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CAPITULO |

INTRODUCCION

El retinoblastoma es una neoplasia maligna de origen embrionario que se
presenta generaimente antes de los 5 afios de edad, a nivel mundial se estima
que tiene una frecuencia de 1 en 20,000 nacidos vivos, se caracteriza por la
presencia de leucocoria, estrabismo y/o sighos inflamatorios oculares, se puede
manifestar de dos formas, unilateral o bilateral, el 40% de los casos son
hereditarios, en estos se incluyen a todos los bilaterales y del 10 al15% de ios
unilaterales (Fig 1). El patrén de herencia es autosémico dominante y tiene una
penetrancia del 90%. Clinicamente no es posible distinguir entre un retinoblastoma
unilateral hereditario de uno no hereditario, aunque el no hereditario es siempre
unilateral y se manifiesta generalmente después de un afio de edad. (Tabla 1). La
probabilidad que tiene un individuoc con retinoblastoma hereditario de transmitirlo a
su descendencia es del 50% y mas de la mitad de los nifios con esta forma de
retinoblastoma desarrollan tumores extraoculares secundarios en los siguientes 32
afios, y mas del 90% de aquelios que reciben radioterapia los desarroilan en los
siguientes 30 afios al tratamiento. Asi, los individuos con retinoblastoma
hereditario tienen un riesgo mucho mayor que la poblacién en general de
desarrollar tumores de tipo mesenquimatoso (osteosarcomas, fibrosarcomas y
mielomas) en etapas tempranas de su vida adulta.

Fig 1. Retinoblastorna unilateral




TABLA 1. CARACTERISTICAS DEL RETINOBLASTOMA

HEREDITARIO® NO HEREDITARIQ**
Inicio temprano (<1 afio) Inicio tardio (>1 afio)
Bilateral (85-90%) Unilateral (100%)
Unilateral (10-15%)
Alteraciones genéticas : Alteraciones genéticas :
Mutaciones puntuales Mutaciones puntuales
Grandes deleciones Grandes deleciones
Translocaciones Translocaciones
Progenie afectada Progenie normal
Alto riesgo a desarrollar Sin riesgo a desarrollar
otras neoplasias otras neoplasias

{Diaz y Orozco, 1992)

* El 40 % de los casos con RB son hereditarios

** El 60% de los casos con RB no son hereditarios.

De acuerdo a la ley de Knudson, el retinoblastoma es una neoplasia
causada por dos eventos mutacionales en el gen Rb1 que trae como
consecuencia la inactivacion de ambos alelos y conducen al desamollo del tumor
(Fig 2.). El retinoblastoma hereditario se desarrolla debido a la inactivacion del
primer alelo en las células germinales mientras que la inactivacion del segundo se
presenta en las células de la retina; en el no hereditario ambas mutaciones
ocurren en las células de la retina. Cuando ambos alelos se inactivan se dice que
existe perdida de heterocigocidad (LOH) y que la homocigocidad resultante es
causa del desarrollo del tumor. Los mecanismos que conducen a la pérdida de {a
heterocigocidad son los siguientes:




* Pérdida de un cromosoma: se debe a un error en la division durante e ciclo
celular, el cromosoma normat se pierde y la célula adquiere la condicion de
hemicigocidad quedandose solo con el cromosoma mutado.

» Perdida de un cromosoma y reduplicacién del cromosoma restante: en este
evento el cromosoma normal también se pierde por el mecanismo anterior,
pero en este caso el cromosoma mutado se duplica, de tal manera que la
célula se hace homocigota para el cromosoma mutado.

* Recombinacién mitdtica: este proceso puede ocurrir después de la
segregacion, dando lugar a una célula que conserva su heterocigocidad en
los loci proximales al punto de recombinacion, pero adquiere la condicién
de homocigocidad en los loci distales, incluyendo al gen Rb1.

¢ Mutacién de novo en el cromosoma homdlogo: en este caso el cromosoma
nomal sufre una mutaciéon puntual en el locus homélogo al del cromosoma
mutado. Este fendémeno no conduce a la pérdida de heterocigocidad en las
regiones proximales a los alelos mutados. [

En un andlisis por fragmentos de restriccion de longitud polimérfica del
cromosoma 13 se reveld que la recombinacién mitdtica es el mecanismo mas

comun de la pérdida de heterocigocidad.
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Fig. 2 Teoria de Knudson: De acuerdo a esta hipétesis, el RB es causado por la inactivacion de ambos alelos
del gen RB1; A) en la forma hereditaria, el ler. alelo se inactiva en la células germinales y el 2o0. alelo se
inactiva en las células de la retina; B) en la forma no hereditaria los dos alelos se inactivan unicamente en las

células de la retina.
{Knudson 1971)




CLASIFICACION DE LOS TUMORES PEDIATRICOS DEL 0JO Y ORBITA

La importancia de la temprana identificacién y tratamiento de los tumores
oculares y orbitales se debe a que muchos tipos de neoplasias, son tumores
benignos que se hacen malignos, ejemplo de los segundos el retinoblastoma y el
rabdomiosarcoma. !

Una conveniente aproximacion a la clasificacion de estos tumores, es por
su localizacién: parpado, superficie ocular, orbita e intraocular. Los tumores
orbitales luego son clasificados como: del desarrollo, quistes adquiridos, lesiones
vasculares, masas inflamatorias, lesiones histiociticas, hematopoyéticas y
linfoproliferativas; tumores mesodérmicos, tumores neurogénicos, tumores de
glandulas lagrimales y tumores metastasicos. P! (Tabla 2).

Tabla 2
E Tumores de la superficie
iones del parpado ocular Tumores orbitales Tumovres intraoculares

Quelacion Granuloma piégeno Lesiones guisticas Retinoblastoma

Hordeolum Dermolipomafipodermoide Lesicnes vasculares Meduloepitelioma

Papiloma Papiloma inflamatorias Hemangioma capilar de la retina

Molusco contagioss Nevo conjuntival rMn::: histiociticas, hematopoyé-iMelanccitoma de! nervio optico

iCuemo cutaneo Melanosis ocular ticas y linfoproliferativas Hamartomna astrocitico
Tumores mesodémicos Hipertrofia congénita del epitalio
Tumores neurogénicos pigmentado de la retina
(Gtandula lagrimal Hamartorna combinado det epite-
Metastasicos io pigmentado de la retina

steoma coroidal
lanoma coroidal
eratoma




CAPITULO Il

ANTECEDENTES

1.1 Ciclo celular

La division celutar en eucariotas, ocurre en cuatro fases bien definidas. En
la fase S (sintesis), el DNA se replica y produce copias para ambas células hijas.
En la fase G2 (G, significa gap, es decir el espacio, entre las diferentes fases) se
sintetizan proteinas nuevas y la célula aproximadamente crece al doble de su
tamarfio. En la fase M (mitosis), la envoltura nuclear de la célula madre se degrada,
los cromosomas son estirados hacia polos opuestos de la célula, cada conjunto de
cromosomas producidos rodeado por una envoltura nuclear recién formada y la
citocinesis corta la célula por la mitad, produciendo dos células hijas. En tejidos
que proliferan rapidamente, cada célula hija se divide de nuevo, pero solo después
de un periodo de espera llamado G1. Después del paso por la mitosis y la entrada
a G1, la célula contintia a través de otra division o cesa de dividirse entrando a
una fase de latencia llamada GO, que puede durar horas, dias o toda la vida de la
celula. Las células diferenciadas terminales estan en fase G0. Cuando una célula

en GO empieza a dividirse de nuevo, vuelve a entrar en el ciclo de division en la
fase G1.

1.2 Regulacién por protein-cinasas

El ciclo celular esta regulado por proteinas llamadas cinasas; uno de los
papeles mas importantes en los que participan es en la fosforilacién de proteinas
que modulan {a regulacion del ciclo celular eucaridtico. La “decision” de una célula
de dividirse 0 no, tiene una importancia crucial para el organismo. Cuando los
mecanismos de regulacion que limitan la divisién celular son defectuosos y las
celulas experimentan una divisién incontrolada, el resultado es catastréfico:
Cancer.
Una correcta division celular requiere una secuencia ordenada y precisa de
acontecimientos bioquimicos que asegure a cada célula hija el conjunto completo
de las moléculas que requiere para vivir, las investigaciones en el control de la
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division celular en diversas células eucaritticas han puesto de relieve mecanismos
universales de regulacién. Las protein-cinasas vy la fosforilacion de proteinas, son
basicas en el mecanismo de sincronizacion que determina el inicio de la divisién
celular y asegura el paso ordenado a través de estos acontecimientos. Esta familia
de proteinas tiene diversas actividades que cambian en respuesta a sefiales
celulares, gracias a la fosforilacion de proteinas especificas a intervalos
precisamente sincronizados, estas proteinas dirigen las actividades metabdlicas
de la célula para producir una divisién celular ordenada.

