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El retinoblastoma se ha constituido en un paradigma de la
genética de los tumores sélidos, principalmente por per-
mitir el hallazgo de un nueva categoria de genes vincu-
lados con procesos neoplisicos: los genes supresores tumo-
rales o antioncogenes. El presente trabajo es un amplio
analisis citogenético de 38 retinoblastomas primarios, e in-
forma acerca de los rearreglos cromosémicos comunes y
sus frecuencias: polisomias de 1q (66%), copias adiciona-
les de 6p (47%), delecion de 13q (21%), delecion de 16q
(66% ), delecion de 17p (26%), y presencia de regiones cro-
mosomicas amplificadas (11%). Se discute el posible papel
de cada uno de estos rearreglos en consideraciéon a recien-
tes hallazgos moleculares de genes mapeados en los seg-
mentos cromosémicos implicados.

INTRODUCCION

El retinoblastoma es un tumor intraocular de los pri-
meros afos de la vida. La teoria de la doble muta-
cion, propuesta por Knudson en 1971 (1) es el resul-
tado del andlisis de la incidencia de este tumor, y ex-
plica las diferentes formas de su presentacion: here-
ditaria, esporddica, y constitucional. La condicién he-
reditaria se manifiesta por bilateralidad del tumor, o
mejor por multifocalidad, surge como resultado de
una primera mutacion a nivel germinal o de aparicion
temprana, en tanto que el segundo evento mutacional
es somdtico. En la forma constitucional del retino-
blastoma la mutacién germinal se evidencia como una
delecion del brazo largo del cromosoma 13 que in-
volucra la banda 13q14 (2-5), y la segunda mutacion
es siempre somadtica. El retinoblastoma esporddico es
unilateral, o mejor, unifocal y se origina por dos
eventos mutacionales a nivel somatico, es decir sé6lo
se produce en un retinoblasto (1).

La hipdtesis de Knudson recibié sustentacion por va-
rias vias experimentales.

Anilisis cromosémico y enzimatico: Yunis y Ram-
say en 1.978, al estudiar los casos que presentaban la
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delecion del cromosoma 13 a nivel constitucional,
proponen que el gen RB1 se ubica en la banda 13q14
y su mutacion es la responsable del desarrollo del
retinoblastoma (2). Posteriormente, este hecho se de-
mostré mediante el andlisis de ligamiento entre los
genes RB1 y Esterasa-D: se detecté ausencia de la
enzima marcadora en el tejido tumoral, lo que per-
mitié postular que el gen RB1 se comporta de manera
recesiva a nivel celular. A la vez, se sugirié que los
dos eventos mutacionales que desencadenan la neo-
plasia corresponden a la pérdida de los dos alelos
normales del gen RB1 (3-5).

Analisis molecular: la utilizacion de fragmentos de
restriccion de longitud polimdrfica -RFLPs- del cro-
mosoma 13, permitié identificar pérdida de heterozi-
gocidad y postular los mecanismos cromosomicos
que conducen a la inactivacion del gen RB1 (6, 7).
Asi, se han encontrado en orden descendente de
frecuencia los siguientes mecanismos a nivel del cro-
mosoma 13, que conducen a la pérdida del alelo sil-
vestre: no disyuncién/duplicacién cromosdmica,
mutacion restringida al gen RBI1, recombinacién mi-
totica, y pérdida del cromosoma con el alelo RBI
normal (8).

Aislamiento del gen RB1: a partir de una sonda de
DNA del cromosoma 13 obtenida por Dryja y col,
tres grupos clonaron el gen RB mediante la técnica de
caminar sobre el cromosoma. En 1.986 Friend y col,
aislaron un gen que se transcribe en un mRNA de 4,7
Kb, ubicado en 12ql4, cercano al gen Esterasa-D (9).
A la vez, Lee y col aislaron un clén de cDNA que
contiene el gen RB y que al evaluarse en seis retino-
blastomas presenté anormalidades en la transcripcion,
consistentes en ausencia total de mRNA o en copias
de tamafio menor (10). Por procedimientos similares
Fung y col, aislaron un fragmento de cDNA que con-
tiene el gen RB y estudiaron 40 retinoblastomas, en-
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contrando deleciones o alteraciones en su expresion
(11). Han sido identificados varios mecanismos de
alteracion del gen RBI en células de retinoblastomas,
siendo un fenémeno comun a todos (12, 13).

