 
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Figura 13.- Metilación del sitio de E2F. 

c- myc 
c- ros 
c - jun 

La adhesión del grupo metilo al sitio de unión del factor E2F en la proteína pR8110, 
daría como resultado una alteración en el ciclo celular, provocando que la protein 
perdiera su función inhibid ora y la expresión de los oncogenes permanezca. 
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XII. CONCLUSIONES 

1. El RB en la población Mexicana se comporta de manera similar a 

otras pOblaciones ya que tanto el hereditario como el no 

hereditario se presentan en una proporción similar a lo descrito 

en la literatura, siendo la leucocoria la principal característica 

seguida por el estrabismo. 

2. Al no detectarse mutaciones en la región promotora ni en la 

secuencia de los 27 exones es pOSible que existan mecanismos o 

vías diferentes a las mutaciones, los cuales pueden participar en 

el desarrollo del tumor. 

3. El diagnóstico molecular requiere de otros planteamientos para 

identificar los procesos involucrados en el desarrollo del 

retinoblastoma. 

ESTA TESIS NO SA!..r 
DE IA BIBUOTlECA 
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ANEXO 1 

PREPARACiÓN DE REACTIVOS 

REACTIVOS PARA LA EXTRACCiÓN DE DNA DE SANGRE PERIFERICA 

* RCBl: Solución de lisis de células rojas. 

» TRIS pH 7.6 10 mM 
» MgCl, 5 mM 
» NaCI 10 mM 

* WClB: Solución de lisis de células blancas. 

» TRIS pH 7.6 10 mM 
» EDTA pH 8 10 mM 
» NaCI 50 mM 
» SOS 0.2 % 
» Proteinasa K200 ~g/ml 

• Fenol Saturado: 

» H20 Estéril 333.3 mi 
» Fenol a 68'C 500.0 mi 
» TRIS HCI pH 8 1 M 6.6 mi 
» NaOH 10mM 488.3 ~I 

• Cloroformo 

• Agua destilada estéril 

• Etanol absoluto NaCI 1 M 

• Cloroformo / alcohol isoamilico (24/1) 
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• Buffer Stoffel 10X 

~ TRIS HCI 
~ KCI pH 8.3 

REACTIVOS PARA PCR y SSCP 

100mM 
100mM 

• Taq. Polimerasa I Stoffel 1 O U/~I 
• MgCl, Stoffel 25 mM 
• Dinucle6tidos 
• DNA ladder (marcador de pares de bases): Este marcador de pesos 

moleculares se encuentra formado por 15 fragmentos que van desde 100 a 
1,500 pb. Con un incremento de 100 pb. En cada fragmento. 

• Agua destilada estéril 

• Bromuro de etidio 

• Buffer acarreador de PCR: 

~ Xilen-Cianol 0.05 % 
~ Azul de Bromofenol0.05 % 

• Buffer TBE 10X: 

~ Tris-base 108 g 
~ Acido borico 55 g 
~ EDTA 0.5 M pH 8 44 mi 

• Persulfato de amonio 10 % 

• TEMED reactivo 

• Poliacrilamida para geles de SSCP con glicerol 10%: 

~ . Glicerol 
~ TBE 10X 
~ Acrilamida 

25 mi 
10 mi 

15.2 mi: 
• Acrilamida 
• H20 estéril 
• Bisacrilamida 

200 g 
500 mi 
6.7 g 
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* Gel para SSCP: 

:;. Poliacrilamida con glicerol 10 % 80 mi 
:;. TEMED reactivo concentrado 60 ~I 
:;. Persulfato de amonio 10 % 540 ~I 

Los últimos reactivos se mezclan y la solución obtenida se coloca rápidamente en 
la cámara de electroforesis para SSCP sin que le queden burbujas de'aire, se deja 
polimerizar y posteriormente se carga con buffer TBE 1 X. . 

* Oligonucleótidos para PCR de la región promotora. 
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1. Balanza analítica (Sartorius). 

ANEXO 2 

EQUIPO 

2. Cámara de electrofóresis para SSCP 

3. Cámaras de lucita para protección de radioisótopos. 

4. Campana de extracción para gases (Labconco). 

5. Campana de protección para radioisótopos (Labconco). 

6. Contador Gaiger. 

7. Cassettes para autorradiografias. 

8. Centrífuga clínica. 

9. Congelador -20 oC (Amerícan). 

10. Congelador - 70°C (Revco). 

11. Cristalería de laboratorio. 

12. Equipo de televisión, cámara y revelador fotográfico. 

13. Espectrofotómetro Spectronic 1001 Plus (Milton Roy Field). 

14. Fuente de poder de 200 V (Sigma Chemical Col. 

15. Fuente de pOder de 500 V ( Hoffer Scientific Instruments). 

16. Gasas. 

17. Gene Amp PCR System 9600 (Perkin Elmer Biotechnology). 

18. Guantes desechables. 

19. Horno de microondas. 

20. Microcentrífuga (Fotodyne). 

21. Micropipetas: 0.5 -10 ~I, 50 - 200 ~I Y 200 - 1000 ~1. 

22. Pantalla de lucita para protección de radio isótopos. 

23. Placas para autoradiografia. 

24. Puntas para pipeta y tubos eppendorf de plástico (0.6 y 1.5 mi). 

25. Secador de geles Drygels (Hoffer Scientific Instruments). 

26. Sistema de electroforesis submarina (Sigma Chemical Co.). 

27. Transiluminador (Fotodyne). 
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