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Resumen

El retinoblastoma es un tumor maligno intraocular que se origina en la retina,
se presenta durante la infancia temprana y puede afectar de forma unilateral o
bilateral. Existen dos tipos de retinoblastoma: la forma hereditaria, por la transmision
de un gen mutado de padres a hijos y lo constituyen aproximadamente 40% de los
casos, y la forma no hereditaria que constituye el 60% de los casos

El signo mas frecuente es la leucocoria que se caracteriza por presentar
pupila blanca en uno o ambos ojos, también puede presentar estrabismo o
hemorragia en el globo ocular. El tratamiento mas eficaz es la enucleacion, que
consiste en la extirpacion del globo ocular afectado, y aunque es bastante drastico,
incrementa sus posibilidades de curacién y sobrevivencia, sobre todo si el tumor no
ha generado metastasis. La quimioterapia es otro tipo de tratamiento utilizado para
facilitar la enucleacion, o en combinacién con laser o radioterapia para tratar de
salvar la vision; particularmente se emplea en casos metastasicos sin embargo la
falta de respuesta a este tratamiento conduce a la progresion de la enfermedad y
muerte del paciente. En otros tipos de tumores malignos se ha reportado que el
fracaso de la quimioterapia involucra la sobrexpresion de los tres transportadores
de la familia ABC formada por 49 genes. Se trata de proteinas con amplia
distribucion en tejidos del cuerpo humano y transportan activamente sustratos de
alta especificidad principalmente metabolitos contribuyendo a la detoxificacién
celular.

El objetivo de este trabajo fue determinar si los transportadores ABCBL,
ABCCL1 y ABCG2 estan expresados en el tejido tumoral y explorar si existe alguna

correlacion con la lateralidad y el género de los pacientes.

Palabras clave: Retinoblastoma, expresion de los transportadores ABC, antigeno-

anticuerpo e inmunohistoquimica



1. Introduccién y Antecedentes

1.1 Retinoblastoma

El retinoblastoma (Rb) es una neoplasia maligna que se produce durante la
infancia temprana, el diagndstico se realiza entre el nacimiento y los 3 y 4 afios de
edad; su incidencia varia en distintas poblaciones y en México se estima una tasa
de 1 en 15,000 nacidos vivos (Fajardo-Gutiérrez, 2011)

El retinoblastoma se puede presentar en dos formas: hereditaria y no
hereditaria. Los casos no heredados constituyen el 60% y la mayoria tienen entre
tres afios y seis afios al momento de ser diagnosticados, el tumor se manifiesta de
forma unilateral a causa de mutaciones somaticas en ambos alelos del gen RB1 en
células retinianas inmaduras, aunque el 15% de los pacientes con retinoblastoma
unilateral tienen el tipo hereditario (Shields, et al., 1991).

Estos nifios no tienen un riesgo aumentado de desarrollar segundos tumores
malignos, y si llega a la vida adulta y procrean, el riesgo que sus hijos desarrollen
retinoblastoma es casi igual al de la poblacion general.

En contraste, los casos hereditarios son diagnosticados a una edad mas
temprana, generalmente dentro de los primeros 12 meses de vida, constituyen el
40% de los casos de los cuales el 10% tienen padre o madre afectada. En los
pacientes que padecen la forma hereditaria, se producen mdultiples tumores
comunmente en ambos 0jos e incluso los tumores estan presentes al momento del
nacimiento (Dimaras et al.,, 2015). Las personas afectadas por esta forma de
retinoblastoma tienen un riesgo aumentado de desarrollar otros tipos de tumores
malignos como sarcomas, melanomas, cancer de cerebro y cavidad nasal (Fletcher
et al., 2004) (Mantela et al., 2005), y ademas si alcanzan la vida adulta y procrean
el producto de cada embarazo tiene casi el 50% de riesgo de desarrollar la
enfermedad.

La aparicion del retinoblastoma esta 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 de este gen es la proteina pRb de 110 KD, la cual

tiene un papel esencial en el control del ciclo celular.



1.2 Epidemiologia

El retinoblastoma es un tipo de cancer que afecta a uno de cada 15 000 nifios
nacidos vivos en México (Fajardo-Gutiérrez, 2011). En los Estados Unidos, la
incidencia se estima en 3.6 casos por cada millén de nifios menores de 6 afos. La
incidencia de retinoblastoma hereditario es notablemente constante entre las
diversas poblaciones del mundo. El retinoblastoma no hereditario y unilateral parece
ocurrir con mayor frecuencia en regiones mas pobres, tropicales y subtropicales del
mundo(Chintagumpala, et al., 2007)

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 con una frecuencia del 92%, y solo con un
8% los tumores de tipo epitelial y entre los 15 y 19 afios ocurre una transicion. El
retinoblastoma tiene caracteristicas tan peculiares que se clasifica en un grupo
epidemioldgico independiente de los demas tumores malignos en nifios.

Las neoplasias en nifios se dividen en 12 grupos:

|. Leucemias
Il. Linfomas y otras neoplasias reticulo endoteliales
lll. Tumores del sistema nervioso central
IV. Tumores del sistema nervioso simpatico
V. Retinoblastoma
VI. Tumores renales
VII Tumores hepaticos
VIII Tumores 6seos
IX Tumores de los tejidos blandos
X Tumores de células germinales, trofoblasticas y otras células
gonadales
XI Carcinomas y otras neoplasias epiteliales malignas

XII Otras neoplasias malignas inespecificas



1.3 Etiologia

Segun la hipétesis del “doble impacto”, propuesta por Knudson en la década
de los 70°s establece que son necesarias dos mutaciones para el desarrollo de esta
enfermedad. En la forma hereditaria, la primera mutacion es germinal es decir
afecta todas las células del cuerpo, esta hipétesis propuso que el gen mutado
confiere a estos pacientes la predisposicion a desarrollar retinoblastoma y
posteriormente otros tumores malignos(Knudson, 1971). Esta hipotesis propone un
“segundo impacto” que se refiere a una segunda mutacion genética, producida
posteriormente como una mutacibn somatica, es decir localmente en los
retinoblastos, que ya portaban la mutacién adquirida congénitamente. Para la forma
unilateral no heredada, 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 codifica este gen (pRb). Hoy en dia ese gen ha sido
identificado y se le conoce como el gen de susceptibilidad al retinoblastoma, cuyo
simbolo es RB1 en humanos.

La conclusion de Knudson fue que las células de los retinoblastomas no
tienen un gen mutante, sino dos por lo menos (Knudson, 1971)

Aungue en la mayoria de los casos de retinoblastoma se han encontrado
mutaciones en el gen RB1, se ha reportado que en algunos casos de
retinoblastomas unilaterales no hereditarios que tienen un gen RB1 intacto, lo que
sugiere la existencia de un mecanismo alternativo para la inactivacion de pRb. Se
han sugerido mecanismos epigenéticos de silenciamiento del promotor del gene o

un posible agente viral oncogénico (Orjuela et al., 2000).