1.2.1 Protein cinasas dependientes de ciclina (CDC's)

Estas cinasas son heterodimeros con una subunidad reguladora: ciclina; y

una subunidad catalitica: proteina cinasa dependiente de ciclina (CDC). En
ausencia de ciclina, la subunidad catalitica es practicamente inactiva, pero cuando
se une la ciclina, se abre el sitio catalitico, un residuo esencial para la catalisis se
vuelve accesible y la actividad de la subunidad catalitica aumenta 10 000 veces.
Las células animales tienen al menos diez ciclinas diferentes designadas A, B, C,
D, E y asi sucesivamente y al menos ocho cinasas dependientes de ciclina que
van de la CDC1 a la CDC8, las cuales actian en varias combinaciones en puntos
especificos del ciclo celular.
En una poblacion de células animales que experimentan division sincronizada
algunas actividades CDC muestran notables oscilaciones, que son el resultado de
cuatro mecanismos de regulacion de la actividad de la CDC: fosforilacion 6
desfosforilacion de CDC, degradacion controlada de la subunidad de ciclina,
sintesis periddica de CDC y ciclinas; y la accion de proteinas inhibidoras de las
CDC especificas.

1.2.2. Regulacion de las CDC por fosforilacion.

La actividad de una CDC se ve afectada notablemente por fosforilacién y
desfosforilacion de dos residuos criticos de la proteina. La fosforilacion de la Tyr'S,
situada cerca del extremo amino-terminal inactiva la CDC, el residuo P-Tyr esta

situado en el sitio de unién del ATP de la cinasa y el grupo fosfato cargado
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negativamente bloquea la entrada del ATP. Una fosfatasa especifica desfosforila
el residuo P-Tyr, permitiendo la unién del ATP. La union de la Thr'® en el “bucle
1" de la CDC, catalizada por la cinasa activadora de la CDC, fuerza al bucle T a
salir de la hendidura que forma el sitio de union al sustrato permitiendo la unién del
sustrato y la actividad catalitica.

Una circunstancia que desencadena este mecanismo de control es la presencia de
zonas de cadena sencilla de DNA, que conducen a la detencion del ciclo celular
en fase G2. Una protein cinasa especifica que es activada por regiones de cadena
sencilia de DNA provoca una cascada que conduce a la inactivacion de la
fosfatasa que desfosforila la Tyr'® de la CDC. La CDC permanece inactiva y la
ceélula se detiene en G2. La célula ya no se dividira hasta que el DNA sea
reparado Y los efectos de la cascada invertidos.

1.2.3 Degradacion controlada de ciclina.

La degradacion proteolitica de las ciclinas mitdticas es altamente especifica
y temporalmente precisa, regula la actividad de las CDC a lo largo del ciclo celutar.
El paso a través de la mitosis requiere primero la activacion y luego la destruccion
de las ciclinas A y B, las cuales activan {a subunidad catalitica de la CDC de la
fase M. Estas ciclinas contienen cerca del extremo amino terminat la secuencia
siguiente: Arg-Thr-Ala-Leu-Gly-Asp-lle-Gly-Asn, la “caja de destruccién” que las
marca para la degradacion. Una proteina que reconoce esta secuencia llamada
DBRP (proteina que reconoce la caja de destruccion), inicia el proceso de
degradacion de la ciclina y pone en contacto a la ciclina y otra proteina: la
ubiquitina. La ciclina y la ubiquitina activada se unen covalentemente gracias a ia
enzima ubiquitina ligasa. A continuacion se unen otras moléculas de ubiquitina
proporcionando la sefial para un complejo enzimatico proteolitico, el proteasoma,
que degrada la ciclina.
Hay un bucle de retroalimentacion en el que el incremento de la actividad de la
CDC activa la protedlisis y las ciclinas recién sintetizadas se asocian con la CDC y
la activan. La CDC a continuacién fosforila y activa las DBRP. La DBRP activa

provoca entonces la protedlisis de la ciclina. El descenso de la concentracion de
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ciclina, provoca que descienda la actividad de la CDC, y la actividad de la DBRP
también disminuye a través de una lenta y constante desfosforilacion e
inactivacion por DBRP fosfatasa. El nivel de ciclina se recupera finalmente gracias
a la sintesis de nuevas moiéculas de ciclina.

El papel de la ubiquitina y el proteasoma no se limita a la regulacién de la ciclina,
sino que ambos estan implicados ademas en el recambio de proteinas celulares,

proceso que es de importancia fundamental en el orden estructural celular.

1.2.4 Sintesis regulada de las CDC y ciclinas.

Otro mecanismo para ¢cambiar la actividad de la CDC es la regulacion de la
velocidad de sintesis de ciclinas, de la CDC, o de ambas. Por ejemplo, las ciclinas
Dy E, las CDC 2 y 4 se sintetizan solo cuando un factor de transcripcion
especifico E2F, estd presente en el nicleo para activar la transcripcion de sus
genes. Y la sintesis de E2F es a su vez regulada por sefiales extracelulares tales
como factores de crecimiento y citocinas (inductores de la division celular),
componentes esenciales para la divisién de células de mamifero en cultivos.
Estos factores de crecimiento inducen la sintesis de factores de transcripcion
nucleares especificos para la produccion de las enzimas encargadas de la sintesis
de DNA. Un importante sustrato de la CDCS es la proteina retinoblastoma
(pPRB110), que participa en el mecanismo de regulaciéon negativa de la division
celular en G1 si se detecta dafo en el DNA. Esta proteina es llamada asi por la
linea celular del tumor de retina en el que fue descubierta, pRB funciona en todos
los tipos celulares regulando !a division celular en respuesta a diversos estimulos.
La pRB no fosforilada se une al factor de transcripcién E2F 1, y mientras esta unido
a pRB, E2F1 no puede promover la transcripcion de un grupo de genes necesarios
para la sintesis de DNA (los genes de la DNA polimerasa o, la ribonucledtido
reductasa y otras proteinas). En este estado, el ciclo celular no puede pasar de
fase G1 a la fase de sintesis, el paso que compromete a la célula a la mitosis y
division celular. (El mecanismo de bloqueo de la pRB-E2F1 se elimina cuando la
PRB se fosforila gracias a la ciclina E-CDCS2, lo que tiene lugar en respuesta a
una sefial para que transcurra la divisién celular).
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1.2.5 Inhibicion de las CDC.

Finalmente las proteinas inhibidoras especificas se unen e inactivan CDC
especificas. Una de ellas es la proteina p21.

Estos cuatro mecanismos de control, modulan la actividad de CDC especificas,
que a su vez, controlan si la célula se dividira, se diferenciara, se convertira en
quiescente 0 empezara un nuevo ciclo de divisién después de un periodo de
latencia.

Los detalles de la regulacion del ciclo celular, tales como el nimero y tipo de
ciclinas y de cinasas, y las combinaciones en las que estas actian, difieren entre
los diferentes organismos, pero se conserva el mecanismo basico en la evolucién
de todas las células eucariotas.

La lista de las proteinas blanco sobre las que actian las CDC continGia creciendo.
Pero podemos ver un patron de la regulacion de la CDC observando los efectos
de las CDC sobre las estructuras de la laminina y la miosina y sobre la actividad
de la proteina del retinoblastoma.

La estructura de la envoltura nuclear se mantiene en parte gracias a la alta
organizacion de la red de filamentos intermedios formados por la proteina
laminina. La ruptura de la membrana nuclear antes de la segregacién de las
cromatidas hermanas en la mitosis se debe en parte a fosforilacion de la laminina
por una CDC, que provoca la despolimerizacién de los filamentos de laminina.

Un segundo blanco de la cinasa es la maquinaria contractil de la actomiosina
impulsada por ATP, que pinza una célula en division dando dos partes iguales en
la citocinesis. Después de la division, la CDC fosforila una pequefia subunidad
reguladora de miosina, provocando la disociacion de la miosina de los filamentos
de actina e inactivando la maquinaria contractil. Luego, la desfosforilacion permite

el reensamblaje del aparato contractil para la siguiente etapa de citocinesis.