Es un hecho conocido que la mayoria de las células
cancerosas, si no todas, poseen rearreglos genémicos
evidenciables como alteraciones cromosomicas (14).
Tales rearreglos se consideran la expresion de la ma-
yor inestabilidad genémica de la célula tumoral, y
permiten explicar el surgimiento de nuevas variantes
celulares, de las cuales se seleccionaran las mds agre-
sivas (15, 16). EI andlisis citogenético de las células
de retinoblastoma ha permitido establecer la constan-
cia de algunos rearreglos cromosdmicos: deleciones
totales o parciales del cromosoma 13, copias super-
numerarias del brazo largo del cromosoma 1, pérdi-
das del brazo largo del cromosoma 16, copias adi-
cionales del brazo corto del cromosoma 6, regiones
homogéneamente coloreadas (RHCs) y minidiplo-
cromosomas (MDCs) (17-27).

Presentamos los resultados del andlisis citogenético
directo realizado en 38 retinoblastomas, la serie in-
dividual mas amplia de la literatura. Comparamos las
frecuencias de los diferentes rearreglos con los infor-
mes de otros autores, y discutimos el significado de
dichas alteraciones en los procesos de la evolucidn
tumoral.

MATERIALES Y METODOS

Inmediatamente después de la enucleacion, el tejido
tumoral se colocd en medio de cultivo estéril (MEM
0 Dulbecco). Se segmenté en pequeiios pedazos que
fueron disgregados hasta obtener una suspension ce-
lular. La suspension celular se sometié a vortex, se
lavd dos veces en PBS y se procesd para la obtencion
de cromosomas mediante el método directo (28), con
algunas modificaciones. Las células se resuspendie-
ron en 5 ml de medio Dulbecco que contiene EDTA
(0,04 %), colcemid (2 pg/ml) y bromuro de etidio (10
Lg/ml), y se incubaron durante 30 minutos a 37°C. Se
centrifugaron y el sedimento se resuspendié en 5 ml
de solucion hipoténica (suero bovino fetal : KCI-0.05
M, 1:4) durante 15 minutos. La fijacion se hizo en
frio (metanol : dcido acético, 7:3).

Los extendidos metafdsicos fueron procesados para la
obtencion de bandas Q (29), C (30), G (31), y R (32).
Se elaboraron y analizaron entre cuatro y treinta
cariotipos para cada caso.

La caracterizacion electroforética de la Esterasa D se
realizo en el tejido tumoral y en sangre periférica
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seglin el método de Hopkinson (33). Tejido tumoral:
la suspension de células tumorales se lavd en medio
de cultivo y se resuspendié en solucidn de lisis (triton
X 1%, 0.2 ml de mercaptoetanol, 50 mg EDTA). Eri-
trocitos: aproximadamente | ml de sangre periférica
se lavo dos veces en solucién isoténica y se centri-
fugé para obtener el paquete de células rojas. La lisis
total de las células tumorales y sanguineas se realizo
mediante un proceso de congelacion-descongelacion.
Entre 10-20 pl de lisado tumoral y 5 pl del hemo-
lisado se colocaron en un gel de almidon 9%, y se
corrié la electroforesis horizontal durante 17 horas, a
85 voltios y 5 mA. El gel se revelé con acetato de
4-metilumberiferil 0,02% disuelto inicialmente en
acetona (10 ml) y posteriormente en acetato de sodio
pH 5.2, en un volumen final de 100 ml. La fotografia
se tomd con pelicula plus X pan (Kodak) bajo luz
ultravioleta.

RESULTADOS

Se analizaron citogenéticamente por el método direc-
to (pocas horas después de la enucleacion) 38 reti-
noblastomas procedentes de 36 pacientes. La tabla |
resume la informacion clinica y citogenética de los
pacientes.

En cuanto al nimero de cromosomas, la mayoria de
los retinoblastomas fueron diploides o pseudodiploi-
des, siendo la excepcion los tumores 034U y 080U
que fueron cercanos a la tetraploidia. y el caso 122U
que presento un nimero modal de 75 cromosomas. El
caso 031B tenia dos poblaciones celulares, una de
ellas poliploide y la otra con un nimero modal cro-
mosémico de 51. El cultivo in virro de este tumor
durante un aio mostro el predominio total de la po-
blacion poliploide.

