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RESUMEN

El retinoblastoma (Rb) es un tumor intraocular maligno que se origina en la
retina y aparece generalmente durante la infancia temprana, puede ser unilateral o
bilateral y se presenta con una frecuencia del 70 y 30% respectivamente. EIl curso
clinico sin tratamiento es invariablemente fatal y la extirpacion quirdrgica del ojo
afectado es el mas comun de los tratamientos. La forma bilateral de esta enfermedad
constituye un modelo de estudio de predisposicion genética a padecer cancer, ya que
los pacientes afectados por la forma bilateral tienen un riesgo aumentado de
desarrollar otros tumores malignos. Ademas si llegan a la vida adulta y procrean, en
cada embarazo existe un riesgo de casi el 50% de heredar la enfermedad. En su
origen también ha sido implicado el virus del papiloma humano, ya que se ha
encontrado DNA de este virus en los tejidos tumorales. La aparicion del
retinoblastoma estd asociada a la ausencia genética o funcional del gen de
susceptibilidad al retinoblastoma que se ubica en el brazo largo del cromosoma 13.
El producto del gen es la proteina pRb de 110 kD, la cual tiene un papel esencial en
el control del ciclo celular. Posteriormente a la identificacion del pRb, se
encontraron dos proteinas funcional y estructuralmente relacionadas con pRb, las
proteinas pl07 y p130, formando asi la familia del gen de susceptibilidad al
retinoblastoma. No se sabe si la inactivacion de los otros miembros de esta familia
también estd involucrada en el desarrollo de este tumor. El presente estudio tiene
como objetivo determinar la presencia o ausencia de las proteinas p107, pRb y p130
en retinoblastomas primarios mediante la técnica de Western blot. Las proteinas
analizadas provienen de los tejidos tumorales de 23 nifios afectados con
retinoblastoma diagnosticados y atendidos en el Hospital de Pediatria del CMN-
SXXI (IMSS) y en el Hospital Infantil de México (HIM) Federico Gémez.

Las proteinas p130 y pl07 se encuentran expresadas en todas las muestras
analizadas, y la proteina pRb se encontrd expresada solamente en 5 de las muestras
analizadas. Es interesante sefialar que en 4 de las 5 muestras en las cuales se detecto
PRD, se identifico también DNA del Virus de Papiloma Humano.

vii
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1. INTRODUCCION

1.1. Cancer

El cancer es el crecimiento anormal e incontrolado de células causado por
alteraciones genéticas, por lo cual las células pierden el control de su propio
desarrollo; pueden invadir y destruir los tejidos sanos. Las células pueden
desprenderse del grupo primario de células tumorales y trasladarse a otras partes del
cuerpo. Ahi pueden continuar su crecimiento y a este proceso de propagacion se le

[lama metastasis [1].

Una célula anormal aislada que no prolifera, no produce ningun dafio
significativo, pero si su proliferacion esta fuera de control producird un tumor o
neoplasia que es una masa de células anormales que crece inexorablente. Si las
células neoplésicas permanecen agrupadas en una masa Unica, se dice que el tumor
es benigno y generalmente puede conseguirse una curacion completa extrayendo la
masa quirdrgicamente. Un tumor se considera canceroso solo si es maligno, es
decir, si sus células tienen la capacidad de invadir el tejido circundante. La
capacidad invasora implica, generalmente, la habilidad de dafiar tejidos normales,
liberarse, entrar en el torrente sanguineo o linfatico y formar tumores secundarios o

metastasis en otros lugares del cuerpo [1].

Los tumores malignos se clasifican de acuerdo con el tejido y con el tipo
celular a partir del cual se originan. Los tumores procedentes de células epiteliales
se denominan carcinomas; los que proceden de tejido conjuntivo o de células
musculares se denominan sarcomas. Entre los tumores que no encajan en ninguna
de estas dos amplias categorias se encuentran las diversas formas de leucemia,
derivadas de células hematopoyéticas y los tumores derivados de células del sistema

nervioso [1].



Paralelamente a esta clasificacion de los tumores malignos, existe una serie
de nombres relacionados para tumores benignos: un adenoma, por ejemplo, es un
tumor epitelial benigno con una organizacion glandular, siendo el tipo de tumor
maligno correspondiente un adenocarcinoma; otro ejemplo lo constituye un
condroma y un condrosarcoma, que son respectivamente, tumores de cartilago

benigno y maligno [1].

Las células cancerosas pueden ser extirpadas quirdrgicamente o eliminadas con
agentes toxicos o con radiacion, pero es dificil erradicarlas todas y cada una de ellas.
Los tratamientos que matan a las células cancerosas generalmente también son
toxicos para las células normales. Ademas, si quedan unas cuantas células malignas,
éstas pueden proliferar y producir un resurgimiento de la enfermedad; a diferencia
de las células normales, las células malignas pueden desarrollar resistencia a los

medicamentos utilizados en su contra [1].

1.2. Epidemiologia

El estudio de las neoplasias en nifios comprende los casos de cancer que se
presentan en el grupo de menores de 15 afos, estas representan entre 1 y 5% del

total de las neoplasias en la poblacion con cancer [2].

Las neoplasias malignas en los adultos son diferentes de las de los nifios.
Entre los adultos predominan las neoplasias de tipo epitelial es decir los carcinomas
y alcanzan una frecuencia de 80%. En contraste en los menores de 15 afios,
predominan los de tipo no epitelial alcanzando una frecuencia del 92% y solo con un
8% los tumores de tipo epitelial y entre los 15 y 19 afios ocurre una transicion.
Debido a estas diferencias y para facilitar el registro y la comunicacion entre
especialidades médicas, en 1987 se establecié una clasificacion para las diferentes

neoplasias en los nifios. esta clasificacion se basa en el aspecto histologico y no en la

2



regién topografica donde se desarrolla la neoplasia, que es el criterio utilizado para

clasificar las neoplasias de los adultos [2].

Las neoplasias en nifios se dividen en 12 grandes grupos:

l. Leucemias

. Linfomas y otras neoplasias reticulo endoteliales

. Tumores del sistema nervioso central

V. Tumores del sistema nervioso simpatico
V. Retinoblastoma
VI. Tumores renales
VII. Tumores hepaticos
VIIL. Tumores 6seos
IX. Tumores de los tejidos blandos
X. Tumores de células germinales, trofoblasticas y otras células gonadales
XI. Carcinomas Yy otras neoplasias epiteliales malignas
XII. Otras neoplasias malignas inespecificas

Las neoplasias pediatricas también difieren segun la edad en la que tienden a
presentarse. En los menores de un afio predominan los tumores embrionarios como
el meduloblastoma, retinoblastoma, neuroblastoma, rabdomiosarcoma, tumor de
Wilms y hepatoblastoma, principalmente. En el grupo de 1 a 4 afios predominan las
leucemias, sobre todo la linfoblastica aguda; también son frecuentes los tumores
renales, los tumores del sistema nervioso central y algunos linfomas. En el grupo de
5 a 9 afos, nuevamente predominan las leucemias, aumentan los linfomas (entre los
cuales predomina la enfermedad de Hodgkin) y se inicia la presentacion de los
tumores 6seos. En el grupo de 10 a 14 afios continda el predominio de las leucemias,

pero aumenta la frecuencia de los linfomas y los tumores 0seos [2].



1.3. Retinoblastoma

El trabajo de esta tesis se centra en el estudio del Retinoblastoma. Este es un
tumor intraocular maligno que se produce durante la infancia temprana y se origina
en la retina. Para comprender donde se origina este tumor a continuacion se describe
de manera general la estructura del ojo[3]. EIl globo ocular se compone de tres

membranas:

1- Esclerdtica - la capa protectora externa del ojo (de color blanco).

2- Coroides - la membrana media que contiene los vasos sanguineos para
irrigar el ojo.

3- Retina - la membrana interna compuesta de diversas estirpes celulares del
sistema nervioso especializadas en convertir los estimulos luminosos en impulsos

nerviosos responsables de la experiencia visual en el cerebro.