1.3 Proteina pRB 110

La fosfoproteina pRB110 se une de manera especifica al factor de
transcripcion E2F1 y puede ser fosforilada por proteincinasas, siendo la mas

14




importante la cdc2. Durante la fase M la pRB110 se encuentra en su forma activa
(No fosforilada) y tiene la capacidad de formar complejos con otras proteinas
celulares y de manera especifica con el factor promotor de la transcripcion E2F1;
inhibiendo la progresion del ciclo celular al final de GO, a principios de G1 la
PRB110 interactua con cinasas dependientes de ciclinas (cdcs) transformandose
en su forma inactiva (fosforilada), como resultado de este proceso, el factor E2F1
y las proteinas celulares asociadas al complejo, quedan libres, e inducen a la fase
S, entre ellos se incluyen algunos productos de proto-oncogenes que promueven
la division celular como c-myc, c-jun y c-fos. Al final de la fase S, la interaccion,
PRB110/cdcs se rompe y la pRB110 regresa a su forma activa recuperando en la
fase M del siguiente ciclo celular su capacidad para formar complejos inactivos
con el factor E2F1 y otras proteinas celulares. Asi la ausencia en la funcion de
pPRB110, es una condicion para el desarrollo del tumor, por lo que el gen Rb se
considera un gen supresor de la tumorigénesis.

Cuando el dafio en el DNA, tal como una rotura de cadena simple es detectado
por las protein cinasas ATM y ATR,(proteinas cinasa que detectan DNA dafiado)
estas activan p53, que sirve como factor de transcripcion que estimula la sintesis
de la proteina p21. Esta proteina inhibe la actividad protein cinasa de Ja ciclina E-
CDCS2. En presencia de p21, pRB permanece desfosforilada y unida a E2F,
bloqueando la actividad de este factor de transcripcion, y el ciclo celular se detiene
en G1. Esto da a la célula tiempo para reparar el DNA antes de entrar a la fase S,
evitando asi la transferencia potencialmente desastrosa de un genoma defectuoso
a una o a las dos células hijas. (Fig. 3)
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Fig. 3 Funcion de la pRB110 en el ciclo celular. La unién de la pRB110 al factor E2F est4
regulada durante el ciclo celular por procesos de fosforilacion y desfosforilacién. La
forma desfosforilada se une a E2F mientras que la forma fosforilada no puede hacerlo.

(Hollingworth Robert E 1993, Lewin Benjamin 2004)
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1.3.1 Genética molecular del gen RB
El gen RB1 se localiza en la banda 14 del brazo largo del cromosoma 13

{Figura 4), tiene una longitud de 27 exones, se transcribe en un mRNA de 4.7 kb
que codifica para una fosfoproteina nuclear de 928 aminoacidos con un peso
molecular de 110 kd (pRB110). (Fig. 5).

13q14.1

Fig. 4 Esquema del cromosoma 13 con la técnica de las bandas G. La flecha indica el
locus del gen RB1 en la regién cromosomica 13q14.1
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1.3.2 Funcién de la proteina pRB en el ciclo-celular

Como se menciond anteriormente, esta fosfoproteina se une de manera
especifica al factor de transcripcion E2F1 inhibiendo la progresion del ciclo celutar,
dicha actividad es controlada por procesos de fosforilacion y desfosforilacién
dependiente de protein cinasas. La pRB110 esta constituida por tres dominios, A,
B y C (Fig.6), los dos primeros estan conservados entre las diferentes especies y
son necesarios para formar la unidad represora de pRB110, sin embargo esta
unidad represora también es capaz de unirse a oncoproteinas de tipo viral como
E1A de adenovirus, antigeno T del virus SV40 y E7 del virus del papiloma humano
(VPH) de “alto riesgo”. Las oncoproteinas virales E6 y E7 del VPH de alto riesgo
frecuentemente estan asociadas con lesiones que pueden progresar a carcinoma.
(Fig. 7).

aA(394-5T1)

COCH

Fig. 6 Estructura de la proteina pRB110, se pueden observar los dos dominios
funcionales (A, B) y los posible sitios de fosforilacién en los aminoacidos.
{(Hollinsgworth 1993).
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Fig. 7 Mecanismo de inactivacion de la proteina pRB110 por la oncoproteia E7 del
VPH.

1.4 Oncogenes, genes supresores y muerte celular programada.

Los tumores son el resultado de una division celular no controlada;
normalmente, la division celular se regula mediante una familia de factores de
crecimiento extracelulares, proteinas que provocan la division de las células
latentes y en algunos casos, la diferenciacién. Algunos factores de crecimiento
estimulan solo la division de tas células que contienen receptores apropiados,
otros tienen un efecto mas general. Los defectos en la sintesis, regulacién o
reconocimiento de los factores de crecimiento pueden originar un proceso
neoplasico.

Los oncogenes son formas mutadas de genes de proteinas que regulan el ciclo
celular y fueron originalmente descubiertas en virus asociados al desarrollo de
neoplasias, mas tarde se vio que eran muy similares o que procedian de genes
presentes en las células huésped del animal llamadas proto-oncogenes, los cuales
codifican proteinas reguladoras del crecimiento. Durante las infecciones virales, la

secuencia de DNA de un proto-oncogen se copia a veces por el virus y se
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incorpora en su genoma y en algun punto durante el ciclo de la infeccién viral el
gen puede convertirse en defectuoso por una mutacién. Cuando este oncogén
viral se expresa en su célula huésped durante una infeccién posterior, el producto
proteico anormat interfiere con la regulacién normal del crecimiento celular, dando
lugar a veces al desarrollo de una neoplasia. ™

Los proto-oncogenes pueden convertirse en oncogenes sin necesidad de
un intermediario viral. Reordenamientos cromosémicos, agentes quimicos y
radiacion, son entre otros, factores que pueden producir mutaciones oncogénicas.
Las mutaciones que producen oncogenes son genéticamente dominantes; si
alguno de los cromosomas del par contiene un gen defectuoso, este producto
genetico envia la sefal de “division” y se origina el tumor. El defecto oncogénico
puede hallarse en cualquiera de las proteinas que intervienen en la comunicacién
de la sefial de “divisién”. Se conocen oncogenes que codifican proteinas de
secrecion, factores de crecimiento, proteinas transmembranales (receptores),
proteinas citoplasmaticas (proteinas G y protein-cinasas) y factores nucleares de
transcripcion que controlan la expresion de genes esenciales para la division
celular (Fos, Jun, Myc, etc). Algunos oncogenes codifican receptores de superficie
con sitios de union de sefal defectuosos o ausente, de manera que no hay
modulacién de la actividad tirosin-cinasa. (Tabla 2).

Los defectos en los genes supresores tumorales, eliminan restricciones
normales de la division celular, ya que los genes supresores codifican proteinas
que normaimente restringen este proceso y la mutaciones en uno o varios genes
pueden dar lugar a la formacion de tumores. (Tabla 3). E] crecimiento incontrolado,
provocado por genes supresores defectuosos es, a diferencia de los oncogenes,
genéticamente recesivo, asi, los tumores se formaran solo si los dos cromosomas
del par contienen el gen defectuoso. Una persona que hereda una copia correcta y
otra defectuosa no padecerd la enfermedad, pero cada célula del cuerpo de esta
persona contendra una copia defectuosa del gen, asi, si alguna de esas 10"
células somaticas sufre después una mutacién en la copia normal, puede
generarse un tumor a partir de esa célula doble mutante (Tabla 4). Mutaciones en
ambas copias de los genes pRB, p53 o p21 producen células en las que las
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restricciones sobre la divisién celular estan ausentes, con lo que se forma
tumor (ley de Knudson o del doble hit) (Fig. 2).
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El retinoblastoma es un tumor de la retina que afecta a nifos con los dos
alelos RB defectuosos. Los nifios de muy corta edad que desarrollan
retinoblastoma presentan nomalmente multiples tumores en ambos ojos. Cada
tumor es consecuencia de una sola célula que ha sufrido una mutacion en una de
las copias normales del gen RB (un feto con los dos alelos mutados en todas las
células no es viable). Los pacientes con retinoblastoma, tienen también una alta
incidencia de desarrollo de otras neoplasmas principalmente de pulmén, prostata o
mama. Un hecho menos frecuente, es que una persona que nazca con dos copias
normales de un gen, sufra dos mutaciones independientes del mismo gen en la
misma célula, pero puede llegar a ocurnr. Algunos individuos desarrollan
retinoblastoma al final de la infancia, normalmente con un unico tumor en un solo
0jo, estos individuos probablemente nacieron con dos copias normales de RB en
cada ceiula, pero han sufrido mutaciones en ambos genes RB en una sola célula
de la retina, lo que provoca un tumor. ( Fig. 2).