Los casos 043U y 046U presentaron, cada uno, dos
poblaciones celulares con dos cariotipos claramente
diferentes y que designamos como a y b: 043U-a: 46,
XY, -16, +der(16)t(1:16)(16pter —16qgh::1g32 —cen-
7). y 043U-b: 44, XY, - 10, +der(10) t(1:10) (10pter
—10qter::1gh-—Igter), -17, -18.

046U-a: 48, Y. -X. -3, +i(6p), +i(6p). -9,
+der(Nt(1q:9q), -14, +der(14)t(1q:14p). -15, -16. -22,
+M1, +M2, +M3, +M4, +M5, y 046U-b: 49, XY, -1,
+der(1) (lgter —1q33::1q11 —lqter). -5. +der(5)
(Spter—5q23::5pter—=3qter), +i(6p). +der(9)t(Ypter
—9qter::cen), -16, +M1, +M2: (Figura 1).

La Tabla 2, presenta las frecuencias de los rearreglos
cromosomicos comunes en nuestra serie y las ob-
tenidas por varios autores en 82 tumores primarios y
en dos lineas celulares de retinoblastoma (27).
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Tabla 1: Lateralidad. edad de diagndstico y nimero
modal de los retinoblastomas analizados.

Caso Edad de Nimero Numero de
diagnostico® modal cariotipos
(meses) Cromosomico analizados
023B 2 | 46 | 5
024U 4 45 7
031B 7 51 30
034U 54 86 | 10
035B 34 47 30
036U 16 47 6 |
041B -- 44 ‘ 4 |
042U 12 47 12 |
043U-a 12 46 4
043U-b 12 44 4
044B 48 48 8 |
0458 20 48 5 ‘I
046U-a 28 48 5
046U-b 28 49 4 |
048U 45 44 6
050U 5 46 6
051U 24 45 ‘ g8 |
060B 8 45 8 |
062U 10 47 4 ‘
064U 10 46 5 |
065U 40 47 | 6 |
070U 24 47 26 |
071B 8 46 | 3 |
072U 12 45 3 ‘
080U 9 94 8 \
089U = 48 | 9 |
090U 18 47 | 10|
093U 23 49 9 |
096U 10 49 11 |
098U e 46 8 |
099U 20 48 | 10
103U 20 44 I 18
108U 13 46 27
111U 26 ‘ 44 | 35 |
115U 6 49 10
118B -- 44 8 |
122U 48 75 8
123U 4 46 4|

*: La edad de diagndstico en algunos casos es realmente la edad
en la cual se practico la enucleacién. En Colombia la edad de |
diagndstico es tardia por razones de cubrimiento hospitalario.

--: Informacion no disponible. -a, -b: subpoblaciones tumorales
citogenéticamente diferentes presentes en el mismo l'elin()hlas—i
toma.

Las polisomias del brazo largo del cromosoma 1
(66%) resultaron de ganancia de un cromosoma 1,
formacién de un isocromosoma lq, duplicacion en
tandem de 1q y translocaciones de 1q al mismo cro-
mosoma |1 0 a otro cromosoma. En la mayoria de los
casos el punto de ruptura se situé en la heterocro-
matina centromérica (Figura 2).

Las copias adicionales de 6p se encontraron en 47%
de los casos y correspondieron a la formacion de uno
0 dos isocromosomas 6p, a tetrasomia 6, a ganancia
de un derivado 6q- o a translocaciones de 6p con otro
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Figura 1.
A. Cariotipo con ban-
deamiento G del caso
046Ua. Notese la pre-
sencia de dos copias de
i(6p) vy cuatro copias de
Iq.

B. Se ilustran los prin-
cipales marcadores de
la poblacion designada
como 046b, del mismo
paciente, con bandas Q
y C. La calidad y los re-
arreglos cromosomicos
son diferentes.