Ademas se distinguen las siguientes estructuras. La cornea es la ldmina clara
en la parte anterior del ojo que permite el paso de la luz. La conjuntiva es un tejido
delgado que reviste los parpados y el globo del ojo hasta el borde de la cdrnea. El
iris es la parte del ojo que le da su color distintivo, esta compuesta por un tejido
esponjoso y es una extension de la coroides. La pupila es la abertura en el iris que
permite y regula la entrada de luz al ojo [4]. El ojo esté lleno de un fluido complejo
sin células llamado vitreo que contribuyen a mantener la presion dentro del ojo. El
aparato o glandulas lagrimales son las encargadas de la produccion de las lagrimas
las cuales son un liquido producido por el proceso corporal de la lagrimacion para
limpiar y lubricar el ojo. Intervienen fundamentalmente en la dptica ocular y en el

normal funcionamiento del globo ocular y de sus estructuras [5]. Figura 1.


http://es.wikipedia.org/wiki/Ojo
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%93ptica
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Figura 1: corte sagital que muestra las estructuras mas importantes del ojo humano.

[http://www.retinoblastoma.com/retinoblastoma/frameset1.htm]

El retinoblastoma es unilateral en el 70% de los casos o bilateral en un 25-
35% de los casos y aparece en los nifios y nifias generalmente antes de que cumplan
tres afnos de edad, se trata de una enfermedad rara con una incidencia aproximada en
México de 1 en cada 15 000 nacidos vivos[6, 7]. La forma bilateral del
retinoblastoma es una enfermedad genética autosdmica dominante, esto quiere decir
que esta involucrado un gen cuyos alelos se ubican en un cromosoma no
determinante del sexo. Si estos pacientes alcanzan la vida adulta y procrean, el
producto de cada embarazo tiene un riesgo muy elevado (casi del 50%) de sufrir la
enfermedad. Ademas los pacientes afectados por retinoblastoma bilateral tienen un
riesgo aumentado de desarrollar otros tumores malignos[8]. Estas caracteristicas han
convertido al retinoblastoma como un modelo de estudio en el cual se ha investigado

con éxito la predisposicion genética a padecer cancer.



1.4. Manifestaciones clinicas

La mayoria de los pacientes con retinoblastoma se presentan con un reflejo
blanco en la pupila llamado leucocoria. Este reflejo blanquecino en la pupila es
anormal. Un ojo desviado o estrabismo es el segundo sintoma mas comin con el que
se presenta el retinoblastoma. El ojo del nifio puede desviarse hacia afuera o region
temporal, denominandose exotropia o desviandose hacia el interior o region nasal,
denominandose endotropia. Otros sintomas con que el retinoblastoma se puede
presentar son: un o0jo rojo, doloroso, disminucion de la vision, inflamacién del tejido
que rodea el ojo, pupila engrandecida o dilatada, o cambio en el color del iris del ojo
signo llamado heterocromia [9]. Por estas razones, cuando un nifio presenta
leucocoria o estrabismo es importante que sea revisado por un oftalmdlogo quien
generalmente tiene la experiencia en el diagnostico y tratamiento del retinoblastoma.
Cuando existen antecedentes familiares de retinoblastoma, los bebés recién nacidos
deben ser examinados por un oftalmdlogo experimentado. Cuando no existen
antecedentes familiares, son frecuentemente los padres quienes advierten la
persistencia de los sintomas mas frecuentes: la leucocoria o estrabismo. El
retinoblastoma se debe distinguir de otras enfermedades como el estrabismo, la

enfermedad de Coats y la toxocariasis principalmente [10].

1.5. Diagnostico y tratamiento

El tratamiento de retinoblastoma es individualizado para cada paciente.
Depende de la edad del nifio, del compromiso de uno u ambos 0jos, Yy si el cancer se
ha extendido o0 no a otras partes del cuerpo. La enucleacién es el mas comun de los
tratamientos de la enfermedad. Durante la enucleacion se extirpa el ojo
quirdrgicamente. Esto es necesario porque es la Unica oportunidad de quitar
completamente el tumor si este no se ha extendido fuera del ojo. Cuando ambos 0jos

estan implicados, algunas veces se extirpa el que estd mas comprometido, mientras

6



que el otro ojo es tratado con tratamientos que intentan preservar la vision tales
como radioterapia con rayos externos, crioterapia, tratamiento con laser y
quimiorreduccion. Lamentablemente, algunas veces el retinoblastoma se ha
extendido méas alla del ojo, requiriendo quimioterapia para su control. El
retinoblastoma es un tumor muy agresivo y una vez que se ha diseminado afuera del

0jo, la sobrevivencia de los pacientes es muy baja [3].

1.6. Hipdtesis de Knudson

La naturaleza claramente genética del retinoblastoma bilateral, condujo al
estudio citogenético de los cromosomas de las células de estos tumores,
demostrandose la existencia de pérdidas parciales del cromosoma 13, [11, 12]en el
afio 1978 [13] . El estudio epidemiologico de este tumor condujo a Alfred Knudson
en 1971 a postular la hipétesis que hoy en dia lleva su nombre y que también se
conoce como la hipoétesis de los dos eventos mutacionales (“two hits” en inglés).
Esta hipotesis postulé que el retinoblastoma es un tumor causado por mutaciones,
tanto en el alelo materno como el paterno de un mismo gene. Para la forma bilateral
esta hipotesis propone que una de las mutaciones se hereda a través de las células
germinales por lo que el individuo tiene en todas las células de su organismo este
alelo mutado, lo que predispone a estos nifios a desarrollar otros tumores malignos
ademés del retinoblastoma. La hipotesis de Knudson propone que la segunda
mutacion se produce en células somaticas de la retina y cuando este evento ocurre se
origina el retinoblastoma. En la forma unilateral no hereditaria, Knudson propuso
que ambas mutaciones se producen en una célula somatica de la retina. El
retinoblastoma entonces, se origina cuando en alguna célula de la retina, ambos
alelos de este gen sufren mutaciones que inactivan la funcion de la proteina que este

gene codifica [14].



Aunque la mayoria de los casos de retinoblastoma, se han encontrado
mutaciones en el gen RB1, se ha reportado que entre el 17% y 80% de los casos
unilaterales no familiares de retinoblastoma tienen un gen RB1 intacto, lo que

sugiere la existencia de un mecanismo alternativo para la inactivacion de pRb [15].

1.7. Virus del papiloma humano (VPH ) y Retinoblastoma

Los factores de riesgo para el desarrollo de la forma unilateral no familiar del
retinoblastoma son poco conocidos. Se ha observado sin embargo que el uso de
métodos anticonceptivos de barrera (condones) se asocia con un riesgo menor de
tener un hijo afectado por retinoblastoma y se ha observado también una
considerable superposicién de factores de riesgo para la infeccion del Virus del
Papiloma Humano (VPH) [16-18]. En otro estudio epidemiolégico de casos y
controles se ha detectado usando la reacciéon de Polimerasa en Cadena (PCR por sus
siglas en inglés) secuencias de ADN del VPH en 14 de 39 (36%) retinoblastomas
estudiados y grupos de diversos paises han reportado hallazgos semejantes[19-22].
El mecanismo alternativo de desarrollo del retinoblastoma dependeria de la
oncoproteina E7 del VPH ya que se une a pRb y podria estar inactivandola en los

casos en que el gen no tiene mutaciones [15].

Se han identificado diferentes tipos de virus del papiloma humano (VPH o
VVPH del inglés human papilomavirus) en diferentes especies. Estos virus estan
ampliamente distribuidos en la naturaleza; infectan especificamente el epitelio
escamoso de mas de 20 especies diferentes de mamiferos, asi como aves y reptiles.
En los humanos se clasifican como virus de bajo y alto riesgo. Los de bajo riesgo
causan lesiones como verrugas, mientras los de alto riesgo causan enfermedades

severas como cancer cervical, anogenitales y de cuello y cabeza [23].



El genoma del VPH consiste de una molécula de ADN circular de doble
cadena, aproximadamente de 8000 pares de bases. Se divide en tres regiones: la
regién larga de control, LCR, que no contiene marcos de lectura; la regién E
temprana (del inglés Early) que corresponde a las proteinas E1 a E8 y la region L
tardia (del inglés Late) que corresponde a las proteinas L1 y L2 (figura 2). [23] La
deteccion mas comun de este virus se realiza mediante la reaccion de polimerasa en
cadena (PCR) amplificando un amplicon de aproximadamente 450 pb del gene L1

que codifica para una de las proteinas de la capside de este virus.