1.4 Biologia molecular del gen RB1/pRb

El gen de susceptibilidad al retinoblastoma RB1 fue el primer gen supresor
de tumores identificado hace ya mas de tres décadas. Su ausencia esta asociada a
la apariciéon 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 (Friend et al., 1986).
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El gen supresor RB1 se localiza en el cromosoma 13g14.2, tiene una longitud
de 180,388 pares de bases y esta formado por 27 exones (Figura 1). Codifica para
un acido ribonucleico mensajero (ARNm) que se traduce en una fosfoproteina
nuclear (pRB) de 110 kDa que inhibe la proliferacion celular de la fase G1 a la fase
de sintesis del ciclo celular (Ramasubram et al., 2012) (Instituto Nacional de la
Nutricién (Mexico), et al., 2005)(Chintagumpala et al., 2007)

Chromosome 13 (1|7 I8 B HBD
o
™
| || 50 kbop—— l -
48200000 489500011‘ ‘ 490000l 45050000l

RefSeq Genes | |
RB1 gene )»}»»»m».»»»»)»»h‘o*)»mu}»ﬂy»oMoﬂ»p»mbg».»»»m»»lm»)n»»»mm»»».»(»}Q»ﬁm»}o“

|

RB1 mRNA with 27 exons spliced together
P112]|3|4(5/6]|7|8|9]|10] (12|13 |14|[16 17 [1§19(20121|22|23|24|25|26|27

| v

Shaded exons code for pocket domains A and B of pRB protein

Figura 1 Esquematizacién del cromosoma 13 (Ramasubramanian et al., 2012)

1.5 Biologia molecular de la proteina pRb

La proteina pRB esta formada por 928 aminoacidos, desempefia un papel
importante en la regulacién del ciclo celular. Esta proteina tiene la capacidad de
unirse e interaccionar con una gran variedad de proteinas celulares y esta funcion
estd determinada por su estado de fosforilacion (Brantley,et al., 2002). Existen
evidencias a nivel bioguimico de que la forma no fosforilada de pRb es responsable
de la interrupcion de la proliferacion celular. Cuando pRb esta hipofosforilada tiene
alta afinidad por los factores de transcripcion de la familia E2F/DP. Los complejos
proteicos Rb-E2F inhiben la transcripcidn de los genes requeridos para atravesar el

punto G1/S del ciclo celular (Ramasubramanian, et al., 2012).Su funcién inhibitoria
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se anula cuando pRb sufre fosforilacion mediada por los complejos CDK-ciclina. La
proteina pRb permanece fosforilada durante las fases S ,G2 y M del ciclo celular y
el movimiento de estos fosfatos es efectuada por un complejo de fosfatasas
después de completarse la mitosis(Lodish et al., 2016) .La desfosforilacion restituye
pRb a su estado de alta afinidad por los factores de transcripcion y provoca la
detencion de la proliferacion celular .

Esta ruta de sefalizacion, tiene gran relevancia ya que existen alteraciones
en diversos componentes de la ruta en practicamente todos los tumores malignos

en adultos

Ciclina D Ciclina E Ciclina A
CDK4 CDK2 CDK2

\ /s

PRb E2F — | E2F — Transcripcion E2F (genes blanco)

W\ A\ ¥ A9 &

l

G1 G1/S S

Figura 2 Genes involucrados en la transicion G1/S del ciclo celular. Si se suprime el
complejo ciclina D/CDK4, ciclina E/CDK2 suprime la fosforilacion de Rb y la actividad
transcripcional de E2F, conduciendo a la detencién del ciclo celular y a la inhibicién del
crecimiento(Del, Lagunas Cruz,et al., 2014)

2. Histologia del Retinoblastoma

Los retinoblastomas muestran diversos grados de diferenciacion, esto es
evidente por la formacion de rosetas Yy existen tres tipos de rosetas descritas en
retinoblastoma: 1) rosetas de Flexner-Wintersteiner, 2) rosetas de Homer-Wright y
3) rosetas de diferenciacion fotorreceptora (floretas) (Ramasubramanian, et al.,
2012)(Christopher D.M Fletcher, n.d.). Véase figura 3
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Las rosetas de Flexner-Wintersteiner, fueron descritas por primera vez por el
meédico patélogo Simon Flexner y afios mas tarde el oftalmélogo Austriaco Hugo
Wintersteiner sugirié que los grupos de células parecian bastones y conos. Las
rosetas forman agrupaciones de células semejantes a una rosa y se componen de
un anillo que rodea un lumen central vacio y salen prolongaciones de células
cuboidales(Christopher D.M Fletcher, n.d.)(Rodriguez-Galindo, et al., 2015).

Rosetas Homer-Wright, fueron descritas por primera vez por James Homer
Wright. Estas rosetas se encuentran en una variedad de tumores neuroblasticos,
ademas de retinoblastoma las rosetas Homer Wright carecen de un lumen central,
sin embargo, tiene una marafa central de filamentos englobados.

Las rosetas conocidas con el nombre de Diferenciaciéon fotorreceptora, se
encuentran aproximadamente en el 15-20% de los retinoblastomas. Se caracteriza
por la presencia de agregados de fotorreceptores neoplasicos denominados
Fleurettes. Los Fleurettes, son células de retinoblastoma que se han sometido a una
mayor diferenciacién de fotorreceptores y se agrupan en una especie de ramo,
carecen de mitosis o necrosis. (Rodriguez-Galindo et al., 2015)(Ramasubramanian,
et al. 2012)



Figura 3 En la imagen se puede apreciar la formacién caracteristica de células tumorales
en rosetas y fleurettes. En la figura (A) se muestran las rosetas de Flexner-Wintersteiner
que muestran un centro vacio. En la figura (B) se muestran rosetas de Homer Wright con
un centro relleno de prolongaciones celulares citoplasmaticas y por ultimo en la figura (C)
estan los Fleurettes bien diferenciados. Las Floretas son estructuras que se asemejan a

grupos de fotorreceptores.(Rodriguez-Galindo et al., 2015)

2.1 Manifestaciones Clinicas

Los sintomas que se presentan son la leucocoria que se caracteriza por un
reflejo blanco en la pupila; el segundo sintoma mas comun y puede acompafar o
preceder a la leucocoria es el estrabismo que se caracteriza por la desviacion del
globo ocular.

Otros sintomas que se pueden presentar son: hiperemia ocular, dolor,
disminucién de la vision, inflamacion del tejido que rodea el ojo, pupila engrandecida
o dilatada, o cambio en el color del iris signo llamado heterocromia. Por estas
razones, cuando un nifio presenta leucocoria o estrabismo es importante que sea
revisado por un oftalmélogo (Rodriguez-Galindo et al., 2015). El retinoblastoma se
presenta casi por igual en ambos géneros. El diagndstico clinico se lleva a cabo con
estudios de imagen como tomografia computarizada y ultrasonido y se confirma

mediante el analisis histopatolégico del globo ocular enucleado (Parulekar, 2010)
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2.2 Estratificacion

Una vez que se diagnostica un retinoblastoma, la primera opcion terapéutica
para la mayoria de los casos es la enucleacién, que consiste en la extirpacion del
globo ocular. Una vez que se confirmd histopatologicamente el retinoblastoma, se
establece un estadio clinico para determinar si existe 0 no enfermedad extraocular
tomando en cuenta los siguientes aspectos: presencia de células tumorales en el
borde quirargico, infiltracion del tumor en coroides y en nervio éptico.

Actualmente existen varios sistemas de clasificacion para Rb, en primer
lugar, el Rb se categoriza como una enfermedad intraocular o extraocular. El Rb
intraocular se refiere a que el tumor se encuentra dentro del globo ocular y el Rb
extraocular se refiere al hallazgo de evidencias del tumor mas alla del globo ocular,
(Espinoza, 2011). Estas clasificaciones son importantes porque los tratamientos
dependen del grado de avance de la enfermedad.

La clasificacion Reese-Ellsworth, esta basada en la estatificacion del tumor
intraocular y prediccion del globo ocular. Este sistema se divide en 5 grupos (I a V)
con respecto al tamafio del tumor (Tabla 1). El grupo | tienen el menor riesgo de

enucleacion y el grupo V con mayor riesgo de enucleacion (Rd Kiss, et al., 2008 )

Tabla 1 Clasificacion Reese- Ellswotrh. Tomada y modificada (Rd Kiss et al.,2008.)