Las mutaciones en el gen p53, también causan tumores; en mas del 90% de los
carcinomas cutaneos de células escamosas en humanos (cancer de piel) y en
aproximadamente un 50% del resto de las neoplasias, p53 es defectuoso. Algunos
individuos, que heredan una copia defectuosa de p53 normalmente presentan el
sindrome de Li-Fraumeni, que da lugar a mdltiples neoplasias (de mama, cerebro,
huesos, sangre, pulmén y piel} a temprana edad con una frecuencia muy alta. La
explicacion para estos tumores muliiples en este caso es igual que para las
mutaciones de RB; un individuo que nace con una copia defectuosa de p53 en
cada célula somatica es probable que sufra una segunda mutacién de p53 en mas
de una célula en su vida.

El efecto de las mutaciones en oncogenes y genes supresores tumorales, no es
de todo o nada. En algunos tumores o quiza en todos, la progresiéon desde una
célula normal a un tumor maligno implica la acumulacion de mutaciones (a veces
durante varias décadas), ninguna de las cuales es responsable del efecto final.

La apoptosis es el suicidio celular programado, en el cual las células
pueden controlar con precision el tiempo de su propia muerte. En el desarrollo de
un embrién por ejemplo, algunas células deben morir, para poder construir el
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cuerpo adulto. La apoptosis, cumple también algunas misiones en otros procesos
ademas del desarrollo. Cuando una célula productora de anticuerpos produce
anticuerpos contra un antigeno presente en el cuerpo, esa celula experimenta una
muerte programada en el Timo (este mecanismo es esencial para la eliminacién
de anticuerpos contra si mismo). Algunas veces el suicidio celular, no esta
programado, sino que tiene lugar en respuesta a circunstancias bioloégicas que
amenazan al resto del organismo, como en las células infectadas por un virus que
muere antes de completar el ciclo infeccioso, impidiendo la propagacién del virus a
células vecinas, también varias situaciones de estrés severo, como calor,
hiperosmolaridad, luz UV y radiacion gamma, desencadenan el suicidio celular, ya
que seguramente el organismo se encontrard mejor sin esas células vivas vy
defectuosas. 1

Los mecanismos de regulacion que desencadenan la apoptosis, algunas
veces son controladas por las mismas proteinas que regulan el ciclo celular. La
sefial de suicidio a menudo proviene del exterior, a través de un receptor de
superficie. Algunas de estas proteinas son: a) E! factor de necrosis tumoral (TNF),
producidas por células del sistema inmune, interactian con las células a través de
receptores especificos de TNF. Estos receptores tienen sitios de union de TNF en
la cara externa de la membrana plasmatica y un “dominio de muerte” de
aproximadamente 80 residuos de aminoacidos, que pasan la sefal de
autodestruccion a través de la membrana a proteinas del citoplasma, tales como
TRADD (dominio de muerte asociado al receptor del TNF). B) Fas tiene un domino
de muerte similar que le permite interactuar con la proteina citoplasmasmica
FADD (dominio de muerte asociado a Fas), que activa una proteasa citosélica
llamada caspasa 8, esta enzima pertenece a una familia de proteasas implicadas
en la apoptosis, todas son sintetizadas como proenzimas inactivas, todas tienen
un residuo Cys critico en el sitio activo y todas hidrolizan sus proteinas blanco en
el lado carboxilo-terminal de residuos de Asp especificos. Cuando la caspasa 8,
“iniciadora”, se activa por una sefial apoptética procedente de FADD, se autoactiva
por escision de su propia forma proenzimatica. La mitocondria es uno de los
blancos de la caspasa 8 activa, que da lugar a la liberacion de ciertas proteinas
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localizadas entre las membranas mitocondriales interna y externa (citocromo C y
varias caspasas “efectoras”). El citocromo C se une a la forma proenzimatica de
las caspasas efectoras y estimula su propia activacion proteolitica por la caspasa
8 y las caspazas efectoras activadas a su vez catalizan la destruccion total de las
proteinas celulares, lo cual es una de las principales causas de muerte celular
apoptotica. Uno de los blancos especificos de la accién de las caspasas es la
DNasa activada por caspasas.

Los productos monoméricos de la degradacion del DNA y de las proteinas, se
liberan en un proceso controlado que les permite ser captados y reutilizados por
células vecinas. De este modo la apoptosis permite al organismo eliminar una
célula sin desperdiciar sus componentes. !
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CAPITULO i

DETECCION DE PROTEINAS POR INMUNOHISTOQUIMICA

La inmunchistoquimica (IHQ), tiene aproximadamente 55 afios, pero en la
actualidad en muchos lugares aln es considerada como una tecnologia nueva. En
los dltimos 15 afos su utilidad para el diagnéstico de procesos neoplasicos se
incrementé ya que por medio de la IHQ se puede determinar el sitio de origen y la
identidad del tumor en un 95% de los casos.

El patdlogo, es siempre el responsable del diagnéstico final de estas neoplasias y
dependiendo de este se establecera el tratamiento a seguir. Algunas veces la
historia clinica ayuda a tomar una decision para determinar si la lesion es maligna
o benigna, o bien para diferenciar si se trata de una neoplasia de tipo epitelial,
mesenquimatoso o hematopayético en esos casos el diagnadstico es sencillo, pero
en otros casos es dificil ya que el 5% de las neoplasias son clasificadas como
poco diferenciadas, clasificacién basada principalmente en la tincion histolégica de
rutina, hematoxilina-eosina (HE), y este 5% variara dependiendo de la calidad de
la tincion y de la interpretacién-experiencia del patélogo. Durante la década de los
70°s y 80’s, el microscopio electronico de transmisién fue la técnica de moda para
la clasificacién de las neoplasias no diferenciadas, pero el alto costo y los tiempos
prolongados para obtener los resultados impidieron muchas veces su aplicacion. A
partir de los 90’s, y hasta la fecha la IHQ ha sido la herramienta mas dtil para el
diagnéstico diferencial de neoplasias poco diferenciadas.

Para poder llevar acabo la IHQ en la actualidad existen diferentes métodos
directos e indirectos, la mayoria de ellos utiliza el sistema Biotina-Avidina, Biotina-
Estreptavidina, 6 sistemas libres de Biotina; en ambos casos lo fundamental de la
IHQ son los anticuerpos primarios, asi que comenzaremos por dar una breve
explicacién de estos.

Los anticuerpos son moléculas segregadas por células plasmaticas que se
han diferenciado a partir de células B que a su vez recibieron informacion de
celulas presentadoras de antigenos (macréfagos, células dendriticas) que han

procesado material extraio al del organismo animal, sin embargo fa obtencién de
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estos anticuerpos también se puede realizar “in vitro®. Por mencionar un ejemplo,
supongamos que inoculamos un antigeno a un organismo animal, las células
presentadoras de antigenos lo reconocerian inmediatamente como una substancia
extrafia, la célula fragmentara el antigeno en diferentes tamarios de péptidos y en
un noédulo linfatico lo expondra a los linfocitos By T, los cuales al ser estimulados
produciran anticuerpos y células citotoxicas. Los anticuerpos generados en esta
etapa son policlonales, ya que son segregados por diferentes linfocifos B y
reconocen diferentes epitopes del antigeno, los linfocitos B sufren un proceso de
diferenciacion, replicacion y multiplicacion (clona) al termino del cual, estos
producen anticuerpos especificos contra un epitope, de esta manera se generan
los anticuerpos monoclonales, estos, obtenidos “in vifro” son utiles en técnicas
inmunolégicas para el diagnéstico, como: inmunoprecipitaciéon
inmunofluorescencia, Western Blot e inmunohistoquimica (IHQ), a esta dltima, a
partir de este momento llamaremos inmunoperoxidasa o inmunofosfatasa. Para
poder visualizar los anticuerpos en esta técnica, es necesario llevar a cabo una
reaccion quimica colorimétrica, en otras palabras, los dos objetivos fundamentales
de la IHQ son: a) Detectar e identificar los epitopes en el tejido, b) Hacer visible la
reaccion epitope/anticuerpo.
Existen métodos directos e indirectos para poder alcanzar estos objetivos, los
primeros se basan en el marcaje del anticuerpo primario con fluoresceina o una
enzima, mientras que los métodos indirectos se apoyan en un segundo anticuerpo
que reconozca al primario, este segundo anticuerpo debe de ser generado en ofra
especie diferente de donde se genero el anticuerpo primario, posteriormente es
necesario la participacion de una enzima (peroxidasa 6 fosfatasa alcalina) la que
en presencia del sustrato especifico permite la oxidacion del cromégeno
(colorante) que se puede visualizar en el microscopio de luz.
De los métodos actuales para la deteccién de los determinantes antigénicos por {a
técnica de IHQ, los mas comunes son los siguientes:

a) Directa. Anticuerpo primario marcado con fluoresceina, o con una enzima

(peroxidasa o fosfatasa).
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b)

d)