Noo .%
v ot 2N

I 8000/0 Sy
~ 7000 1000 7 H

S Poli-A (tardios) @

§ o VPH ¢
Q S

L\ 5000 3000 S
7 Poli-A (tempranos) \j

h 4000
S

Figura 2: El genoma del VPH. [L6pez -Saavedra y Lizano-Soberon, Cancerologia 1
(2006): 31-55]

1.8. Proteina RB (pRb)

El gen de susceptibilidad al retinoblastoma fue el primer gen supresor de
tumores identificado hace ya mas de dos décadas. Su ausencia esta asociada a la
aparicion del tumor. Este gen fue identificado mediante clonacion posicional a partir
de las pérdidas ocurridas en el brazo largo del cromosoma 13 observadas en células
de retinoblastomas hereditarios [24]. La identificacion y la clonacion de dicho gen
abrieron una nueva era en el estudio genético del cancer ya que a partir del

conocimiento generado sobre este tumor y gen, surgio el concepto de los genes
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supresores de tumores. Una vez clonada la regién cromosémica del gen, hubo un
impetu importante por estudiar la biologia de esta proteina. pRb es una
fosfoproteina de 928 aminodcidos con una movilidad relativa en geles de
poliacrilamida de 110 kD y tiene un papel esencial en el control del ciclo celular [25,
26]. El estado de fosforilacion es fundamental para la funcion de esta proteina.
pRb tiene hasta 16 sitios de fosforilacion que son fosforilados y defosforilados
durante el ciclo celular. La forma hipofosforilada de pRb es la forma presente en
células quiescentes es decir en las células que no se encuentran proliferando asi
como en células que sufren un proceso de diferenciacion. En contraste, la forma
hiperfosforilada, se considera la forma inactiva y predomina en células
proliferativas. Durante la transicion de la fase G1 a la fase S del ciclo celular pRb se
fosforila y, por tanto se inactiva, permitiendo asi la progresion del ciclo celular.
Dicha fosforilacion se lleva a cabo por una familia de cinasas llamadas CDKs (del
inglés Cycling Dependent Kinases). La actividad de las CDKs se regula por las
ciclinas, que son otras proteinas cuya expresion varia a lo largo del ciclo celular. Los
complejos ciclina D-CDK4/6 y ciclina E-CDK2 se encargan de la fosforilacion

secuencial de pRb necesaria para su completa inactivacion [27].

La forma hipofosforilada de pRb es capaz de unir los factores de
transcripcion, conocidos como E2F, cuando los complejos pRb/E2F se forman, se
unen a las regiones promotoras de genes involucrados en el ciclo celular inhibiendo
la transcripcion de genes implicados en la sintesis de ADN y a traves de esta
inhibicion las células permanecen quiescentes. En contraste la fosforilacion de pRb
induce su separacion de los factores E2F, permitiendo la expresion de numerosos
genes implicados en replicacion del ADN vy asi las células proliferan. Resumiendo,
la funcion fundamental de pRb es la de controlar la transicion entre las fases G1/S

del ciclo celular (figura 3)[28].
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Figura 3. Funcion de pRb en el ciclo celular. [http://www.conganat.org/]

1.9. Familia de genes del retinoblastoma y sus funciones moleculares

Posteriormente a la identificacion de pRb, se encontraron dos proteinas
funcional y estructuralmente relacionadas con pRb, las proteinas p107 y p130,
formando asi la familia del gen de susceptibilidad al retinoblastoma. A pesar de que
estos genes se encuentran en cromosomas diferentes (tabla 1, Figura. 4), los tres
miembros comparten la presencia de tres dominios proteicos altamente conservados
(Figura. 5-6) [29, 30].

Tabla 1: localizacion de los genes de la familia del retinoblastoma.

Cromosoma Gen Proteina
13 RB1 PRDb
20 RBL1 p107
16 RBL2 p130
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Figura 4. Localizacion de los genes RB1, RBL1 y RBL2 en los cromosomas.

[http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview]

Familiade Proteinas de Retinoblastoma

Proteinas

pRb
928 aa

—E—
P107
1068 aa —aE—l—.— —

P130 —_— — e
1139 aa

| — Dominio de funcién desconocida

I Proteina retinoblastoma asociada a dominio A

B rproteina retinoblastoma asociada a dominio B

Dominio terminal C

Figura 5. Homologia entre las proteinas de la familia a del retinoblastoma.
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Figura 6: Alineacion de las secuencias de aminoacidos de las proteinas p107, pRb y

p130 mostrando los dominios conservados entre las proteinas.
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La familia de genes Rb tiene una alta afinidad por los factores de
transcripcion E2F, p107 y p130 se unen a factores de transcripcion E2F inhibiendo
su actividad transcripcional y deteniendo la proliferacion celular cuando son
sobreexpresados, aunque existen claras diferencias entre p107, p130, pRb y los
factores E2F [31, 32].

Los miembros de la familia del Retinoblastoma no muestran la misma
afinidad de unién por cada uno de los miembros de la familia de E2F. En general,
E2F1-4 se unen a pRb, mientras que E2F4 y E2F5 se unen preferencialmente tanto a
p107 como a p130. Es probable que estas diferencias se asocien a procesos celulares
especificos como diferenciacion y/o proliferacion. También es posible que exista
redundancia en los circuitos de control de estos procesos celulares, aunque esto se
desconoce [33, 34].

Los factores E2F no son las Unicas proteinas que los miembros de la familia
de retinoblastoma pueden unir. De hecho, en los ultimos afios se han descrito
numerosas interacciones con proteinas tales como elementos reguladores de la
cromatina, otros factores de transcripcion diferentes a E2F o proteinas implicadas en
vias como la apoptosis o la diferenciacion y cuya funcionalidad real no ha sido

dilucidada en la mayoria de los casos [35, 36].

Las primeras investigaciones realizadas para las proteinas pl07 y p130,
fueron en 1991, donde se obtuvo cADN parcial para RBL1, este codifica para una
proteina a la cual llamaron p107, esta proteina mostro homologia con una region del
gen RB1, que tiene una funcion esencial para el control del crecimiento[37]. Para
1996, se clono el gen de ratdn RBL1y al compararse con su contraparte humana se
encontraron regiones conservadas entre las 2 secuencias[38]. Las caracteristicas de

unién implican que RB1 y p107 comparten una funcion bioquimica comun [37].
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En 1993 se clondé un gen humano relacionado con el retinoblastoma,
denominado RBL2, los analisis revelaron homologia con el gen RB1. Esta
homologia estructural con RB1 sugiere una posible funcion de RBL2 como un gen

supresor de tumores [39].

Los miembros de la familia Rb pueden compensar funciones entre ellos, por
alguna inactivacion que uno de los miembros de la familia sufra, en estudios en
ratones se ha observado que cuando hay inactivacion de pRb, hay sobre expresion de
pl07 y viceversa, lo que sugiere una sustitucion de funciones entre ambos genes [40,
41]. Algunos investigadores mencionan que p107 y p130 se localizan en regiones
cromosomicas que frecuentemente se encuentran ausentes en tumores[40, 42, 43].
Estos hechos apuntan la importancia que tiene elucidar el papel que todos los

miembros de esta familia tienen en el retinoblastoma humano [44].
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La familia del gene de susceptibilidad al retinoblastoma estd compuesta por
tres miembros (los genes que codifican para las proteinas pRb, p107 y p130)
implicados todos en el control de la proliferacion y diferenciacion de las células. La
inactivacion de pRb esta involucrada en el origen del retinoblastoma, sin embargo
no se sabe si la inactivacion de los otros miembros de esta familia también estd
involucrada en el desarrollo de este tumor y los datos de expresion de los otros dos

miembros de esta familia en los retinoblastomas primarios son muy limitados.
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3. JUSTIFICACION

El Retinoblastoma es un tumor intraocular maligno cuyo tratamiento aun
incluye la extirpacion del ojo afectado, este dramatico hecho justifica de por si la
necesidad de investigacion en este campo. Mas concretamente el conocimiento
sobre el estado de expresion de las proteinas pl07 y pl30 ofrecera informacion
sobre las rutas proliferativas y antiproliferativas afectadas en este tumor. La cual
contribuird a orientar e identificar las rutas blanco que podrian usarse para

desarrollar farmacos contra estas células tumorales.
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4. HIPOTESIS

Si identificamos las proteinas pRb, pl07 y pl30 en retinoblastomas
primarios, entonces sera posible encontrar un patron de expresion caracteristico

asociado al tipo de tumor mediante la técnica de western blot.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general:

Determinar la presencia o ausencia de las proteinas p107, pRb y p130 en
Retinoblastomas primarios previamente cultivados, mediante la técnica de Western
blot.