Grupo Prondstico Especificaciones
| Muy favorable Tumor solitario menora 3 mm
Il Favorable Tumor solitario mayora3 mm
Tumores bien definidos con simbra

1 Poco Favorable ]
vitrea

Tumores mal definidos con siembra
Desfavorable  vitrea. Desprendimiento de retina
Muy Tumores masivos que ocupan mas
Y del 50% del globo ocular con
desfavorable ) ) K
presencia de simbre vitrea

v




2.3 Tratamiento

El tratamiento del retinoblastoma tiene por objeto primero salvar la vida y si
es posible preservar la vision, y, por lo tanto, los factores que deben ser
considerados para el tratamiento son la lateralidad, tamafio del tumor, presencia de
siembra vitrea, localizacion y la estratificacion intraocular y extraocular
(Chintagumpala et al., 2007), es decir, la extension de la enfermedad.

La enucleacién es el tratamiento mas eficaz, que consiste en la extirpacion
del ojo quirargicamente. Esto es necesario porque es la Unica oportunidad de quitar
completamente el tumor si este no se ha extendido fuera del ojo. En los casos
bilaterales, el ojo con enfermedad mas avanzada es enucleado y el menos afectado
recibe quimioterapia (Ramasubramanian, et al., 2012) (Chintagumpala et al.,
2007)(Rodriguez-Galindo, et al., 2010) . Cuando ambos ojos estan implicados,
algunas veces se extirpa el que estda mas comprometido, mientras que el otro ojo
es tratado con tratamientos que intentan preservar la visiébn. Lamentablemente,
algunas veces el retinoblastoma se ha extendido mas alla del ojo, requiriendo
guimioterapia para su control. Una vez que las células tumorales han alcanzado la
linea de reseccion quirargica del nervio Optico la tasa de mortalidad es del 50% al
85%. El retinoblastoma es un tumor muy agresivo y una vez que se ha diseminado

fuera del 0jo, la supervivencia es muy baja (Rd Kiss et al., 2008.)

Radioterapia: el retinoblastoma es un tumor radiosensible, su efecto es
debido a la induccién de la muerte celular. La radioterapia se utiliza para tratar
retinoblastoma avanzado. Las complicaciones mas importantes a largo plazo son el
desarrollo de tumores inducidos por radiacion, principalmente sarcomas
(Ramasubramanian, et al., 2012) (Chintagumpala et al., 2007) (Rodriguez-Galindo,
et al., 2010). Sin embargo, la radioterapia tiene un excelente historial en la
preservacion del ojo en pacientes con Resse-Ellsworth del grupo I-1l (Rodriguez-
Galindo et al., 2015).

Terapias focales, incluyen el laser verde de argon, laser de diodo, la

crioterapia, la braquiterapia e inyecciones perioculares. Las terapias estan basadas
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en la localizacion y tamafio del tumor (Rodriguez-Galindo et al., 2015)

(Ramasubramanian, et al., 2012a)

Crioterapia: Es un tratamiento utilizado para tumores anteriores pequenos
(Tolentino, et al., 1972). Consiste en aplicar un pulso de frio con una temperatura
de -70°C lo que congela y mata al tumor en secciones periodicas. (Rodriguez-
Galindo et al., 2015) (Tolentino, et al., 1972)

Braquiterapia: Es una terapia utilizada para tumores demasiados grandes y

que por su localizacion no se pueden tratar con laser.

El retinoblastoma es una enfermedad muy quimiosensible, en general la
quimioterapia esté indicada en pacientes con enfermedad extraocular, sin embargo,
también para la forma intraocular, con el objetivo de disminuir el tamafio del tumor
antes de la enucleacion. Los pacientes con enfermedad extraocular tienen mal
prondstico, aunque pueden beneficiarse de la combinaciéon de quimioterapia
convencional y radioterapia en dosis altas. Actualmente, los agentes farmacologicos
mas eficientes son la combinacién de vincristinay carboplatino para el tratamiento
de tumores intraoculares (Rodriguez-Galindo et al., 2003) (Jo et al., 2017).También
puede ser utilizada en pacientes con enfermedad unilateral cuando los tumores son
pequefios.

Existe un problema muy importante con la quimioterapia, ya que no elimina
por completo las células cancerosas, lo que no permite la erradicacion total del

tumor. (Rodriguez-Galindo et al., 2015) (Kleinerman, et al., 2012)

3. Mecanismos moleculares de quimio resistencia en cancer

El cancer es una enfermedad que no solo se caracteriza por el crecimiento
incontrolado de una masa de células tumorales, sino alteraciones dinamicas en el
genoma que si no se controla conduce a la interrupcién de procesos biolégicos
normales a través de la invasion celular de tejidos y 6rganos a traves de la
metastasis(Zheng, 2017) (Abdullah, et al., 2013)
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Actualmente, la quimioterapia es a menudo el tratamiento estandar en
muchos tipos de tumores malignos. Es capaz de inducir la muerte celular en tumores
y reducir la masa tumoral, pero muchos pacientes con cancer experimentan la
recurrenciay la muerte debido al fracaso al tratamiento. Ahora sabemos que existen
mecanismos de quimiorresistencia que en algunos casos dan lugar a la
supervivencia de células tumorales y conduce a la recurrencia después del
tratamiento (Abdullah, et al., 2013) (Zheng, 2017).

Las proteinas relacionadas con la quimiorresistencia pueden ser ligandos
extracelulares, receptores de membrana, sefiales citdésolicas, mensajeros y factores
de transcripcidén celular. Estas proteinas estan involucradas en varios eventos y
procesos biolégicos incluyendo apoptosis, proliferacion, autofagia, biologia de

exosomas, proteinas ABC y de células troncales, entre otros (Figura 4)

ABC Transporter Pumps

Figura 4 Proteinas implicadas en la quimiorresistencia del cancer. A) Los transportadores
ABC expulsan una amplia variedad de quimioterapéuticos. B) Sefiales citdsolicas que

tienen el papel de sustrato para los farmacos. C) Proteinas a favor de la supervivencia
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utilizando mecanismos para evitar la apoptosis en mitocondria. D) Activacién de proteinas
reparadores de DNA (Abdullah, et al., 2013)

3.1 Autofagia

La autofagia se encarga de degradar organelos o particulas celulares
dafiadas y recicla aminodcidos o acidos grasos a través del autofagosoma. Asi
mismo, el estrés celular y el aumento metabdlico son activadas por la autofagia,
cuya adaptacion puede promover la supervivencia celular y causar el crecimiento

celular y la resistencia terapéutica (Zheng, 2017).

3.2 Células troncales del cancer

Las células troncales del cancer (CSC del inglés Cancer Stem Cells), son una
subpoblacién de células capaces de formar tumores, de auto renovacion, de
resistencia a farmacos y de diferenciacion multiple. Se ha demostrado en otros tipos
de cancer que las CSC son capaces de escapar a los efectos toxicos de la
quimioterapia a traves de una variedad de mecanismos (Abdullah, et al., 2013).

3.3 Transportadores ABC

Las proteinas ABC, son responsables de la translocaciéon de diversos
sustratos tales como iones, péptidos, xenobibticos entre otros a través de la
hidrolisis de ATP en las membranas celulares. Se ha reportado la sobreexpresion
de los transportadores ABCB1 y ABCG2 en tumores hematologicos y solidos, como
la leucemia, neuroblastoma, cancer de mama y cancer de ovario, en donde se ha
demostrado su participacién en la quimio resistencia (Zheng, 2017) (Abdullah, et
al., 2013).