Indirecta. Anticuerpo primarioc que posteriormente es reconocido por un
anticuerpo secundario {creado en diferente especie} ligado con peroxidasa
6 fosfatasa y posteriormente revelado con un colorante (substrato).
Indirecta Peroxidasa-anti-peroxidasa (PAP). Anticuerpo primario que
posteriormente es reconocido por un anticuerpo secundario que actia como
puente para el complejo PAP y posteriormente revelado con colorante
(substrato). En este sistema el anticuerpo secundaric es creado en
diferente especie que el anticuerpo primario y el complejo PAP.

Indirecta Avidina-Biotina (ABC). Anticuerpo primario que posteriormente es
reconocido por un anticuerpo secundario quimicamente unido con Biotina,
que actia como puente para la unién del complejo Avidina-perdxidasa y
revelado posteriormente con colorante; la enzima en presencia de peréxido
de Hidrégeno lleva acabo un proceso de oxidacién del colorante y esta
reaccion final es la que entonces es visualizada.

Indirecta Estreptavidina-Biotina LSAB+ (labefled Streptavidin-Biotin). Esta
técnica es idéntica a la anterior, la (nica diferencia radica en el complejo, ya
que en esta, el lugar de ser Avidina, utilizamos Estreptavidina que tiene
mucha mayor afinidad por la Biotina y por lo tanto la reaccién es mas
estable a pequefios cambios de pH. (Fig. 8)

Fig.8 Sistema LSAB+
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La tecnologia desarrollada en IHQ, actualmente permite detectar menos de
100 copias de protelnas por célula; esta sensibilidad esta revolucionando los
patrones de referencia establecidos para aquellos determinantes antigénicos que
hasta ahora no se podian demostrar por los métodos anteriormente mencionados.
Los sistemas de deteccion mas sensibles en IHQ son los siguientes:

a) Sistema de Amplificacién de la Sefal Catalizada CSA (Catalized Signal
Amplification). Esta tecnologia tiene como fundamento el sistema de
Estreptavidina-Biotina, la gran diferencia radica en el conjugado
Tiramida-Biotina que es afadido después del complejo estreptavidina-
biotina (biotina en lugar de peroxidasa), es decir este primer complejo
funciona como un segundo puente, ya que permite la uniébn de
(n)moléculas det conjugado Tiramida-Biotina, y la posterior unién en
misma cantidad de (n)moléculas del complejo estreptavidina-peroxidasa
y la subsecuente oxidacién del colorante en presencia de perdxido de
Hidroégeno para su visualizacion. { Fig. 9)

Fig.9 Sistema de Amplificacién de la Sefial

30




b) Sistema libre de biotina EPOS (Enhanced Polymer One Step). Este
sistema no utiliza la bictina como una herramienta para el puente entre
e! anticuerpo primario y el complejo estreptavidina-peroxidasa, sino mas
bien, se fundamenta en la unién de (n) moléculas de peroxidasa y de
anticuerpo secundario a un polimero, este conjugado anticuerpo
secundario-peroxidasa-polimero permite llevar acabo la reaccién de
IHQ en un solo paso y la visualizacién de la reaccion se realiza por la
oxidacion del colorante en presencia de peréxido de Hidrégeno.(Fig. 10).

Fig.10 Sistema Libre de Biotina (EPOS)
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CAPITULO v

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad la deteccion de proteinas tiene una gran importancia en el
diagnéstico e investigacién de la genésis del cancer, por tal motivo, la deteccidn
de la expresion de las mismas “in sifu” es de vital importancia en el diagnéstico y
tratamiento del paciente, sin embargo esta deteccién no es la misma dependiendo
de la técnica empleada; la deteccion de proteinas por la técnica de
inmunohistoquimica (IHQ) hasta hace poco tiempo tenia una sensibilidad inferior a
la técnica de Western Blot, sin embargo a diferencia de esta ultima, la IHQ sigue
teniendo la ventaja que la interpretacion de la expresion de las proteinas se realiza
“in situ” del material que se desea analizar lo que facilita la interpretacion de los
resultados, por esta razén, en la actualidad la |IHQ es una herramienta
imprescindible en un Departamento de Patologia para realizar el diagnédstico
diferencial de procesos neoplasicos poco diferenciados. Gracias a los avances
tecnologicos, la sensibilidad de la técnica actualmente es igual que la técnica de
hibridacidn in situ, por esta razén la deteccion de proteinas con un nivel de
expresion muy pequefio o que tienen una vida media muy corta pueden ser
detectadas sobre el tejido a analizar, algunas proteinas que tienen estas
caracteristicas son las que participan en la regulacién del ciclo celular, por tal
motivo en este frabajo se correlacionara la expresion de algunas de ellas por
diferentes métodos de inmunodeteccion, en diferentes tejidos para su posterior
aplicacion en tejidos neoplasicos, y finalmente en el diagnéstico y pronostico de
tumores de los pacientes del Departamento de Patologia del Instituto Nacional de
Pediatria.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la expresion de proteinas del ciclo celular en diferentes cortes
histologicos de tejidos fijados en formaldehido/embebidos en parafina del
laboratorio del Departamento de Patologia del Instituto Nacional de Pediatria.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

 Estandarizar la técnica de inmunohistoquimica con los métodos:
Estreptavidina-Biotina (LSAB+), Amplificacidon de la Sefal Catalizada (CSA)
y Sistema Libre de Biotina (EPOS), en los siguientes tejidos: cérvix,
papiloma laringeo, amigdala, apéndice y adenocarcinoma.

e Detectar la expresion de las proteinas C-fos, Cjun, E2F, Ki-67, p53 y

pREB110 en los tejidos antes mencionados.

HIPOTESIS

Si la expresién de las proteinas del ciclo celular en los diferentes tejidos a analizar
tienen un nivel de expresion bajo, entonces la detecciéon de las mismas mediante
los diferentes métodos de inmunodeteccién sera diferente.

ESTRATEGIA GENERAL

Se realizaron cortes histolégicos a 2 pym de los diferentes tejidos embebidos en
parafina para estandarizar la deteccion por inmunohistoquimica la expresion de
las proteinas: C-fos, C-jun, E2F, Ki-67, p53 y pRB110 con anticuerpos mono y
policlonales comerciales utilizando diferentes métodos de inmunodetecion:
Sistema Estreptavidina-Biotina (LSAB+), Sistema de amplficacién de la sefial
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(CSA) vy Sistema libre de Biotina (EPOS), se utilizaron los siguientes tejidos para
la estandarizacion: cervix, papiloma laringeo, amigdala, apéndice,
adenocarcinoma y otros tumores para de esta manera utilizar aquellos en los
cuales la inmunodeteccion fue apropiada y especifica para c/u de los anticuerpos
utilizados y asi emplearios como controles positivos en el andlisis de expresion de
las proteinas en estudios posteriores. Se incluyeron en este trabajo 20 bloques
de parafina de pacientes con diagnéstico clinico e histopatolégico de
Retinoblastoma que acudieron al Instituto Nacional de Pediatria de los afios de
1999 al 2001, a los cuales ya se les habia realizado la prueba de
inmunohistoquimica con un sistema de deteccién avidina-biotina, pero que los
resultados obtenidos no cumplian con la calidad suficiente para su interpretacion.
Los bloques en parafina de los pacientes se seleccionaron considerando que
tenian suficiente material para analizar.