5.2. Objetivos particulares:

e Estandarizacion de la técnica de western blot para las proteinas p107,

pRb y p130 empleando controles positivos.

e Extraccion de proteinas totales a partir de retinoblastomas primarios

cultivados previamente hasta por una semana.

e Cuantificacion de proteinas totales a partir de cultivos primarios de

retinoblastoma mediante el método de Lowry.

e Explorar la presencia-ausencia de las proteinas p107, pRb y p130 en
los extractos proteicos totales de retinoblastomas cultivados por

periodos breves.
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6. MATERIAL Y METODOS

El presente estudio fue realizado en la Unidad de Investigacion Médica en
Enfermedades Infecciosas y Parasitarias en el Hospital de Pediatria del CMN SXXI,

del Instituto Mexicano del Seguro Social, en la ciudad de México D.F.

Las proteinas analizadas provienen de los tejidos tumorales primarios de 23
nifos afectados por Retinoblastoma, cultivados brevemente. Estos nifios fueron
diagnosticados y atendidos quirdrgicamente como parte de su tratamiento en el
Hospital de Pediatria del CMN SXXI (IMSS) y del Hospital Infantil de México
(HIM) Federico Gémez entre 2004 y 2010. Este estudio forma parte de un estudio

mas amplio sobre retinoblastoma que se sigue llevando a cabo en estas instituciones.
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De cada uno de los pacientes se obtuvieron los datos resumidos en la tabla 2.

Tabla 2: Datos de pacientes

No. de Muestra Folio Lateralidad Hospital Edad al Dx Sexo
1 F19 1 HIM 9meses  Masculino
2 F 22 1 IMSS 7 meses  Masculino
3 F 27 2 HIM 9 meses Femenino
4 F31 1 HIM 1 afio Masculino
5 F 32 2 HIM 1 afio Femenino
6 F 33 1 HIM 3 aflos Femenino
7 F 40 1 HIM 6 afios Femenino
8 F49 2 HIM 2 afos Masculino
9 F53 2 HIM 2 afos Femenino
10 F 63 1 HIM 2 afos Femenino
11 F 65 2 IMSS 1 afo Masculino
12 F73 2 IMSS 1 afio Masculino
13 F74 2 HIM 9 meses Femenino
14 F81 1 IMSS 10 meses  Femenino
15 F 83 1 IMSS 1 afo Femenino
16 F 85 1 IMSS 3 aflos Masculino
17 F 86 1 HIM 3 aflos Femenino
18 F 92 1 HIM 1 afo Masculino
19 F 106 1 IMSS 7 afios Masculino
20 F111 1 HIM 3 aflos Femenino
21 F114 1 HIM 11 meses  Masculino
22 F 122 1 HIM 5 afios Masculino
23 F 168 2 HIM 2 afos Masculino
24 Linea celular 2
Y 79

Ademas se cultivaron 2 lineas celulares con la finalidad de obtener proteinas

para utilizarse como controles positivos para los experimentos de Western blot como

se muestra en la tabla 3.
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Tabla 3: Lineas celulares empleadas como controles positivos para los
experimentos de Western blot.

Lineas celulares

Proteina que expresan Origen
K562 p Rbypl07 Leucemia
C 32 p 107 Melanoma
C 32 p 130 Melanoma
(Extracto Nuclear)
6.1. Extraccion de proteinas

A partir de los tejidos tumorales obtenidos de las piezas quirurgicas, se
realizaron cultivos primarios breves que se cosecharon en una solucion caotropica la
cual permite extraer consecutivamente ADN, ARN vy proteinas totales. Para obtener
controles positivos fue necesario cultivar células que expresan estas proteinas, las
lineas celulares utilizadas fueron la K562, esta linea crece en suspension y fue
cultivada en medio IMDM (lIscove's Modified Dulbecco's Medium) su origen es de
una leucemia y la linea C32 que es una linea celular adherente y fue cultivada en
medio MEM (Eagle's Minimum Essential Medium) su origen es un melanoma. Las
células se trataron con una solucion caotropica de tiocianato de guanidina, fenol y
cloroformo (TRI1ZOL) [45]. Cuando el agente caotropico (Trizol) entra en contacto
con la muestra y después de una centrifugacion, se obtienen 3 fases: una acuosa
incolora (ARN), una interfase blanca y una fase organica roja (ADN y proteinas), la
fraccion proteica se precipita agregando 1.5 ml de isopropanol por cada 1ml de
Trizol. La pastilla obtenida se lava con hidrocloruro de guanidina, se centrifuga y se
lava con etanol al 100%, el material proteico obtenido se solubiliza en SDS (dodecil
sulfato sodico) al 1% [45].
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Este procedimiento fue utilizado para extraer proteinas totales de las lineas
celulares K562 y C32, las cuales sirvieron como control positivo para las proteinas
de interés y asegurar asi que las proteinas que sirven como control positivo reciban
el mismo tratamiento de extraccion que las proteinas provenientes de los tumores
cultivados, con la finalidad de asegurar una comparacién valida entre las muestras y

controles.

6.2. Extracto nuclear

En el caso del control positivo para p130 fue necesario purificar proteinas a
partir de la fraccion enriquecida de nucleos de la linea celular C32. Para purificar
los nicleos, las células cosechadas se suspendieron en buffer de homogenizacién
con inhibidores de proteasas, las células se pasaron de 15 — 20 veces por una aguja
de calibre 22G en hielo. Para confirmar la ruptura de las membranas plasmaticas, se
toman 10 pl de la suspension y 10 ul de azul tripano y se observa la preparacion en
el microscopio de luz. EI homogenado se centrifuga, hasta que se forma una pastilla
en el fondo del tubo, se toma el sobrenadante que constituye la fraccion
citoplasmatica, y a la pastilla formada que constituye la fraccion nuclear, se le

agrega el Trizol y se extraen las proteinas como anteriormente se ha descrito.

6.3. Cuantificacion de proteinas

Las proteinas fueron cuantificadas mediante el método de Lowry el cual es
un método colorimétrico de valoracion cuantitativa de las proteinas, con ayuda de
una curva tipo de concentracion conocida [46, 47]. Este método se basa en la
reaccion de oxidacion del reactivo de Folin dando un complejo coloreado, su

sensibilidad es 1 — 200 ng de proteinas.
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6.4. Electroforesis

Para identificar las proteinas p130, p107 y p110 (pRb) por Western blot es
necesario primero separar las proteinas de acuerdo a su peso molecular en geles de
poliacrilamida mediante electroforesis. La electroforesis es un método por el cual se
separan las  biomoléculas, aprovechando la movilidad direccional de estas
moléculas cuando estan bajo el efecto de un campo eléctrico, en funcién de su
tamafio. En este caso la separacion de las proteinas se realiza en condiciones
desnaturalizantes usando detergente y un agente reductor. ElI SDS (dodecil sulfato
sodico) es un detergente que desnaturaliza las proteinas y estd cargado
negativamente, por lo tanto aporta este tipo de carga a las proteinas. Ademas se
anade ditiotreitol (DTT) que es un agente reductor, el cual rompe los puentes
disulfuro de las estructuras terciarias y cuaternarias de las proteinas. EI DTT altera
las conformaciones estructurales naturales de las proteinas, con lo que se garantiza
que las proteinas se mantengan desnaturalizadas y en conformacion monomeérica
[48].

6.5. Tincion de gel

La electroforesis se lleva a cabo por duplicado y uno de los geles se tifie con
azul de Coomassie. La tincidn con azul se emplea para la visualizacion de proteinas,
esta tincion requiere un medio &cido para la generacion de la atraccion electrostatica
entre las moléculas del colorante y los grupos amino de las proteinas. La atraccion
iGnica ocurre a través de las fuerzas de Van Der Walls, que une a las proteinas y al
colorante formando un complejo de caracter no covalente. Esta unién es totalmente

reversible en condiciones apropiadas (Figura. 7) [49].
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Figura 7: Gel teiiido con azul de Coomassie.

6.6. Western blot

Para detectar las proteinas p130, p107 y p110 con anticuerpos especificos, las
proteinas separadas electroforéticamente se transfieren a un soporte solido que en
este caso es una membrana de nylon. Para hacer esto, una vez terminada la
electroforesis, las proteinas se transfieren desde los geles de poliacrilamida a una
membrana de nylon, a través de electrotransferencia. Posteriormente se bloquea la
membrana de nylon, para prevenir la union no especifica de los anticuerpos
primarios y asi lograr disminuir el fondo o “background”. Terminado el paso de
bloqueo se realiza la incubacion con el anticuerpo especifico o primario dirigido
hacia la proteina de interés (tabla 4). Esta interaccion antigeno-anticuerpo se
identifica mediante un sistema de amplificacién y quimioluminiscencia, usando un
anticuerpo secundario creado contra inmunoglobulinas del organismo en que se cre6
el anticuerpo primario. Este anticuerpo secundario estd acoplado a peroxidasa de
rdbano que es una enzima que hidroliza un substrato que libera luz. Esta sefal
luminosa se detecta en peliculas autoradiograficas, que son hojas de pléastico

cubiertas con una emulsion fotosensible.
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Tabla 4: Anticuerpos primarios y secundarios empleados para la deteccion de

las proteinas pRb, p107 y p130.