4. Transportadores ABC

Los transportadores ABC son proteinas integrales de membrana altamente
conservadas que se pueden dividir en cuatro tipos: los canales i6nicos, los

transportadores, las acuaporinas y las bombas dependientes de ATP(Linton, 2007)
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En los seres humanos, hay 49 genes ABC conocidos Yy clasificados en siete
familias diferentes (A-G) dependiendo de su secuencia de aminoacidos v,
finalmente, los dominios de las proteinas: ABCA (13 miembros), ABCB (11
miembros), ABCC (11 miembros), ABCD (4 miembros), ABCE (1 miembros), ABCF
(3 miembros), y ABCG (5 miembros) (EI-Awady et al., 2017).

Estas proteinas se denominan ABC (ATP Binding Cassette; por sus siglas en
inglés) debido a que poseen dos dominios de unidon a ATP los cuales han sido
conservados a lo largo de su proceso evolutivo. Dichas proteinas de union a ATP
utilizan energia liberada por la hidrélisis de ATP para mover sustratos a través de
las membranas dentro o fuera de las células. Generalmente se clasifican en
importadores y exportadores, en funcion de la direccion de transporte con respecto
al citoplasma (Lizzet et al., 2010) (Linton, 2007)

Las proteinas transportadoras acarrean diferentes compuestos, se
encuentran una gran cantidad de componentes hidrofébicos, azucares, grasas,
aminoacidos, péptidos, proteinas y medicamentos, a través de las membranas
celulares. Se ha demostrado que los transportadores ABC estan involucrados en la
resistencia a toxinas y xenobibticos; ademas si las moléculas no se transportan
correctamente pueden no estar disponibles donde se requieren y pueden causar
dafios a las células. Las mutaciones en los transportadores ABC causan diferentes
desoérdenes de tipo Mendeliano tales como fibrosis quistica, degeneracion retiniana,
alteraciones en el transporte de colesterol entre otros (Tabla 2) (Lizzet et al., 2010)

(Sociedad Latinoamericana de Fitoquimica, et al., 2008) (Linton, 2007)

Tabla 2 Funciones que desempefian los transportadores ABC y las consecuencias que
causan si sufren dafio en su funcionamiento. Tomada y modificada (Vasiliou, et al., 2009)
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Gen Funcién Enfermedad
ABCA2 Resistencia a farmacos Desconocida
ABCA4 Transportador de fotoreceptores Desconocida
ABCB1 Resistencia a farmacos Desconocido
ABCB2 Transportador de péptidos Deficiencia inmune
ABCB3 Transportador de péptidos Deficiencia inmune
ABCB4 Transportador de acido biliar Colestasis intrahepatica
ABCB6 Transportador de metales Desconocida
ABCB7 Transportador de &cido biliar Anemia
ABCC1 Resistencia a farmacos Desconocida
ABCC2 Transportador de &cido biliar il)rrl](:]rsoomne Dubin
ABCC7 Canal i6nico de cloro Fibrosis Quistica
ABCC8 Receptor de Sulfonilurea Desconocida
ABCE1 Proteina de Union a Oligoadelinato  Desconocida
ABCG1 Transportador de colesterol Desconocida
ABCG2 Resistencia a farmacos Desconocida
ABCG5 Transportador de esteroles Sitosterolmia
ABCGS8 Transportador de esteroles Sitosterolmia

Las proteinas ABC poseen un cassette de union al ATP conocido como
dominio de union al nucleétido (NBD, por sus siglas en inglés “Nucleotide Binding
Domain). EI NBD contiene varios dominios altamente conservados, entre ellos las
secuencias Walker A, Walker B, el bucle H y el circuito Q (Figura 5). El dominio
Walker A es una horquilla rica en glicina, seguida de una alfa hélice; esta estructura
permite la unién electrostatica del ATP y el dominio Walker B provee el residuo

carboxilato que coordina y estabiliza el Mg?*, el cual es un cofactor en la hidrélisis

de ATP (El-Awady et al., 2017)(Lizzet et al., 2010)
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Figura 5 Estructura de los transportadores ABC orientada hacia el interior. Esta
conformado por dos dominios transmembranales (TMD’s) y dos dominios de union al ATP
(NBD’s). (Wilkens, 2015)

Los transportadores ABC contienen dominios transmembrana (TMD), estan
formados cada uno por seis hélices hidrofébicas que atraviesan la membrana y es
la que determina la especificidad hacia el sustrato. La unién de los TMD forma un
canal que permite la translocacion del sustrato a través de la membrana (Lizzet et
al., 2010) (Dean, et al., 2001). Los dos NBD’s se unen y juntos hidrolizan ATP,
mientras que el TMD participa en el reconocimiento del sustrato y la translocacion
a través de la membrana lipidica

El mecanismo de translocacion de los transportadores ABC, se lleva a cabo
cuando dos moléculas de ATP se unen a los NBDs. La energia liberada por la
formacion del dimero NBD cerrado causa un cambio conformacional en los TMD.
La hidrolisis de ATP desencadena la disolucién del dimero NBD cerrado, lo que da
como resultado cambios conformacionales adicionales en los TMD. Finalmente, la
liberacion de fosfato y ADP restaura el transportador a la conformacion abierta del

dimero NBD listo para el ciclo posterior
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Figura 6 Mecanismo de translocacién a través de la membrana lipidica (Linton, 2007)

4.1 Resistencia a farmacos

La mayoria de los tumores sélidos generan resistencia a multiples agentes
quimio terapéuticos, con estructura quimica y mecanismos de accion diferentes.
Este fendbmeno fue descrito y conocido como resistencia a multiples drogas o MDR
(“Multidrug Resistance” por sus siglas en inglés) (Sanchez-Suarez, et al., 2006)
(Glavinas, et al., 2004)

Las proteinas llamadas de “resistencia a multiples farmacos” fueron
descubiertas como transportadores de membrana produciendo resistencia a la
quimioterapia en el cancer.

A mediados de los 70s, los oncélogos se dieron cuenta que ciertos tumores
muestran un patron de resistencia inherente desde el inicio del tratamiento, mientras

gue otros desarrollaban resistencia durante el transcurso del tratamiento.

Los miembros involucrados en MDR son los transportadores ABCB1
(también conocida como P-gp), ABCC1 (MRP), y ABCG2 (BCRP) tienen una gran

importancia en el flujo de salida de una gran variedad de farmacos.

Esta resistencia se correlaciona con la sobreexpresion de proteinas ABC que
actuan como bombas que expulsan los farmacos del interior celular, esto significa
que las células tumorales que se hacen resistentes a un medicamento, se hacen al

mismo tiempo resistente a otros medicamentos. (Glavinas et al., 2004).
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4.2 Transportadores ABC implicados en la resistencia a farmacos

Subfamilia ABCB

Estas subfamilias se localizan en diferentes compartimientos de la
membrana, incluyendo la membrana plasmatica, el reticulo endoplasmatico y
membranas mitocondriales. Esta subfamilia tiene 11 genes que se expresan
Gnicamente en mamiferos, varios de los miembros de la familia B se conoce que
confiere resistencia a multiples farmacos en las células del cancer (Tabla 3)
(Glavinas et al., 2004)

Tabla 3 Subfamilia de los genes ABCB, su ubicacion y principales funciones. Tomada y
modificada (Glavinas et al., 2004)

Familia Miembro Ubicacién Funcién
ABCB1
ABCB2
ABCB3 Cerebro
ABCB4 C?rr;(;gn Transporte de hierro
ABCB ABCB5 Higado Trans:porte de peptldqs del
ABCB6 : . reticulo endoplasmico
Mitocondria Resistencia a drogas
ABCB7 Reticulo
ABCBS endoplasmico
ABCB9
ABCB10
ABCB11

4.3 ABCB1

El gen ABCBL1 fue clonado en 1986 (Roninson et al., 1986) aislaron las
secuencias que llamaron MDR1 y MDR2 en el gen MDR de un hamster chino y
encontraron que la resistencia a multiples farmacos estaba correlacionada con la

amplificacion de dos secuencias de ADN, denominadas como MDR1 y MDR2.
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Posteriormente en otro estudio, mostraron que en células de carcinoma KB
humanas muestran resistencia en colchicina, vinblastina y esta asociado con la
amplificacion de DNA y el aumento de la expresion en el gen ABCB1 en sublineas
resistentes a multiples farmacos de células de leucemia humano y carcinoma de
ovario (Shen et al., 1986). Concluyeron que la sobreexpresion del gen ABCB1
parece ser una caracteristica recurrente en las células de mamiferos que muestran
resistencia a multiples farmacos contra el cancer (Riordan et al., n.d.) (Kartner, et
al., n.d.).