METODOLOGIA
Deteccion de proteinas por el método LSAB+ (labelled Streptavidin-Biotin)

Para la técnica de inmunohistoquimica, las piezas quirdrgicas fueron fijadas en
formaldehido al 10% amortiguado con fosfatos e incluidas en parafina. Se
realizaron cortes a 3 y 2um, los cuales fueron utilizados para el diagnéstico
histopatolégico con hematoxilina-Eosina (H&E) y para la inmunotincién
respectivamente.

Se realizd la inmunodeteccion de las proteinas con el complejo biotina-
estreptavidina/peroxidasa, mediante el sistema de detecciéon LSAB+ (Labelled
streptavid-Biotin, Dako Corporation, Carpinteria Calif. USA). Se empleo un buffer a
base de Citrato de Sodio al 0.1 M, pH 6.2 (Target Dako Corporation, Carpinteria
Calif. USA) para el desenmascaramiento de epitopes, para bloguear la actividad
de la peroxidasa endogena, las muestras fueron tratadas con perdxido de

Hidrégeno al 0.9% en medio acuoso por 5 minutos, para eliminar los sitios de
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unidn inespecificos las muestras fueron tratadas con Albumina Sérica Bovina al
1% en PBS por 5 minutos, posteriormente las muestras se incubaron por 45
minutos con los respectivos anticuerpos: C-fos (Policlonal de conejo, cat. PU348-
UP), C-jun (Clona c-jun88, cat. AM349-5M), ambos de Biogenex Calif. USA, E2F 1
(Clona KH95, cat. sc-251, Santa Cruz Biotechnology), Ki-67 (Clona MIB-1, cat.
M7240), p53 (Clona DO-7, cat. M7001) y pRB110 (Clona Rb1, cat. m7131), estos
ultimos de Dako Cymation, Carpinteria Calif. USA. Las muestras fueron incubadas
con el anticuerpo biotinilado (anti-ratén/anti-conejo) y con el complejo
estreptavidina/peroxidasa por 30 minutos c/u, para visualizar la reaccién se utilizd
como sustrato 3,3-diaminobencidina-H,O, (Dako Cymation, Carpinteria Calif.
USA). Se utilizaron los siguientes tejidos para la deteccién de: Papiloma laringeo
(C-fos, C-jun y E2F1), Osteosarcoma (p53 y pRB110) y amigdala para Ki-67,
ademas se incluyeron las 20 muestras (bloques de parafina) de los pacientes con
diagnéstico de retinoblastoma, como control negativo suero normal de ratdn en
PBS, que se agrega en lugar del anticuerpo primario. Toda la pieza quirirgica fue
analizada por IHQ.

Deteccion de proteinas por el método CSA (Catalyzed Signal Amplification)

Los cortes histologicos de las muestras fueron tratadas igual que con el
sistema anterior hasta el paso de la incubacién con el anticuerpo secundario
biotinilado, después de este paso las muestras fueron incubadas con el complejo
estreptavidina/biotina, posteriormente con el conjugado tiramida/biotina,
continuando con el complejo estreptavidina/peroxidasa por 30 minutos c/u (CSA
HRP, cat. K15001 Dako Cymation, Carpinteria Calif. USA), para visualizar la
reaccion se utilizé como sustrato 3,3 -diaminobencidina-H;O; (Dako Corporation,
Carpinteria Calif. USA), empleando los mismos tejidos y control negativo que en el
sistema anterior.
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Deteccién de proteinas por el método EPOS (Enhanced Polymer One Step)

Los cortes histoldgicos de las muestras fueron tratadas igual que con el
sistema LSAB+ hasta el paso de la incubacién con el anticuerpo primario, después
de este paso se incubaron con el polimero conjugado con el anticuerpo secundario
anti-ratén o anti-conejo por 20 minutos (EnVision+ System Labelled Polymer-HRP,
cat. K4001 y K4003, Dako Cymation, Carpinteria Calif. USA), para visualizar la
reaccién se utilizé como sustrato 3,3 -diaminobencidina-H;0, (Dako Corporation,
Carpinteria Calif. USA), empleando los mismos tejidos y control negativo que en el
sistema LSAB+.

RESULTADOS

Teniendo como antecedentes que los diferentes métodos de deteccion de
proteinas en cortes histolégicos de tejidos fijados en formaldehido/embebidos en
parafina tienen diferente sensibilidad, se estandarizo la deteccion de proteinas del
ciclo celular por la técnica de IHQ con los diferentes métodos de deteccion
(LSAB+, CSA y EPOS) en diferentes tejidos con el propdsito de evaluar la
sensibilidad de cada uno de ellos, para de esta manera utilizar el mas adecuado
en la inmunodeteccion de las proteinas C-fos, C-jun, E2F1, Ki-67, p53 y pRB110
en tejidos neoplasicos (empleando en este trabajo como modelo el
retinoblastoma) (Tabla 5).

La valoracién de ia inmunoexpresion de las proteinas se realizé de acuerdo
a la intensidad de la coloracién con DAB asignando la escala siguiente: (-) cero
expresion, (+) poca, (++) media, y (+++) alta expresion de acuerdo a los
parametros establecidos en el Departamento de Patologia del Instituto, se tomo
como referencia positiva, aquellos en los cuales la inmunoexpresion fue de (++) y
(+++) en cada uno de los métodos utilizados.

Por el método LSAB+ es posible detectar la mayoria de las proteinas en
los cortes histolégicos, pero se observé que tiene una sensibilidad limitada para
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las proteinas del ciclo celular, ya que por este método sélo se logro detectar la
inmunoexpresién de la proteina Ki-67 en una escala de (++) y (+++) (Figs. 11, 12)
y en las proteinas p53 y E2F1 la inmunoexpresién sélo se pudo observar en (+)
(Figs. 13, 14, 15, 16) y no fue posible detectar las proteinas C-fos, C-jun ; en el
caso de ia proteina pRB110, la inmonoexpresién tuvo diferentes patrones de
expresion que fueron desde G a + en los diferentes tejidos (tabla 5y 6).
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Fig. 11 Ki-67 Fig. 12 Ki-67 Fig. 13 E2F 10X Fig 14 E2F LSAB
LSAB 10X LSAB 40X LSAB 40X

Fig. 15 p-33 LSAB
10X

Por el método CSA, fue posible detectar la inmunoexpresion de las
proteinas del ciclo celular, Ki-67, pRB110, p53, E2F1, C-fos y C-jun, pero el
emplec de este método para la inmunodeteccion de proteinas tiene sus ventajas y
desventajas; para la deteccion de proteinas nucleares se obtienen excelentes
resultados, sin embargo para la deteccion de proteinas citoplasmaticas 6 de
membrana se obtienen resultados falsos negativos, la interpretacion de los
resultados no es adecuada, debido a esto, pueden ser faciimente mal
interpretados por personal con poca experiencia o deficiente capacitacion, esta
“mala” interpretacion se debe a ia reaccién cruzada de las inmunoglobulinas con
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su receptor y al empleo del conjugado tiramida-biotina en este sistema (fotografias
no mostradas).

Por el método EPOS, también fue posible detectar la inmunoexpresién de
las proteinas del ciclo celular, y a diferencia del método CSA con este método no
se obtienen falsos negativos en la expresidn de las proteinas citoplasmaticas y de
membrana, en comparacién con el método LSAB+ y CSA con este método se
elimina la poca tincién de fondo observada en los métodos antes mencionados, lo
que facilita la interpretacién de los resultados (Figs. 17, 18, 19, 20, 21, 22).
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Fig. 19 Ki-67 10X Fig. 20 Ki-67 40X

Fig.17 E2F 10X
EPOS EPOS EPOS EPOS
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Fig. 21 Ra p:53 Fig 22 p-53 EPOS
EPOS 10X X

TABLA 6. SENSIBILIDAD DE LOS DIFERENTES SISTEMAS

C-fos | Cjun | E2F1 | Ki-67 | p53 | pPRB110
LSAB+ = = + | b |+ -
{_.abelled Streptavid-Biotin
EPOS ++ ++ ++ | 4+ | ++
Enhanced Polymer One Step
CSA | b | b | e | | b
Catalyzed Signal Ampiification

(-) negativo, (+) poca expresion, (++) media expresion, (+++) alta expresion
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TABLA 7. REACCION DE LOS SISTEMAS CON DIFERENTES ESPECIES