Proteina Anticuerpo primario Ab. Secundario Marca
anti-Rb anticonejo Santa Cruz
p Rb sc-50 HRP Biotechnology
policlonal conejo ECLNA - 934
anti- p107 anticonejo Santa Cruz
P 107 sc-318 HRP Biotechnology
policlonal conejo ECLNA - 934
anti-p130 anticonejo Santa Cruz
P 130 sc-317 HRP Biotechnology
policlonal conejo ECLNA - 934
Actina anti-Actina Santa Cruz
sc-1616 Biotechnology
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7. RESULTADOS

7.1. Estandarizacion de la técnica de western blot para las proteinas
pRb, p107 y p130.

Se desarrollo el procedimiento explorando geles con distintas concentraciones
y cargando 10 ug de proteinas control en cada carril, también se exploraron varias
diluciones de anticuerpos y diversos regimenes de lavado para detectar la proteina
pRb. El procedimiento final se incluye como un protocolo en el anexo | y se utilizé
posteriormente para la deteccion en los extractos de retinoblastomas primarios. La

evidencia autoradiografica se ilustra en la Figura 8.

Autoradiografia que muestra la identificacion de la proteina p110 (pRb) en

extractos de controles positivos

casero

Control p 130
casero

Control p 110
casero

Control p 107

Control p 130
Control p 110
Control p 107

| IPM 161-0309

Proteina pRb

3 2 e

- >
e

Figura 8: Autoradiografia que contiene la sefial quimioluminiscente para p110
(pRb). La sefial se obtuvo usando el anticuerpo primario en una dilucion de 1:100
tanto en el extracto comercial como en el extracto producido en el laboratorio a

partir de la linea celular K562.
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En la figura 9 se muestra la Autoradiografia para detectar la proteina p 107.
El procedimiento final se incluye como un protocolo en el anexo IlI.

Autoradiografia que muestra la identificacion de la proteina p107 en extractos

de controles positivos

61-0309
casero

Control p 130
casero

Control p 110
casero

Control p 107

Control p 130
Control p 110
Control p 107

IPM 1

216

Proteina p107

32

acnna. [

Figura 9: Autoradiografia que contiene la sefial quimioluminiscente para
pl107. La sefial se obtuvo usando el anticuerpo primario en una dilucién de 1:300
tanto en el extracto comercial como en el extracto producido en el laboratorio a

partir de la linea celular C32 y K562.

En la figura 10 se muestra la deteccién de la proteina p130. El procedimiento
final se incluye como un protocolo en el anexo I11.
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Autoradiografia que muestra la identificacion de la proteina p130 en

extractos de controles positivos

61-0309
casero

Control p 130
casero

Control p 110
casero

Control p 107

Control p 130
Control p 110
Control p 107

|PM1

H
® phd
N &

Proteina p130

~N
<]

45—

32 m—
e | -
Figura 10: Autoradiografia que contiene la sefial quimioluminiscente para
p130. La sefial se obtuvo usando el anticuerpo primario en una dilucién de 1:300
tanto en el extracto nuclear comercial como en el extracto nuclear producido en el

laboratorio a partir de la linea celular C32

Habiéndose estandarizado las técnicas de deteccion con los controles
positivos, se analizaron 23 muestras de retinoblastoma, mas la linea celular Y79 de

Retinoblastoma, como se muestra en la grafica 1.

Retinoblastomas

24
25

20

14
15
9
10
5 1

Muestras Unilaterales Bilaterales linea celular
totales Y79

Numero de muestras

Gréfica 1: Muestras totales de retinoblastomas separadas por lateralidad.
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Datos relacionados con el grupo de estudio:

Institucion de origen de las muestras analizadas se muestras en la grafica 2.

Pacientes por Hospital

mHIM mIMSS

Grafica 2: 7 muestras de pacientes atendidos en el IMSS y 16 muestras de

pacientes atendidos en el HIM.

La distribucién por edad de los nifios incluidos en este analisis se muestra en

la grafica 3.

Edad de los pacientes
4% 4% 4%

B menores a un afno W 1ano

M 2 anos M 3 anos

m 5 anos M 6 anos
7 anos

Grafica 3: Distribucion de la edad de los nifios en el grupo de estudio.
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El género de los pacientes analizados en el presente estudio se muestras en la

gréfica 4.

Género de los pacientes

B Masulino ®Femenino

Gréfica 5: Se analizaron 23 casos de los cuales 12 fueron nifios y 11 nifias.

7.2. Concentraciones de las Muestras

Las muestras fueron cuantificadas en un espectrofotometro Multiskan vy las

curvas patrén tuvieron un coeficiente de correlacion = ¢ > a 0.98 como se indica en

la figura 11. Las concentraciones calculadas fueron obtenidas a partir de curvas

estandar realizadas (Tabla 5).

Sheet: Measure1, Assay: Assay1

Mame Meas. Conc.

Cal_1 0.072
0.072
0.072
0.072 2.500

Cal 2 0.090
0.086
0.085
0.087 5.000

Cal_3 0.095
0.101
0.096
0.098 7.500

Cal_4 0111
0.115
0.109
0112 10.000

ﬁ

Conc Meas_ CalcConc. Residual

Cal_1 2500 0.072 2.384 0.116
Cal_2 5.000 0.087 5.276 -0.276
Cal_3 7.500 0.098 7295 0.208
Cal 4 10.000 0112 10.045 -0.045
[~
I—//—‘.—

1 T

i % ot
Mean Blank /A
Status:
Remark:
Fit type Linear regression (SVD): y = at+b*x

Meas. transformation: Linear
Conc. transformation: Linear

Parameters: a b
0.060 0.005
Corr_ coeff. R2: 0931

Figura 11: Cuantificacion de proteinas de retinoblastomas. Hoja de resultados

representativa arrojada por el Multiskan a partir del ensayo en microplacas.
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Tabla 5: Concentraciones de las muestras analizadas.

No. de concentracion Estatus
Muestra Folio pg/ul VPH*
1 F19 1.1 pos
2 F22 1.3 pos
3 F27 1.1 pos
4 F31 1 pos
5 F 32 1.2 pos
6 F33 2.3 pos
7 F 40 2.2 neg
8 F 49 1.1 pos
9 F53 1.4 neg
10 F 63 1.2 pos
11 F 65 1 pos
12 F73 2 pos
13 F74 3.1 pos
14 F81 1.5 neg
15 F 83 1.2 pos
16 F 85 2.5 pos
17 F 86 2.5 pos
18 F92 1.5 pos
19 F 106 1.4 neg
20 F111 2.1 pos
21 F 114 1.8 pos
22 F122 2 neg
23 F 168 1.1 neg
24 y79 5.1 neg

* El estatus VPH de las muestras de retinoblastoma analizadas en este
trabajo, fue determinado en un estudio previo por la técnica de PCR utilizando un
par de iniciadores (oligonucledtidos) que amplifican un segmento de
aproximadamente 450 pb correspondiente a una regién altamente conservada de gen
L1 que codifica para la proteina principal de la capside del virus de papiloma

humano.
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7.3. Electroforesis y tincion con azul de Coomassie

Una vez cuantificadas las proteinas se sometieron a electroforesis en geles de
poliacrilamida al 8 %, cargando 10 pg de cada una de las muestras. Los geles se

tifieron con azul Coomassie para evaluar la integridad de las proteinas (figura 12).

Gel con proteinas de retinoblastomas tefiido con azul de Coomassie

@
o
15
o
I
-
©
=
=
a

Control p 107
Control p 110

202

116~

a7

Figura 12: La letra F es un identificador para las muestras y la letra U hace

referencia a la lateralidad del tumor, en este gel se trata de casos unilaterales.
7.4. Identificacion de la proteina pRb por western blot.