ABCB1 (MDR1/PgP), es un transportador de membrana que se encuentra
en los rifiones, placenta, higado, intestino, glandulas suprarrenales y barrera
hematoencefélica y tiene el papel mas critico en el flujo de medicamentos y la
resistencia a la quimioterapia (Kathawala, et al., 2015) (Silva et al., 2015). ABCB1,
es un transportador de sustratos y medicamentos hidrofobos que incluyen
medicamentos como la colchicina, vinblastina y adriamicina, asi como xenobidticos
(Dean et al., 2001).

Este gen codifica para la proteina MDR1/PgP, se encuentra localizado en

el cromosoma 7 en la posicion g21.1 (Figura 7) (Callen, et al., 1987).

Cromosoma VIl ter - NC_031475.1

[ 2350447 [ 2395267

“GHE49_ 260525 RECEL 1— TRHE4_ 260 290
TEHE4_ 260320 TEHE4_ 260300

Figura 7 Esquematizacion de la localizaciéon del gen ABCBL1 en el cromosoma 7 (Baguet
.etal. 1976)
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Subfamilia ABCC

Esta subfamilia estd compuesta por 12 miembros que son similares en su
estructura. Esta subfamilia incluye transportadores activos dependientes de ATP y
moduladores de la permeabilidad de potasio. Ademas, esta subfamilia se asocia
con una amplia gama de funciones incluyendo la desintoxicacién (ABCB1, ABCC1),

contra xenobidticos y estrés oxidativo. Véase en la tabla 4 (Glavinas et al., 2004)

Tabla 4 Subfamilia de los genes ABCC, su ubicacion y sus principales funciones. Tomada
y modificada (Glavinas et al., 2004)

Familia  Miembro Ubicacion Funcion
ABCC1
ABCC2
ABCC3
ABCC4 Pulmon
ABCCS Erosta:ta Transporte de iones
ABCC6 orazon organicos
ABCC Higado "
ABCC7 o Transporte de nucledtidos
Rifién X )
ABCCS Musculo Resistencia a drogas
ABCC9 Pancreas
ABCC10
ABCC11
ABCC12

4.4 ABCC1

La proteina de resistencia a multidrogas (MRP1/ABCC1) de 190kDa fue
identificada por Cole en 1992 (Cole et al., 1994) por su sobreexpresion en células
de cancer de pulmdn. La sobreexpresion de la proteina ABCC mostré resistencia a
doxorubicina, etoposido y vincristina debido al aumento del flujo de salida celular de
medicamentos. (Shukalek et al., 2016) (Cole et al., 1994).

ABCC1 es un transportador miembro de la subfamilia MRP que participan en

la resistencia a multiples farmacos, la proteina MRP1 se encuentra en el pulmon,
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testiculos y las células mononucleares de sangre periférica; ademas de su
capacidad para conferir resistencia en las células tumorales (Leslie, et al., 2001)
La funcion de la proteina ABCC1l es transportar de aniones organicos
mutispecificos, conjugados de sulfato de hormonas esteroides y sales biliares. Este
gen se encuentra en el cromosoma 16p13.1 (Figura 8), se extiende por lo menos

200kb y contiene 31 exones.

Cromosoma 16 - NC_000016.10

[ 1536571 pr [ 16204311
RHUG-21 3P RBCEL > NOM3
LOC1 0 7954564 RPLATP4I  RBCCE

FOPHL Lociosssing
RPLLSR20

Figura 8 Esquematizacion del gen ABCC1 en el cromosoma 16 (Miller, et al., n.d.)

Subfamilia ABCG

Subfamilia que tiene un arreglo de dominio unico, con NBD'’s situado en el
extremo N-terminal y TMDS, situada en el extremo C-terminal. El primer miembro
descrito en esta subfamilia fue el homélogo humano de la Drosophila ABCGL.
(Tabla 5)
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Tabla 5 Subfamilia de los genes ABCG2, su ubicacién y sus principales funciones. Tomada
y modificada (Glavinas et al., 2004)

Familia  Miembro Ubicacion Funcién
ABCG1
ABCG2

ABCG3
ABCG4 P[acenta Transporte de colest_erol
ABCG ABCGS Higado Transporte de esteroides
Intestino Resistencia a drogas
ABCG6
ABCG7

ABCGS8

4.5 ABCG2

El gen ABCG2 (BCRP), es transportador de xenobidticos que desempefia un
papel importante en la resistencia a multiples farmacos de un cancer de mama
especifico y desde entonces se ha demostrado que confiere resistencia a multiples
farmacos en varias células cancerosas (Doyle et al., 1998).

Doyle y colaboradores (Doyle et al., 1998) encontraron que la expresion del
cDNA de BCRP en células de cancer de mama MCF-7 confiere resistencia a la
mitoxantrona, doxorubicina y daunorubicina..

Este gen transportador de la familia ABC, esta altamente expresado en la
placenta, asi como en una variedad de tejidos normales, incluyendo el rifion e
intestinos. Su principal funcion es transportar xenobio6ticos.

Este gen contiene 16 exones y abarca mas de66kb, se encuentra localizado
en el cromosoma 4 en la posicion g22.1 y codifica para una proteina de 663

aminoacidos (Allikmets, et al., 1998) (Figura 9).
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El cromosoma 4 - NC_(00004.12

[ E2000237 [ 55341657
LOC10nS377325 RECEE Af— 1
RHU1 -56P RPL31P24  RMUE-1253P
PRO2 RHUBATACELP  LOCLNG569152

RHUG-31aP RHUG-112p

Figura 9 Esquematizacion del gen ABCG2 en el cromosoma 4 (Suarez, et al., 1976)
4.6 Transportadores ABC y retinoblastoma

En el 2004 (Krishnakumar et al., 2004) estudiaron la correlacion de la
expresion de ABCB1 por inmunohistoquimica en 60 retinoblastomas. Como
resultado obtuvieron que no existe correlacion entre la expresion del transportador
ABCB1. Posteriormente en un estudio realizado en el 2006 (Wilson et al., 2006),
estudiaron la expresion en 16 muestras de los transportadores ABCB1, ABCC1l y
ABCG2 en retinoblastomas tratados con enucleacién. Unicamente tres tumores
expresaron mas de un transportador ABC.

En los estudios realizados el nUmero de casos en sus muestras es de 60 por
lo que se considera un numero de muestras bastante pequefia y no existe algin

estudio que correlacione los datos clinicos con la expresion de las proteinas ABC.

5. Justificacion

El primer obstaculo al que se enfrenta todo tratamiento farmacolégico en el
cancer es la resistencia a multiples drogas, mecanismo en el cual estan implicadas
las proteinas ABC y no existen datos sobre la expresion de las proteinas en estos
casos de retinoblastoma de México y los estudios realizados con respecto a la
asociacion de datos clinicos con la expresion de las proteinas ABC tienen un
tamafio de muestra de 60 casos. Ademas de aportar conocimiento sobre la biologia

del fendmeno de quimiorresistencia en retinoblastoma, el analisis de estas proteinas
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en tumores primarios puede aportar informacion sobre el potencial de emplearse

como biomarcadores de agresividad tumoral.