Raton | Conejo | Rata | Cabra | Cerdo | Cobayo | Gallina de
Guinea

LSAB+

Laboed A N RV BNV R Y

Streptavidin-Biotin

EPOS
Enhanced Polymer ‘\/ \’
One Step

CSA

Catalyzed Signal
Amplification

DISCUSION

En el caso del sistema de deteccion LSAB+, no es d6ptimo para trabajar en
modelos experimentales animales ya que por la techologia empleada en éste,
ocasiona tincién de fondo en el tejido analizado debido a las inmunoglobulinas
presentes en el tejido y que puede ser interpretada como reaccioén positiva por
personal mal capacitado o con poca experiencia, pero que en realidad esta tincién
es una reaccion cruzada de los anticuerpos secundarios del sistema LSAB+. (Figs.
23, 24, 25, 26).
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Fig. 23 RB Fig. 24 RB Fig. 25 RB LsAB Fip. 26 RB LSAB
linfocitos CSA linfogitos CSA 10X tincidn 40X tincidn
10X tincidn 40X tincion inespecifica inespecifica.
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TABLA 7. REACCION DE LOS SISTEMAS CON DIFERENTES ESPECIES

Ratén | Conejo | Rata

Cabra | Cerdo

Gallina de
Guinea

Cobayo

LSAB+

Labelied
Streptavidin-Biotin

v \

EPOS

Enhanced Polymer
One Step

CSA
Catalyzed Signal
Amplification

DISCUSION

En el caso del

sistema de deteccion LSAB+, no es 6ptimo para trabajar en

modelos experimentales animales ya que por la tecnologia empleada en éste,

ocasiona tincion de fondo en el tejido analizado debido a las inmunoglobulinas

presentes en el tejido y que puede ser interpretada como reaccion positiva por

personal mal capacitado o con poca experiencia, pero que en realidad esta tincién

€s una reaccion cruzada de los anticuerpos secundarios del sistema LSAB+. (Figs.

23, 24, 25, 26).
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En el caso de los sistemas CSA y EPOS, ambos pueden ser empleados en
modelos experimentales animales siempre y cuando se utilice el complementario
al tejido del modelo experimental en cuestion y no sean ratones o conejos.
La estandarizacion en la deteccion de la expresién de proteinas del ciclo celular en
los diferentes tejidos mediante la técnica de IHQ empleando los diferentes
sistemas permitié optimizar los insumos en el departamento de Patologia del INP,
asi como también corroborar de manera indirecta que los sistemas de deteccion
empleados no pueden ser empleados en todos los modelos animales ya que estos
generan reaccion cruzada, lo que irae como consecuencia una mala interpretacion
de los resultados como se pudo observar en los experimentos realizados, con
estos resultados se cumplié con el objetivo principal planteado en este trabajo.
Teniendo ya estandarizados los diferentes sistemas de deteccion, se realizd
una prueba con muestras 20 pacientes de tejido fijado/embebido en parafina de
con diagnédstico clinico e histopatoldgico de retinoblastoma para la deteccion de
las proteinas E2F, Ki-67, p53 y pRB110, ya que al realizar la deteccion de estas
proteinas con el sistema avidina-biotina no se pudieron detectar é sélo se observé
una inmunoreaccion de +, (resultados similares al emplear el sistema LSAB+), sin
embargo al emplear los sistemas CSA y EPOS la inmunoreaccion se incremento
hasta +++ (Fig. 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38) en aquellas muestras
donde anteriormente con los sistemas avidina-biotina y LSAB+ sélo se observaba
una reaccion de +, los casos en los cuales, con estos sistemas no se pudo
detectar a la proteina de interés podemos decir que son negativos 6 que la
concentracion de proteina es muy pequefia por lo que no es posible su deteccion
mediante la técnica de inmunohistoquimica, confirmados los resultados
esperados, (amplificacion de la senal hasta +++), se continuo con la deteccién de
las deméas proteinas en el laboratorioc de Patologia Molecular, actualmente el
andlisis de la expresion de estas proteinas en los tejidos fijados en
formaldehido/embebidos en parafina de pacientes con diagnéstico clinico e
histopatologico de retinoblastoma estan siendo analizados por personal experto
del Departamento de Patologia del Instituto Nacional de Pediatria, cabe aclarar

que la interpretacién de estos datos para su aplicacion en la clinica, no la puede
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realizar cualquier profesional que no tenga los conocimientos adecuados en

patologia, ya que el andlisis de

la expresion de proteinas sobre cortes

histolégicos, involucra un trabajo académico muy extenso ademas de la

experiencia profesional, en otras patabras interpretar la IHQ no es sélo “ver si se

tife 0 no con los cromégenos empleados”, por esta razon el objetivo principal de

este trabajo fue la estandarizacién de los anticuerpos con los diferentes sistemas

de deteccion.
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CONCLUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos en la deteccion de la expresion de

proteinas del ciclo celular en los diferentes tejidos utilizados y en los casos de
retinoblastoma, es posible sugerir que la deteccién de este tipo de proteinas se
realice ya sea con el sistema de deteccion CSA o EPOS ya que con estos se
obtuvieron los mejores resultados para la interpretacién de los mismos. No
olvidando que el sistema CSA no es recomendable para la deteccién de proteinas
citoplasmaticas o de membrana y que la inmunodeteccién con estos sistemas es
mas adecuada que con el sistema LSAB+.
La dnica ventaja que la tecnologia empleada en el sistema LSAB+ nos
proporciona, es que pemmite trabajar con anticuerpos primarios obtenidos de
diferentes especies tales como: ratén, rata, cabra, conejo, gallina y cobayo; y en el
caso de los sistemas CSA y EPOS solo permiten trabajar con anticuerpos
primarios obtenidos de ratén y de conejo (Tabla 6).
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ANEXOS

PREPARACION DE REACTIVOS

Formaldehido amortiguado al 10%

Formaldehido 37-40% 100 mL/L

Fosfato de Potasio (4.0 g/L.

monobasico

Fosfato de Potasio dibasico |6.5 g/l

Agua desionizada c.b.p. 1000 mL

Citrato de Sodio 0.1 M

Citrato de Sodio (P.M.|284g/L

294 2)

Agua desionizada 900 mL

pH 6, ajustar pH con HCi| pH 6

conc.

Tween 20 1 mL

Agua Desionizada ¢.b.p.1000
mL

PBS

Agua desionizada 900 ml.

Fosfato de Potasio |0.24 g/L

monobasico

Fosfato de Potasio dibasico |1.44 g/L

KCi 0.24g/L.

NaCi 8.0g/l.

Agua desionizada ¢.b.p.1000
mlL
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TBST

Agua desionizada 750 mL
Tris 6.05 g/L.
NaCl B.76 g/L.
Tween 20 1mL
Etanol absoluto (opcional)} |50 mL /L.
pH ajustar pH con HCI|7.5

conc.

Agua desionizada c.b.p. 1000 mL
AlbUmina Bovina 1%

Albdimina sérica bovina 1g/100 mL
PBS (agua estéril) 100 mL

Peréxido de Hidrogeno 0.9%

Agua destilada 70 mL
Perdxido de Hidrégeno 30% | 3 mL
Agua destilada c.b.p. 100 mL

PBS/diluyente de anticuerpos

Agua desionizada estéril 90 mL

Fosfato de Potasio |0.024

monobasico g/100mL

Fosfato de Potasio dibasico |0.144 g/100
mL

KClI 0.02 g/100 mi

NaCl 0.80g/100 mL.

Agua desionizada esténl c.b.p. 100 mi.

NaN; 15 mM. 0.976 g/100

mL




PROTOCOLO HQ L SAB+HRP/DAB

FUNDIR PARAFINA. 30 min.-24 hrs. 56 "C-59 °C.
DESPARAFINAR Xilol 5 min.
Xilol 30 seg.
HIDRATAR Alcoholes degradados. 2 c/u por 30 seg.
*DESENMASCARAMIENTO Horme de microondas/olla | t X 5 min, con Citrato de Sodio 6 con
de presién E.D.T. A.
REPOSO Bafio Maria a Temperatura | 1 X 20 min.
ambiente.
**DIGESTION ENZIMATICA Sisterna coverplate 1 X 6 min. Proteinasa K
LAVADO Agua destilada. 2 X 30 seg.
BLOQUEO PEROX. ENDO. H,0, 3% § X 5 min.
LAVADO PBS Tween 20 0.1% 1 X 4 min.
BLOQUEO DE PROTEINAS BSA 1% t X 5 min.
ANTICUERPQ PRIMARIO Termperatura ambiente. 1 X 45 min.
LAVADO PBS Tween 20 0.1% 1 X 4 min.
ANTICUERFO BIOTIN. Temperatura ambiente. 1 X 30 min.
LAVADO PBS Tween 20 0.1% 1 X 4 min.
ESTREPTAVIDINA-HRP Temperatura ambiente. 1 X 30 min.
LAVADO PBS Tween 20 0.1% 1 X 4 min.