Con el protocolo de deteccion desarrollado, se procedid a la busqueda de la
proteina pRb, en los extractos de proteina total de los retinoblastomas incubando con

el anticuerpo especifico. Las figuras 13-14 ilustran resultados representativos.
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Western blot de la proteina pRb en retinoblastomas

| [Pm1s61-0308
:I‘.'Ciontrol p110

Proteina pRb

Figura 13: Dos de los cinco retinoblastomas unilaterales en este grupo

expresan pRb.

IPM 161-0309

Iiéontrol p107
IControI p110

216

132

n— ' Proteina pRb

45—

32 e

Figura 14: Ninguno de los retinoblastomas en este grupo expresan pRb, sin
embargo se observan dos sefiales para el F22 y F19 aunque no en el peso esperado,

lo que indica que si se trata de pRb, se podria tratar de proteinas truncadas.
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Los resultados obtenidos de la presencia-ausencia de la proteina p Rb (p110),

en las 24 muestras totales analizadas, se resumen en la tabla 6.

Tabla 6: Resumen de los resultados obtenidos para la proteina pRb (p110).

Folio p 110 Folio p 110
F19 V* F 74 v
F22 V* Fs1 X
F 27 X F 83 X
F31 X F 85 v
F32 X F 86 v
F33 X F92 X
F 40 X F 106 X
F49 X F111 X
F 53 X F114 X
F 63 X F122 X
F 65 X F 168 \
F73 \ y 79 X

\ : sefal presente para la proteina p110
X : sefial ausente de la proteina p 110
\*: sefial presente, pero no en el peso esperado lo que sugiere que podria

tratarse de una proteina truncada.
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7.5. Identificacion de la proteina p107 por western blot.

Para rehusar las membranas anteriores se denudaron mediante la incubacion
de las membranas en un amortiguador para denudacion, por 40 minutos a 65°C, para
despegar los anticuerpos de los experimentos anteriores, y se procedié a la
identificacion de la proteina p107, con el protocolo desarrollado previamente e
incubando con el anticuerpo especifico. Como se observa en la Figura 15-16 donde

se ilustran los resultados representativos, se encontro la proteina p107 en todas las
muestras analizadas.

Western blot de la proteina p107 en retinoblastomas

ntrol p 107
ntrol p 110

86 U
106 U

|pm 1610309
40

81U

85
79

= N
w =
N 2]

~
°I°

Proteina p107

45—

32—

ACTINA wm s = - - -

Figura 15: Sefial presente para los controles positivos de la proteina p107, al

igual que en el grupo de muestras de los retinoblastomas.
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PM161=0309
ntrol p 107

ntrol p110

122 U

168 B

ACTINA 5% M -

Figura 16: Sefial presente para los controles positivos de la proteina p107, al

Proteina p107

igual que en el grupo de muestras de los retinoblastomas.

Los resultados obtenidos para la presencia de la proteina p 107, en las 24

muestras totales analizadas, se resumen en la tabla 7.

Tabla 7: Resumen de los resultados obtenidos para la proteina p107.

Folio p 107 Folio p 107
F19 v F74 v
F22 v F81 v
F27 v F 83 v
F31 v F 85 v
F32 v F 86 v
F33 v F92 v
F 40 v F 106 v
F 49 v F111 v
F 53 v F114 v
F 63 v F122 v
F 65 v F 168 v
F73 \ y 79 \

\ : sefial presente para la proteina p107
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7.6. Identificacion de la proteina p130 por western blot.

Usando un nuevo juego de membranas se procedidé a la busqueda de la
proteina p130, con el protocolo desarrollado previamente e incubando con el
anticuerpo especifico. . Como se observa en la Figura 17-18 donde se ilustran los
resultados representativos, se encontro la proteina pl30 en todas las muestras
analizadas.

Western blot de la proteina p130 en retinoblastomas

o
o
-l
o
°
£
5
c
o

33 U
27 B
31 U
32 B
22U
19U
53

IPM 161-0309
49

216

132

Proteina p130

Proteina p130

Figura 17-18: Sefial presente para los controles positivos de la proteina p130, al

igual que en el grupo de muestras de los retinoblastomas.
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Los resultados obtenidos para la presencia de la proteina p 130, en las 24 muestras

totales analizadas, se resumen en la tabla 8.

Tabla 8: Resumen de los resultados obtenidos para la proteina p130.

Folio p 130 Folio p 130
F19 v F74 v
F22 v F8l N
F27 v F 83 N
F31 v F 85 N
F32 v F 86 N
F33 v F92 N
F 40 v F 106 N
F 49 v F111 N
F 53 v F114 N
F 63 v F122 v
F 65 v F 168 v
F73 \

y 79 V

\ : sefial presente para la proteina p130
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El resumen de los datos experimentales obtenidos asi como los datos clinicos

relevantes de las muestras se ilustran en la tabla 9.

Tabla 9: Resumen de las 24 muestras con los parametros analizados.

MNJ’e'S'tDrZS Folio  Lateralidad VPH Hospital  Edad al Dx Sexo  p107 (%1R1€) b 130
1 F19 1 pos HIM 9 meses Masculino \ \* \
2 F22 1 pos IMSS 7 meses Masculino \ \* \
3 F27 2 pos HIM 9 meses Femenino \ X \
4 F31 1 pos HIM 1 afio Masculino \ X V
5 F32 2 pos HIM 1 afio Femenino N X N
6 F33 1 pos HIM 3 afios Femenino \ X \
7 F 40 1 neg HIM 6 afios Femenino \ X V
8 F 49 2 pos HIM 2 afios Masculino \ X \
9 F53 2 neg HIM 2 afios Femenino v X N
10 F 63 1 pos HIM 2 afios Femenino v X \
11 F 65 2 pos IMSS 1 afio Masculino \ X \
12 E73 2 pos IMSS 1 afio Masculino \ \ \
13 E74 2 pos HIM 9 meses Femenino \ \ \
14 F81 1 neg IMSS 10 meses Femenino \ X \
15 F83 1 pos IMSS 1 afio Femenino v X \
16 E85 1 pos IMSS 3 afios Masculino \ \ \
17 E 86 1 pos HIM 3 afios Femenino S \ \
18 F92 1 pos HIM 1 afio Masculino \ X \
19 F 106 1 neg IMSS 7 afios Masculino \ X \
20 F111 1 pos HIM 3 afios Femenino \ X \
21 F114 1 pos HIM 11 meses Masculino \ X \
22 F 122 1 neg HIM 5 afios Masculino v X N
23 E 168 2 neg HIM 2 afios Masculino \ V V
24 y 79 2 neg \ X \

V : presente de la proteina

X : ausencia de la proteina

\*: sefial presente, pero no en el peso esperado (tal vez se trate de una proteina

truncada)
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DISCUSION DE RESULTADOS

Las 23 muestras analizadas 7 provienen de pacientes atendidos en el IMSS, lo
que corresponde al 30% y las 16 muestras restantes correspondientes al 70 %
provienen de pacientes atendidos en el Hospital Infantil de México. Esto se debe a
que en el HIM se atienden mas casos de retinoblastoma que en el Hospital de
Pediatria del IMSS. EI género de los pacientes analizados no mostré diferencia, ya
que se encontrd un porcentaje semejante entre nifios y nifias, lo cual es consistente

con lo reportado en la literatura [10].

El analisis y la distribucion de las edad al momento del diagnostico, nos
indica que la edad promedio de los nifios es de 2.1 afios, sin embargo al separar el
analisis por lateralidad los nifios que tienen enfermedad bilateral tienen en promedio
1.3 afios de edad al momento del diagndstico mientras que los nifios afectados por
la forma unilateral tienen en promedio 3 afios de edad al momento del diagndstico lo
cual tiene relacion con lo citado en la literatura, por ejemplo, Martin y
colaboradores menciona que la edad media al diagnostico de esta enfermedad es de

aproximadamente 24 meses [3].

Se demostro la presencia de las proteinas p130 y p107 por western blot, en
todas las muestras analizadas. La proteina pRb se encontr6 expresada en 5 de las 24
muestras F73, F74, F85, F86 y F168 mostradas en negritas en la tabla 9. En las
muestras F19 y F22 mostradas en cursivas en la tabla 9, se identificaron claramente
dos sefales, aunque de un tamafo no esperado. Se puede especular que se trata de
formas truncadas de la proteina pRb por mutaciones que resulten en codones de
terminacion prematura. Es interesante sefialar que 4 de las 5 muestras en las cuales
se detectd pRb, son VPH positivos, también Ilama la atencion que las muestras
provenientes de los casos F19 y F22, comentadas previamente estas también son

VPH positivas.
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo concuerdan con lo encontrado
con trabajos previos. Ya que al igual que Orjuela y colaboradores que encontraron
por inmunohistoquimica la proteina pRb significativamente asociada al DNA del
virus detectado por PCR, en este trabajo encontramos por western blot la presencia
de la proteina pRb en varios casos VPH positivos[15]. En el grupo de estudio de
este trabajo, la proporcion total de casos VPH positivos por PCR es de 17 casos,

correspondiente al 71%.