6. Planteamiento del problema

. Se expresan los genes ABCB1, ABCC1l y ABCG2 en retinoblastomas

primarios?

7. Objetivo General:

7.1 Determinar la expresion de los transportadores ABCB1, ABCC1 y ABCG2 en
retinoblastomas primarios unilaterales y bilaterales por la técnica de
inmunohistoquimica.

8. Objetivos Particulares:

8.1 Realizar microarreglos de tejidos como herramienta de mediana densidad
para evaluar si las proteinas ABCB1, C1y G2 se expresan 0 no en retinoblastomas
primarios.

8.2 Llevar a cabo tinciones de inmunohistoquimica sobre los microarreglos usando
anticuerpos contra los transportadores ABCB1, ABCC1y ABCG2.

8.3 Determinar si existe correlacion de los hallazgos moleculares con datos clinicos

de los pacientes correspondientes a lateralidad y género.

9. Hipotesis

Los genes ABCB1, ABCC1 y ABCG2 estan expresados en retinoblastomas

primarios.
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10. Método

10.1 Tejidos tumorales

Los tejidos tumorales provienen de ojos enucleados como parte del
tratamiento quirdargico que reciben los pacientes afectados por retinoblastoma que
han sido atendidos tanto en el Hospital de Pediatria del Centro Médico SXXI del
IMSS como del Hospital Infantil de México Federico Gomez de la Secretaria de
Salud desde al afio de 1998 hasta el 2015. En estas piezas quirurgicas que forman
parte de los archivos de los servicios de patologia se realizan los analisis y
diagndsticos histopatolégicos determinando el tamafio del tumor, la extension y las
estructuras oculares afectadas, sobre todo si el nervio Optico ya fue invadido por
células malignas. Con esta informacion se establece la extension de la enfermedad,
y en gran medida de esto dependen tratamientos adicionales después de la
enucleacion

Esta coleccion constituye un biobanco y estd compuesto por bloques de
parafina en donde se encuentran embebidos los ojos enucleados fijados
previamente en formol asi como laminillas correspondientes con tincion
hematoxilina- eosina. Los casos analizados fueron coleccionados en el periodo de
1998 hasta 2015.

Los datos clinicos considerados son diagnostico, lateralidad y género y se
recabaron en los archivos y expedientes clinicos de ambos hospitales. Se
documentaron todos los casos de retinoblastoma que se presentaron en los afios

ya mencionados.

10.2 Microarreglos

Los microarreglos de tejidos (MAT) consisten en bloques de parafina
llamados receptores, en los cuales se pueden colocar cientos de cilindros de tejidos

provenientes de bloques llamados donadores, arreglados de tal manera que se
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pueden realizar tinciones de inmunohistoquimica (IHQ) de muchos tejidos en una
sola laminilla. Es una técnica de mediano rendimiento.

Para hacer los microarreglos, primeramente, se diseflaron 6 mapas que
cuentan con 90 ubicaciones considerando triplicados de cada caso y en cada
microarreglo se consideraron dos ubicaciones de tejido sano (higado y apéndice)
para usarse como controles positivos de las inmunotinciones. Con la finalidad de
facilitar la ubicacion de los tejidos se utilizdé un sistema de coordenadas de letras y
nameros como se muestra en la Figura 10.

Los microarreglos estan integrados solo con casos unilaterales o solo

bilaterales a excepcién del mapa nimero uno que se realiz6 previamente.

© 00 060 ©GE® O®®
o M@E© ©EE
E@EDE) @ @ (9N @@
@EE HEHE @EE @
G 00 90D
322 32822

SHE mes ® 6

(@) Spot de inicio @ Control
Codigo { (*) Retinoblastoma Unilaterales

Figura 10 Disefio del mapa de los microarreglos

Para hacer los microarreglos de tejidos, las laminillas de ojos con
retinoblastoma tefiidas con hematoxilina y eosina fueron punteadas en tres sitios en
donde se ubicé tejido viable al momento de la fijacion. Usando un microarreglador
se empalmaron la laminilla punteada con el bloque de parafina correspondiente para

retirar con una aguja pequefios cilindros de tejido del bloque donador y se colocaron

26



en el bloque receptor en el mismo orden en el que se encuentran distribuidos en el

mapa disefiado con anterioridad

10.3 Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica (IHQ), es una técnica que consiste en la deteccion y
localizacion de antigenos in situ utilizando anticuerpos. Se requiere crear las
condiciones 6ptimas para que se produzca la union especifica antigeno-anticuerpo.
Para detectar la reaccion antigeno-anticuerpo se utilizan enzimas que se revelan
utilizando sustratos o cromdgenos que se precipitan y generan una coloracion café-

marron.

Para realizar la inmunotincion de los tres transportadores ABC, se obtuvieron
tres secciones de 3 micras por cada microarreglo con un total de 18 laminillas. Estas
18 laminillas se desparafinaron en un horno a 60° C durante 20 minutos.
Posteriormente se lavaron con xilol y se hidrataron con lavados en alcoholes de

mayor a menor concentracion.

Los tejidos fueron sometidos al recuperador antigénico con un amortiguador
de citrato con pH 6 en una olla presion durante 40 minutos. El objetivo de esta
reaccion es desenmascarar los epitopos mediante calor y presion. El siguiente paso

fue el bloqueo de peroxidasa con peréxido de hidrégeno al 3%

Los sitios inespecificos se bloguearon incubando las laminillas con el
bloqueador universal de caballo (Horse Blocking Universal, Vector) al 2.5% durante
20 minutos. Posteriormente se colocé cada anticuerpo primario diluidos 1:100
durante 30 minutos. Para la identificacion de la proteina ABCB1 se utilizd el
anticuerpo secundario policlonal de conejo (HPA02199, SIGMA), para la proteina
ABCC1 se empled el anticuerpo secundario monoclonal de raton (AB24102,
ABCAM) y por ultimo se usO el anticuerpo secundario monoclonal de raton
(GTX23380, GENTEX) para la proteina ABCG2
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El revelado se llevé a cabo con 100ul de diaminobencidina durante 30
segundos, que produce un compuesto colorido color café que se precipita en el sitio
de la reaccion antigeno-anticuerpo. Finalizado el procedimiento las laminillas se

contratifieron con hematoxilina y se montaron para su observacion al microscopio.

11. Andlisis Histoldgico

Las laminillas sometidas a inmunohistoquimica fueron escaneadas con el
digitalizador de imagenes Aperio y se analizaron con el programa Aperio
ImageScope obteniendo imagenes digitales nitidas y de alta resolucion para
observar y documentar las areas y detalles de interés. Estas imagenes fueron
analizadas por un patdlogo y la tincibn en las células tumorales se evalud
cualitativamente como positiva 0 negativa con una escala de cruces: una cruz baja

intensidad, dos cruces intensidad media y tres cruces intensidad alta.

Posteriormente, se analizaron las estructuras subcelulares tefiidas para
evaluar si las estructuras tefiidas son consistentes con los sitios donde se

encuentran presentes las proteinas ABC

12. Analisis Estadistico

Para analizar si existen relaciones entre la expresion de estos
transportadores con los datos de género y lateralidad, se emple6 el programa IBM
SPSS STATISTICS 25. Con este programa obtuvimos tablas de frecuencia que
sirvieron para la descripcion y ordenamiento de las variables en categorias.
También se obtuvieron tablas cruzadas que sirvieron para analizar el
comportamiento de las variables de interés de acuerdo con la combinacién o cruce
de categorias.