DAB Temperatura ambiente. Monitorear al microscopio.
LAVADO Apgua destilada Vaso de pp de 600 ml.
CONTRA-TINCION HEMATOXILINA DE | 3-7 min.

GILL
DIFERENCIAR NH,OH 0.37 M. 30-60 seg.
LAVADO Agua destilada 2 cambios de 400 ml c/u.
DESHIDRATAR Alcoholes degradados, | 2 ¢/u por 30 seg.

hasta Etancl Absoluto

Anhidro.
SECAR Campanz de extraccidn Temperatura ambiente.
MONTAR Y CUBRIR Resina - Cubreobjeto

OBSERVAR RESULTADOS AL MICROSCOPIO

(Garcia Vazquez F J. 2005)
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PROTOCOLO EPGS/HRP/DAB

FUNDIR PARAFINA. 30 min.-24 hrs. 56 °C-59 °C.
DESPARAFINAR Xilol 5 min.
Xilol 30 sep.
HIDRATAR Alcoholes degradados. 2 c/u por 30 seg.
**DESENMASCARAMIENTO Herne de microondas/olla | 1 X 5 min, con Citrato de Sodio 6 con
de presion E.D.T. A.
REPOSO Bafio Maria a Temperatura | ] X 20 min.
ambiente,
**DIGESTION ENZIMATICA Sistema coverplate 1 X 6 min. Proteinasa K
LAVADO Agua destilada. 2X 30 seg.
BLCQUEO PEROX. ENDO. H:0, 3% 1 X 5 mm.
LAVADO PBS Tween 20 0.1% 1 X 4 min.
ANTICUERPO PRIMARIC Temperatura ambiente. 1 X 15-30 min.
LAVADO PBS Tween 20 0.1% 1 X 4 min.
COMPLEJO Ab 2% Polimero/HRP. | Temperatura ambiente. 1 X 15-30 min.
LAVADO PBS Tween 20 0.1% 1 X 4 min.
DAB Temperatura ambiente. Monitorear al microscopio.
LAVADO Agua destilada Vaso de pp de 600 ml.
CONTRA-TINCION HEMATOXILINA  DE |3-7 min.
GILL
DIFERENCIAR NH,OH 0.37 M. 30-60 seg.
LAVADO Agua destilada 2 cambios de 400 ml c/u.
DESHIDRATAR Alcoholes degradados, | 2 c/u por 30 seg.
hasta Etanol Absoluto
Anhidro.
SECAR Campana de extraccion Temperatura ambiente,
MONTAR Y CUBRIR Resina - Cubreobjeto
OBSERVAR RESULTADOS AL MICROSCOPIO

(Garcia Vazquez F J. 2005)
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PROTOCOLO CSA/HRP/DAB

FUNDIR PARAFINA. 30 min.-24 hrs. 56 "C-59 °C.
DESPARAFINAR Xilol 5 min,
Xilot 30 sep.
HIDRATAR Alcoholes degradados. 2 ¢/u por 30 seg.
DESENMASCARAMIENTO Homo de microondas/olla de | | X 5 min, con Citrato de Sodio 6 con
presidn E.D.T A
REPOSO Bafio Maria a Temperatura | 1 X 20 min.
ambiente,
LAVADO Agua destilada, 2X 30 seg.
BLOQUEO PEROX. ENDO, H,0, 3% t X 5 min.
LAVADO PBS Tween 20 0.1% | X 4 min.
BLOQUEOG DE PROTEINAS BSA 1% 1 X 5 min.
ANTICUERFO PRIMARIO Temperatura ambiente. 1 X 45 min.
LAVADO PBS Tween 20 0.1% t X 4 min.
ANTICUERPO BIOTIN. Temperatura ambiente. 1 X 30 min.
LAVADO PBS Tween 20 0.1% 1 X 4 min.
COMPLEIO ESTREPTAVIDINA- | Temperatura ambicnte 1 X 30 min.
BIOTINA
LAVADO PBS Tween 20 0.1% 1 X 4 min.
COMPLEJO TIRAMIDA-BIOTINA Temperatura ambiente 1 X 30 min.
LAVADO PBS Tween 20 0.1% 1 X 4 min.
ESTREPTAVIDINA-HRP Temperatura ambiente, 1 X 30 min.
LAVADO PBS Tween 20 0.1% 1X 4 min. =
DAB Temperatura ambientc. Monitorear al microscopio.
LAVADO Agua destilada Vaso de pp de 600 ml.
CONTRA-TINCION HEMATOXILINA DEGILL |3-7 min.
DIFERENCIAR NH,OH 0.37 M. 30-60 seg.
LAVADO Agua destilada 2 cambios de 400 ml ¢/u,
DESHIDRATAR Alcoholes degradados, hasta | 2 c/u por 30 seg.
Etanol Absoluto Anhidro.
SECAR Campana de extraccion Temperatura ambiente.
MONTAR Y CUBRIR Resina - Cubreobjeto

OBSERVAR RESULTADOS AL MICROSCOPIO

(Garcia Vazquez F J. 2005)
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GLOSARIO

Alelo: variantes de un gen polimorfo en un locus genético dado.

Antigeno: cualquier molécula capaz de ser reconocida por un anticuerpo o
receptor de célula T.

Antigeno CD: designacion de los cumulos de diferenciacién asignados a
moléculas de superficie de leucocitos, que se identifican con un grupo dado de
anticuerpos monoclonales.

Apoptosis: forma de muerte celular programada, caracterizada por la digestion
del DNA con Endonucleasa.

Cininas: familia de polipéptidos liberados durante la respuesta inflamatoria, que
incrementan la permeabilidad vascular y la contraccién de la musculatura lisa.

Clon: células idénticas derivadas de un solo progenitor.

Delecién clonal: proceso por el cual el contacto con un antigeno en un estadio
temprano de la diferenciacién de linfocitos induce la muerte celular por apoptosis.

Determinante antigénico: cimulo de epitopos.
Epitopo: parte de un antigeno reconocida por un receptor de antigeno.
Factor de necrosis tumoral (TNF o TNFO). junto con la linfotoxina citosina

relacionada (TNFD), en principio se denominé asi por su efecto citotoxico sobre
ciertas células tumorales, pero también tiene funciones inmunorreguladoras.
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Fagolisosoma: vacuola intracelular en la que tienen lugar la destruccion y la

digestion del material fagocitado, después de la fusion del fagosoma con el
lisosoma.

Fagosoma: vacuola intracelular producida luego de la invaginacién de la
membrana celular alrededor del material fagocitado.

Halotipo: conjunto de variantes alélicas presentes en determinada region
genética.

Inmunégeno: cualquier sustancia que induce una respuesta inmune. Mientras que

todos los inmunégenos son antigenos, no todos los antigenos son inmundgenos.

Interferones (IFN). el INFO deriva de diversos leucocitos, el IFNO de los
fibroblastos y el IFNO de los linfocitos. Los tres tipos inducen un estado antiviral en
las células, y el IFN(J actGa como citicina en la regulacidn de respuestas inmunes.
Interleucinas (IL): designacion de algunas citocinas secretadas por los leucocitos.

LOH: Perdida de heterocigocidad

Proteasoma: complejo de enzimas proteoliticas citoplasmaticas que intervienen
en el procesamiento del antigeno para su asociacion con el CMH.

Proteina tirosina cinasa: enzimas capaces de fosforilar las proteinas de las
tirosinas; a menudo actian como una cascada en el sistema de transduccion de
sefiales de las células.

Regiones determinantes de complementariedad (CDR). secuencias

hipervariables de aminoacidos dentro de las regiones variables del anticuerpo y
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del receptor de células T, que interactGan con aminoacidos complementarios

sobre el antigeno o el complejo péptido-CMH.

RB: Retinoblastoma

RB1: Gen retinoblastoma humano

Kb: Kilobases

E2F: Factor 2 promotor de la transcripcion

E2F1: Factor 2 promotor de la transcripcién humana

CDC: Cinasa dependiente de ciclina
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