Los datos anteriores sugieren una asociacion entre la expresion de la proteina
pPRb, el estatus VPH positivo y edad al diagndstico menor de 3 afios, como lo
muestra la Figura 19. La cantidad de muestras sin embargo es pequefia y es
conveniente aumentar la N para poder realizar analisis estadisticos.

Posible asociacion con la expresion de la proteina pRb

Pacientes | Estatus
menores a HPV
3 afios P positivo

Expresién ¥
de pRb )

Figura 19: Los datos sugieren una asociacion entre a la presencia de la

proteina pRb con el estatus VPH y la edad de los nifios.

No se logré identificar patrones caracteristicos con los otros parametros
analizados como son lateralidad y género, probablemente sea necesario incrementar
el numero de muestras para descartar que en realidad no haya una asociacion con

estos parametros.
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. CONCLUSIONES

e Se estandarizé la técnica de western blot para las proteinas p 107, pRb y
p130.

e Se llevo a cabo la extraccion de las proteinas totales a partir de los

retinoblastomas primarios.

e Se cuantificaron las proteinas totales mediante el método de Lowry.

e Las proteinas p107 y p130 se encontraron mediante Western blot en todas las

muestras analizadas.

e La proteina pRb se encontrd en 4 casos con estatus VPH positivo, de los
cuales dos son unilaterales y 2 son bilaterales y en 1 caso con estatus VPH
negativo que es bilateral, todos pacientes menores de 3 afios al momento del

diagndstico.
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PERSPECTIVAS

Para poder hacer analisis estadistico es necesario incrementar el niUmero de
casos en este estudio. Seria de interés también profundizar en aspectos funcionales

de las proteinas pRb identificadas para establecer si son funcionales o no.

44



9.

10.

11.

12.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Alberts, B., Biologia Molecular de la Célula. . 3% ed. 2004 Espafia: editorial
Omega.

Fajardo A, Epidemiologia descriptiva de las neoplasias malignas en nifios.
Rev Panam Salud Publica/Pan Am J Public Health 1999. 6(2): p. 75-88.

N. Martin, et al., Retinoblastoma Annals d” Oftalmologia 2001. 9(2): p. 74-
92.

Abbas, A.L., A, Inmunologia celular y molecular. 5ta. Ed. 2004, Espafia
Elsevier.

Villee, A., Biologia. Octava edicion ed. 1996, México D.F.: Editorial
McGraw —Hill.

Rodriguez-Cruz, M., M. del Prado, and M. Salcedo, [Genomic retinoblastoma
perspectives: implications of tumor supressor gene RB1]. Rev Invest Clin,
2005. 57(4): p. 572-81.

Adams, P.D., Regulation of the retinoblastoma tumor suppressor protein by
cyclin/cdks. Biochim Biophys Acta, 2001. 1471(3): p. M123-33.

J.R. Fontenla, A.M., L. Pelegrin, A. Aranda, A. Burés, M. Ferran, E. Ribas,
Retinoblastoma. La Medicina Hoy 2005 LXVIII: p. 33-44.

Ibis Menéndez, M.P., Nora Ruisanchez, El Retinoblastoma: Paradigma del
cancer hereditario. Rev Cubana Med, 2002. 41(1): p. 35-38.

Arturo Trincado, J.L., M Gonzélez,, Retinoblastoma en pediatria, experiencia
en un hospital pediatrico. Revista Chilena de Pediatria, 2008. 79 (6): p. 614-
622.

Orye, E., M.J. Delbeke, and B. Vandenabeele, Retinoblastoma and D-
chromosome deletions. Lancet, 1971. 2(7738): p. 1376.

Lele, K.P., L.S. Penrose, and H.B. Stallard, Chromosome Deletion in a Case
of Retinoblastoma. Ann Hum Genet, 1963. 27: p. 171-4.

45



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

Knudsen, E.S. and K.E. Knudsen, Retinoblastoma tumor suppressor: where
cancer meets the cell cycle. Exp Biol Med (Maywood), 2006. 231(7): p.
1271-81.

Knudson, A.G., Jr., Mutation and cancer: statistical study of retinoblastoma.
Proc Natl Acad Sci U S A, 1971. 68(4): p. 820-3.

Orjuela, M., et al., Presence of human papilloma virus in tumor tissue from
children with retinoblastoma: an alternative mechanism for tumor
development. Clin Cancer Res, 2000. 6(10): p. 4010-6.

Mohan, A., et al., Detection of human papillomavirus ADN in retinoblastoma
samples: a preliminary study. J Pediatr Hematol Oncol, 2009. 31(1): p. 8-13.
Montoya-Fuentes, H., et al., Identification of ADN sequences and viral
proteins of 6 human papillomavirus types in retinoblastoma tissue.
Anticancer Res, 2003. 23(3C): p. 2853-62.

Palazzi, M.A., et al., Detection of oncogenic human papillomavirus in
sporadic retinoblastoma. Acta Ophthalmol Scand, 2003. 81(4): p. 396-8.
Matsunaga, E., [Genetics and epidemiology of retinoblastoma]. Gan No
Rinsho, 1987. 33(5 Suppl): p. 507-13.

Pawlak, B.R., Retinoblastoma: an epidemiological study (survey and review).
J Surg Oncol, 1975. 7(1): p. 45-55.

Somsanguan, A., Epidemiology study of retinoblastoma in Maharaj Nakorn
Chiang Mai Hospital. Elsevier Science Publishers, 1992

Bunin, G.R., et al., Pre- and postconception factors associated with sporadic
heritable and nonheritable retinoblastoma. Cancer Res, 1989. 49(20): p.
5730-5.

Lopez, A.y.L., M, Cancer cérvicouterino y el virus del papiloma humano: La
historia que no termina. Cancerologia 1, (2006): p. 31-55.

Friend, S.H., Bernards, R., Rogelj, S., Weinberg, R.A., Rapaport, J.M.,
Albert, D.M. y Dryja, T.P., A human ADN segment with properties of the

46



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

gene that predisposes to retinoblastoma and osteosarcoma. Nature, 323, 1986
p. 643-6.

Weinberg, R.A., The retinoblastoma protein and cell cycle control. Cell,
1995. 81(3): p. 323-30.

Morgan, D.O., Cyclin-dependent kinases: engines, clocks, and
microprocessors. Annu Rev Cell Dev Biol, 1997. 13: p. 261-91.

Lundberg, A.S. and R.A. Weinberg, Functional inactivation of the
retinoblastoma protein requires sequential modification by at least two
distinct cyclin-cdk complexes. Mol Cell Biol, 1998. 18(2): p. 753-61.

Du, W. and J. Pogoriler, Retinoblastoma family genes. Oncogene, 2006.
25(38): p. 5190-200.

Lee, E.Y., et al., Mice deficient for Rb are nonviable and show defects in
neurogenesis and haematopoiesis. Nature, 1992. 359(6393): p. 288-94.

Sage, J., et al., Targeted disruption of the three Rb-related genes leads to loss
of G(1) control and immortalization. Genes Dev, 2000. 14(23): p. 3037-50.
Farkas, T., et al., Distinct phosphorylation events regulate p130- and p107-
mediated repression of E2F-4. J Biol Chem, 2002. 277(30): p. 26741-52.
Claudio, P.P., et al., Mutations in the retinoblastoma-related gene RB2/p130
in lung tumors and suppression of tumor growth in vivo by retrovirus-
mediated gene transfer. Cancer Res, 2000. 60(2): p. 372-82.

Trimarchi, J.M., et al., The E2F6 transcription factor is a component of the
mammalian Bmil-containing polycomb complex. Proc Natl Acad Sci U S A,
2001. 98(4): p. 1519-24.

Ichimura, K., et al., Structure of the human retinoblastoma-related p107 gene
and its intragenic deletion in a B-cell lymphoma cell line. Gene, 2000.
251(1): p. 37-43.

Classon, M. and N. Dyson, p107 and p130: versatile proteins with interesting
pockets. Exp Cell Res, 2001. 264(1): p. 135-47.