La prueba chi cuadrada, se utilizé para determinar si existe alguna asociacion
entre los datos clinicos con la presencia o ausencia de cada una de las proteinas
ABC. EIl tamafio de la muestra fue de n= 181, y se consideré p<0.05 como

significativos, para cada una de las variables del estudio. Las variables
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independientes son el género y la lateralidad, la variable dependiente es la
presencia o ausencia de las proteinas ABCB1, ABCC1y ABCG2.

Posteriormente, se utilizdé la prueba razon de momios para calcular las
proporciones de probabilidad que existen entre los datos clinicos y la expresion de
los transportadores. Por ultimo, se realizdé un andlisis multivariado con la finalidad
de conocer cuantos de los 181 casos expresaron un solo transportador o multiples
transportadores. Ademas, se obtuvo el estadio oncoldgico con el propdsito de hallar

alguna asociacion con la expresion de los transportadores

13. Resultados

Fueron analizados 181 casos diagnosticados con retinoblastoma en el
Hospital de Pediatria y en el Hospital Infantil de México Federico Gémez, de los

cuales 93 son nifios y 88 son nifas (Gréfica 1).

Descripcion de la casuistica por género

100
90
80
70
60
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40
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W Varones

Mujeres

Varones Mujeres

Grafica 1 En la gréfica se muestra el total de varones y mujeres que se incluyeron en
este estudio
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De los 181 casos incluidos en el estudio, 110 casos fueron unilaterales y 71

casos fueron bilaterales. Véase en la gréfica 2

Descripcion de la casuistica por lateralidad
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Grafica 2 En la gréfica se muestra el total de casos unilaterales y bilaterales que se
incluyeron en este estudio

De los 181 casos diagnosticados con retinoblastoma, 65 casos fueron nifios
unilaterales y 28 nifos bilaterales; 45 casos fueron nifias unilaterales y 43 nifias
fueron bilaterales (Grafica 3). Sobresale una cantidad menor de varones bilaterales

en comparacién con las nifias bilaterales.
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Descripcion de la casuistica por género y

lateralidad
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Gréfica 3 Total de varones y mujeres con su correspondiente lateralidad

Cada microarreglo cuenta con un total de 30 casos con triplicados, dando un
total de 90 discos por microarreglo. Se obtuvieron un total de 1 638 discos en las 18
laminillas. Sin embargo, se perdieron durante las inmunotinciones 680 discos,
conservandose 958 tejidos informativos que equivalen a un 58.4% de discos

conservados.

13.1 Expresion de las proteinas ABCB1, ABCC1y ABCG2 en tejidos controles

Para este estudio se utilizé apéndice e higado como tejidos controles, debido
que en estos tejidos las proteinas ABC se expresan y mostraron la tincion esperada
como se puede apreciar en las figuras 11-13
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Figura 11 Higado control para evaluar la expresion del transportador ABCB1. Endotelio
vascular con tincion de color café en el citoplasma **. Tincion positiva en la membrana de
hepatocitos * . Inmunohistoquimica 20x aumento original

Figura 12 Apéndice cecal control positivo para el transportador ABCCL1. En las células
epiteliales de las criptas los colonocitos presentan expresion para ABCCL1 en el
citoplasma *. Inmunotincioén 40x aumento original
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Figura 13 Apéndice cecal control para evaluar la expresion del transportador ABCG2. Se
observa de color café la expresion en el citoplasma de células epiteliales *. Notese la
ausencia de expresion en células del estroma **. Inmunotincién 40x aumento original

13.2 Expresion de las proteinas ABC

Las Inmunotinciones de tejidos controles y tumorales (Rb) fueron
escaneadas con un digitalizador de marca Aperio para evaluar la expresion de las
proteinas ABC, y posteriormente se analizaron las imagenes de alta resolucién
obtenidas con el programa ImageScope (Figuras 14-17)

A continuacion, las imagenes obtenidas de los tejidos tumorales y la

expresion de cada transportador.
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F————————

Figura 14 En la retina no tumoral se observo tincién positiva para el transportador ABCG2
en las fibras nerviosas de la capa limitante externa**** y en capa de fibras nerviosa

En la capa de células ganglionares *** y en la capa plexiforme externa ** no hay tincion en
el nacleo ni en el citoplasma de las células. En las células de la capa nuclear externa
muestra expresion en el citoplasma *. Inmunotincién 40x aumento original.
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Figura 15 Inmunotincidn en retinoblastoma de las células tumorales son positivas para
ABCB1 en los nucleos * y en el citoplasma de las células endoteliales vasculares **.
Inmunotincién 20x aumento original.
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Figura 16 Inmunotincidonen retinoblastoma de células tumorales contra el anticuerpo
ABCCL1. (A) En el recuadro se muestra roseta de Flexner-Wintersteiner (B) Se observan
rosetas Homer Wright con algunos nucleos positivos * .Inmunotincién 40x aumento original
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Figura 17 Inmunotincién de células tumorales contra el anticuerpo ABCG2. Las células en
este tumor son necréticas, y no expresan al transportador ABCG2, sin embargo, la tincién
es positiva en el citoplasma de las células endoteliales a lo largo de un vaso sanguineo *.
(B) el transportador se expresa en células endoteliales en citoplasma y tiene una expresion
negativa en células tumorales **

13.3 Resumen de Hallazgos Inmunohistoquimicos

Los resultados se resumen en la tabla 6, se especifica el nivel de expresion
de cada uno de los transportadores representado con cruces; una cruz es baja
expresion, dos cruces media expresion y tres cruces significa alta expresion.

La expresion del transportador ABCB1 estuvo presente en 55 (30%) de 181
casos, mientras que la expresion de ABCC1 se observo en 35 (19%) de 181 casos
y ABCG2 en 60 (33 %) siendo el transportador con el mayor nimero de casos
expresados. Por udltimo, 101 casos (55 %) de los tumores presentaron tinciéon

positiva y 80 casos (44%) presentaron una tincion negativa. Véase tabla 7.
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Posteriormente, observamos que 60 retinoblastomas (33%) a nivel global que
expresan solo un transportador y 41 retinoblastomas (22%) expresan al menos dos
transportadores. Véase tabla 8. Finalmente, nuestros resultados arrojaron que 33
retinoblastomas expresan dos transportadores y 8 casos que expresan multiples
transportadores (tabla 9)

Considerando que la expresion de varios transportadores podria estar
relacionada con tumores mas agresivos, obtuvimos el estadio oncoldgico de los 181
casos, sin embargo, no pudimos encontrar ninguna relacion ya que la mayor parte

de los casos incluidos en este estudio encuentran en estadio Il.

Tabla 6 Resumen de los hallazgos Inmunohistoquimicos. Una cruz significa poca
expresion, dos cruces significa que tiene expresion media y tres cruces tiene expresion alta,
las observaciones fueron realizadas por un médico patélogo

* *k *kk Total de casos  Porcentaje
ABCB1 14 19 22 55/181 30%
ABCC1 8 16 11 35/181 19%
ABCG2 11 22 27 60/181 33%

Tabla 7 Expresion global positiva y negativa de los transportadores ABC

Total de casos Porcentaje
Positivos 101 55%
Negativos 80 44%
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Tabla 8 Expresion de uno o mas transportadores en retinoblastomas

Total de Casos  Porcentaje

Positivos 60Rbs 339%
(1transportador)

Positivos 41Rbs 22%
(>1transportador)

Tabla 9 Resultados de la expresion doble o mdltiple de los transportadores ABC en

retinoblastomas

B1/C1 B1/G2 C1/G2 B1, C1, G2

4 17 12 8

13.4 Asociacion de datos clinicos

Para analizar la posible relacion entre la expresion de los transportadores y
la lateralidad o el género, se generaron primeramente tablas de frecuencia con el
paquete estadistico IBM SPSS STATISTICS 25. En la tabla 9 se puede apreciar que
hay un mayor porcentaje de casos bilaterales expresando el transportador ABCB1

con un porcentaje de 39.4%.

Tabla 10 Asociacion de los datos clinicos con la expresion de cada transportador ABC

Género Lateralidad
ABC Masculino Femenino Unilateral Bilateral
ABCB1 26% 30.6% 20.9% 39.4%
ABCC1 21.5% 17.0% 21.8% 15.4%
ABCG2 35.4% 29.5% 31.8% 33.8%

En la prueba de chi cuadrada no arroj6 valores significativos para esta

asociacion, sin embargo, la prueba de razon de momios si se obtuvo un valor
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significativo de 2.46 en casos bilaterales asociados al transportador ABCB1. Esto
quiere decir, que existe 2.46 veces mayor probabilidad que el transportador ABCB1

se expreso en casos bilaterales que en casos unilaterales. (Tabla 10)

Tabla 11 Se muestran los resultados obtenidos en las pruebas estadisticas

ABC Chi Cuadrada Momios
Género Lateralidad p* | Género OR (95% CI)  Lateralidad OR (95% Cl)
ABCB1 0.531 7.319 <0.05 1.273 .66-2.43 2.463 1.27-4.77
ABCC1 0.577 1.107 <0.05 0.75 .356-1.57 0.657 .299-1.44
ABCG2 0.726 0.77 <0.05 0.762 .408-1.42 1.094 .580-2.06

*XZ

14. Discusion

El retinoblastoma es el tumor maligno més frecuente en nifios, que afecta 1
de cada 15,000 nacidos vivos(Fajardo-Gutiérrez, 2011). El tratamiento quirargico es
un tratamiento casi siempre curativo, sin embargo, en México hasta en un 15% de
los casos, el tumor se ha extendido mas alla del globo ocular y requieren
tratamientos adicionales como quimioterapia o radioterapia. Desafortunadamente,
la resistencia a los medicamentos es una barrera fundamental en el tratamiento del
retinoblastoma (Shukla et al., 2017) (Krishnakumar et al., 2004) (Chan, et al., 1991)
y la mayoria de los pacientes con enfermedad extraocular muere a pesar del
tratamiento.

Algunas células cancerosas generan simultdneamente resistencia a
diferentes medicamentos (Resistencia multidrogas), por tal motivo, hay un fracaso
en la respuesta de la quimioterapia (Gottesman, et al., 2002). Entre los mecanismos
relacionados a la quimiorresistencia se incluyen la sobre expresion de los
transportadores ABC. Las tinciones que se realizaron, indican que mas de la mitad
(55%) es decir 101 de los casos analizados presentan expresion para alguno de los

transportadores.
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Respecto a las estructuras donde se expresan estos transportadores
observamos que el transportador ABCB1, se expresa en los nucleos de las células
neoplasicas de modo heterogéneo es decir no en todas las células tumorales y en
todas las células endoteliales. El transportador ABCC1 también se expresa en
algunos nucleos de células neoplasicas en algunos nucleos de las rosetas de
Flexner-Wintersteiner y Homer-Wright. El transportador ABCG2 se expresa en el
citoplasma de algunas células neoplasicas, asi como en células endoteliales de los
vasos tumorales. En contraste con un estudio en 2006 (Wilson et al., 2006) se
reportd una expresion del transportador ABCC1 en retinoblastoma, solamente en
la membrana apical de las rosetas, en cambio la expresion de ABCBL1 fue reportada
en la membrana de células neoplasicas y por ultimo ABCG2 mostré una tincién
intensa en el citoplasma de las células tumorales y en el endotelio vascular igual
que nuestros hallazgos.

Respecto a las frecuencias, en nuestro estudio, la proteina ABCB1 se
expresd en 55 casos (30%) de los tumores, ABCC1 se expreso6 en 35 casos (19%)
y ABCG2 se expreso 60 casos (33%). Por lo tanto, ABCG2 es el transportador mas
frecuentemente expresado en los tumores de este estudio. En el estudio de (Wilson
et al., 2006) las frecuencias en sus 16 muestras corresponden para ABCB1
positivas en 8 casos (50%), ABCC1 2 casos (12%) y para ABCG2 no se encontrd
expresado en ninguno de los tumores estudiados. Siendo la proteina mas frecuente
ABCBL1 a diferencia de ABCG2 que es la mas frecuente en nuestra casuistica. La
discrepancia de los resultados, se podria atribuir al tamafio de la muestra, ya que
nuestra (n) es mas robusta con 181 casos en comparacion al estudio realizado en
2006, incluye solo 16 casos.

Respecto a la asociacion de datos clinicos y la expresion de estos
transportadores, la Unica asociacion que se encontrd estadisticamente significativa
ocurrié en casos bilaterales con respecto al transportador ABCB1 con la prueba
razon de momios, obteniendo un valor de 2.46. Los resultados de esta prueba no
se pueden comparar con otros estudios, porque no han realizado esta prueba.

Considerando que ciertas combinaciones de quimioterapia inducen la

expresion de estos transportadores, revisamos los datos de tratamientos previos a
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enucleacion de los casos que expresaron los transportadores. Sin embargo, no
encontramos relacidén alguna. Esto sugiere que la expresion de estas proteinas es
heterogénea e inherente a la biologia de cada tumor.

Por otro lado, es dificil determinar la contribucion de estos marcadores a la
resistencia a los medicamentos en o0jos enucleados por retinoblastoma ya que se
trata de tumores primarios, no de tumores metastasicos.

La observacion de expresion de multiples transportadores, sugieren la
posibilidad de asociaciones con los rasgos clinicos de interés o con otros como el
estadio oncoldgico o el tratamiento con quimioterapia previa a la enucleacion. La
revision de estos datos arroja que de los 8 casos que expresan los tres
transportadores, 4 son bilaterales y 4 son unilaterales, ademas que son 4 nifios y 4
nifias. Los estadios oncoldgicos corresponden todos al estadio Il y ninguno fue
tratado con quimioterapia antes de la enucleacion. De esto se puede sugerir que la
expresion de ABCB1, ABCC1 y ABCG2 no es inducida por quimioterapia, ni estan
asociados a estadios oncolégicos avanzados. Esto es consistente con las
conclusiones de (Krishnakumar et al., 2004a), quienes han sugerido que la
expresion de estas proteinas no se induce con la quimioterapia y apoya la
postulacion que la expresion de estos transportadores es heterogénea y

corresponde a rasgos inherentes a la biologia del tumor.

15. Conclusiones

e El transportador ABCB1 se asoci0 a casos bilaterales con un
aumento en la probabilidad de 2.4 veces, sin embargo, no se
correlaciona con el género.

e Eltransportador ABCG2, se expresé en el mayor nimero de casos
y ABCC1 en el menor numero de casos positivos.

e Ocho casos expresaron los tres transportadores y 33 casos
expresaron dos transportadores sin ninguna correlacion entre el
estadio oncoldgico, género ni lateralidad de los pacientes.

e EIl transportador ABCG2 mostré la mayor intensidad en su

expresion.
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16. Perspectivas del trabajo

e Realizacion de estudios morfométricos para cuantificar el nivel de
expresion de cada proteina con mas precision y considerar su
asociacion con los descriptores clinicos de este trabajo.

e Analizar la expresion de las proteinas ABC en retinoblastomas
metastasicos

e Estos resultados indican que en casos metastasicos que expresen
estos transportadores podria, considerarse como parte del

tratamiento, inhibidores de los transportadores ABC como el verapamil
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