47



36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

Cinti, C., et al., Genetic alterations of the retinoblastoma-related gene
RB2/p130 identify different pathogenetic mechanisms in and among Burkitt's
lymphoma subtypes. Am J Pathol, 2000. 156(3): p. 751-60.

Ewen, M.E., et al.,, Molecular cloning, chromosomal mapping, and
expression of the cADN for pl107, a retinoblastoma gene product-related
protein. Cell, 1991. 66(6): p. 1155-64.

Huppi, K., et al., Molecular cloning, chromosomal mapping, and expression
of the mouse p107 gene. Mamm Genome, 1996. 7(5): p. 353-5.

Mayol, X., et al., Cloning of a new member of the retinoblastoma gene family
(pRb2) which binds to the E1A transforming domain. Oncogene, 1993. 8(9):
p. 2561-6.

Donovan, S.L., et al., Compensation by tumor suppressor genes during retinal
development in mice and humans. BMC Biol, 2006. 4: p. 14.

Dannenberg, J.H., et al., Ablation of the retinoblastoma gene family
deregulates G(1) control causing immortalization and increased cell turnover
under growth-restricting conditions. Genes Dev, 2000. 14(23): p. 3051-64.
Jiang, Z., et al., The retinoblastoma gene family is differentially expressed
during embryogenesis. Oncogene, 1997. 14(15): p. 1789-97.

Tedesco, D., J. Lukas, and S.I. Reed, The pRb-related protein p130 is
regulated by phosphorylation-dependent proteolysis via the protein-ubiquitin
ligase SCF(Skp2). Genes Dev, 2002. 16(22): p. 2946-57.

Cinti, C., et al., Genetic alterations disrupting the nuclear localization of the
retinoblastoma-related gene RB2/p130 in human tumor cell lines and primary
tumors. Cancer Res, 2000. 60(2): p. 383-9.

Chomczynski, P. and N. Sacchi, Single-step method of ARN isolation by acid
guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform extraction. Anal Biochem, 1987.
162(1): p. 156-9.

48



46.

47.

48.

49.

Frederick M. Ausubel, R.B., Robert E. Kingston, David D. Moore, J.G.
Seidman, John A. Smith, Kevin Struhl., Current Protocols in Molecular
Biology. 2003, John Wiley & Sons, Inc.

Augusto, F., Rango Lineal de Una Curva de Calibracion. . Universidad
Estadual de Campinas: Instituto de Quimica, Chemkeys., 2000.

Campell, M., Biochemistry. , ed. 2da. 1995, Saunders: College Publishing,
pp 522.

Ausubel, F.M., Short protocols in molecular biology : a compendium of
methods from Current protocols in molecular biology. . 5th ed. 2002, New
York: Wiley, pp 4410.

49



10. GLOSARIO

Radioterapia con rayos externos: tratamiento que emplea maquinas para
dar radiacion y tratar los tumores.

Placas radiactivas: son discos radioactivos para radiar el retinoblastoma.

Crioterapia: tratamiento que se realiza bajo anestesia local o general y
congela los tumores mas pequefios mediante la aplicacion de nitrégeno liquido.

Quimioreduccidén: es el tratamiento del retinoblastoma con quimioterapia
(medicamentos contra el cancer). Su administracion es por via intravenosa y
provocan la reduccion del tumor

Enfermedad de Coats: La enfermedad de Coats es un problema que se
observa principalmente en pacientes de sexo masculino, y que se caracteriza por la
presencia de telangiectasias que son malformaciones vasculares en la retina.

Toxocariasis: es una enfermedad parasitaria constituida por una alteracién
retiniana/coroidea causada por la larva de Toxocara canis, que generalmente
produce un granuloma solitario, usualmente a nivel macular.

Clonacion posicional: es una estrategia para la identificacion de
enfermedades genéticas donde se localiza al gen responsable basandose Unicamente
en su posicion cromosémica

Dominio proteico: es la zona de la proteina donde se halla mayor densidad.
Es decir, donde hay mas plegamientos. Un dominio proteico puede ser funcional si
es una unidad modular de la proteina que lleva a cabo una funciéon bioquimica
determinada, y estructural si se refiere a un componente estable de la estructura

Solucion caotropica: Los agentes cal tropicos son aquellos que
desestabilizan estructuras moleculares que se sostenian con interacciones no
permanentes (interacciones electrostaticas, fuerzas de van der. Pals, interacciones
hidrofobitas, puentes de hidrégeno) al ser solutos en una disolucion.
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11. ANEXOS

ANEXO |

Protocolo para detectar por western blot la proteina pRb (p110) usando como

control positivo extractos totales de la linea celular K562.

PASOS REACTIVOS Y CONDICIONES
SOLUCIONES
8%
SDS PAGE 200 V /60 min
Céamara semi-seca
Transferencia Membrana PVDF (BIORAD)
15V /100 min
Bloqueo TBS — T/ Leche 5% 2hrs/ TA
Anticuerpo 1° SC _50 1: 100

1 Lavado

Anticuerpo 2°

3 Lavados

Revelado

TBS—T/Leche5%

TBS-T

ECLNA - 934
TBS — T/ Leche5 %

TBS-T

Sustrato
Quimioluminiscente

Toda la noche / CF

10 min

1:5000;1hr/ TA

10 min cada uno

minigel
1 ml (0.5ml luminol + 0.5
ml peroxido)

HRP (Peroxidasa de rabano) Tiempo aprox: 5 min

TA: Temperatura Ambiente
CF: Cuarto Frio
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ANEXO 11

Protocolo para detectar por western blot la proteina pl07 usando como

control positivo extractos totales de la linea celular C32.

PASOS REACTIVOS Y CONDICIONES
SOLUCIONES
8%
SDS PAGE 200 V /60 min
Céamara semi-seca
Transferencia Membrana PVDF (BIORAD)
15V /100 min
Bloqueo TBS — T/ Leche 5% 2hrs/ TA
Anticuerpo 1° SC 318 1: 300

1 Lavado

Anticuerpo 2°

3 Lavados

Revelado

TBS—T/Leche5%

TBS-T

ECLNA - 934
TBS — T/ Leche5 %

TBS-T

Sustrato
Quimioluminiscente

Toda la noche / CF

10 min

1:5000;1hr/ TA

10 min cada uno

minigel
1 ml (0.5ml luminol + 0.5
ml perdxido)

HRP (Peroxidasa de rabano) Tiempo aprox: 5 min

TA: Temperatura Ambiente
CF: Cuarto Frio
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ANEXO Il

Protocolo para detectar por western blot la proteina p130 usando como control

positivo extractos Nucleares de la linea celular C32.

PASOS REACTIVOS Y CONDICIONES
SOLUCIONES
10%
SDS PAGE 200 V /60 min
Cémara semi-seca
Transferencia Membrana PVDF (BIORAD)
15V /100 min
Bloqueo TBS - T/ Leche5 % 2 hrs/ RT
Anticuerpo 1° SC _ 317 1: 300

6 Lavados

Anticuerpo 2°

3 Lavados

Revelado

TBS — T/ Leche5 %

TBS-T

ECLNA — 934
TBS—T/ Leche 5%

TBS-T

Sustrato
Quimioluminiscente

HRP (Peroxidasa de rabano)

Toda la noche / CF

10 min

1:5000;1hr/ TA

10 min cada uno

minigel
1 ml (0.5ml luminol + 0.5
ml perdxido)
Tiempo aprox: 5 min

TA: Temperatura Ambiente

CF: Cuarto Frio
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ANEXO IV

Preparacion de geles de poliacrilamida al 8%

Componentes del gel separador 8% Componentes del gel concentrador
Agua mQ 2.3 ml Agua mQ 2.1 ml
Acrilamida- 1.3 ml Acrilamida- 0.5 ml
bisacrilamida 30% bisacrilamida 30%
(299-19) (299-19)
Tris/HCI 1.5 M pH 1.3 ml Tris/HCI 1 M pH 0.38 mi
8.8 6.8
SDS 10% 50 ul SDS 10% 30 ul
Persulfato de 50 ul Persulfato de 30 ul
amonio 10% amonio 10%
TEMED 3ul TEMED 3ul

Componentes para la preparacion del amortiguador de corrida

Buffer de corrida 1X (1L)

Tris base 25mM 3.03g
Glicina 191mM 14.4g
SDS 0.1% 19

H20

Componentes para la preparacion del amortiguador de Transferencia

Buffer de transferencia 1X (1L)

Tris base 25mM 3.03g
Glicina 191mM 14.4g
Metanol 20% 200 ml
SDS 0.1% 5ml

H20
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