Tabla 2: Rearreglos cromosomicos especificos en
retinoblastomas.

i e |

(2)%

| (D%

Delecion de 13q o monosomia 13 21 l 21
Copias adicionales de 1q 66 | 44
Copias adicionales de 6p 47 | 45
Monosomia 16, delecién 16q l 66 | 18 |
| Monosomia 17, delecion 17p | 26 ‘ 9 I
Amplificacién génica (RHC, MDC) | 11 o |

(1) Nuestros resultados, basados en el andlisis de 38 tumores
primarios;

(2) 82 tumores primarios y dos lineas celulares informados en la
literatura (27).

== — D ———

cromosoma (Figura 3). El isocromosoma i(6p) es
considerado un rearreglo casi exclusivo de retinoblas-
toma, pero hasta el momento no se le ha asignado un
papel especifico. A este respecto, hemos identificado
que copias adicionales de 6p estdn presentes en reti-
noblastomas indiferenciados que invaden el nervio
optico, correlacion que se discute ampliamente en
otro trabajo (34).
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Figura 2. La composicion fotogrdfica ilustra los
diferentes rearreglos cromosémicos que conducen a
copias adicionales del brazo largo del cromosoma
1. A: der(1): t(1;1)(1gter—1pter::1q25 —1qgter) del
caso 098U. B: der(9): t(1q;9q) del caso 046Ua. C:
Isocromosoma lq del caso 070U. D: der(16):
i(1;16)(1gter —lgh::16gh —lo6pter) del caso
090U. E: der(14): t(1g;14p) del caso 046Ua. F:
der(1): t(1;13) del caso 031B. Tincion con bandas
G, excepto F, teftido con bandas R.
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Figura 3. Mecanismos cromosomicos que conducen a
copias adicionales del brazo corto del cromosoma 6.
A: isocromosoma i(6p) del caso 089U. B: transloca-
cion (6p;16q) del caso 098U. bl: translocacion
(6p;17q) del caso 093U. C: tetrasomia 6 del caso
080U. D: derivado 6q del caso 090U.

Las pérdidas totales o parciales del cromosoma 13 se
encontraron en ocho casos. El caso mds interesante
para destacar es el 031B. pues la paciente presento a
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nivel constitucional una translocacion X:13. El cro-
mosoma X translocado se inactivd en la mayoria de
las células y la inactivacion se extendié a algunas
bandas del cromosoma 13, observacion realizada
mediante estudio de replicacion cromosomica con
pulsos terminales de incorporacién de bromodeoxiuri-
dina (resultado no ilustrado). El estudio de la esterasa
D demostré la presencia de un solo alelo a nivel
constitucional. En tejido tumoral encontramos la
misma translocacién, un cromosoma 13 citogené-
ticamente normal, otro cromosoma 13 translocado a
un cromosoma | y ausencia de alelos de esterasa D
(Figura 4).
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A. Cariotipo con bandas R representativo del caso
031B: 49, X, -X, +der(X) t(X;13) (p22;pl1), -1, +
der(l) 1(1;13), rea(2p), 3p+RHC, 4g+RHC, -6, +
i(6p), +i(6p), -11, +der(11) t1;11) (gqll; ¢23),
+12p+, -13, 16g-, +18, +21, +22g+, +MI. Los cro-
mosomas en el recuadro fueron tomados de otras me-
tafases para resaltar la region homogéneamente colo-
reada en el cromosoma 5 v la delecion del brazo lar-
go del cromosoma 16. Las flechas indican los rear-
reglos mencionados; notese la translocacion X 13,
causante de la inactivacion del cromosoma 13 trans-
locado.

B. Patron electroforético de la Esterasa D: carril 1
presenta la condicion hemizigotica en sangre peri-
férica, y el carril 2 muestra la ausencia de los dos
alelos en tejido tumoral.

Los rearreglos del cromosoma 16 fueron eventos muy
frecuentes en los retinoblastomas analizados (66%),
consistentes en ausencia de los dos cromosomas 16,
pérdida de un cromosoma 16 y delecion del brazo
largo del homdlogo (mds frecuentemente a nivel de la
banda 16922), monosomia 16, delecion del brazo
largo o translocacion 1:16 (Figura 2D)

La delecion del brazo corto del cromosoma 17 o la
monosomia 17 se presentaron con frecuencia del
26%.
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Las regiones homogéneamente coloreadas (RHCs) se
presentaron en los cromosomas 3 y 4 del caso 031B,
y en ¢l cromosoma 5 en el caso 044B. Los casos
035B y 123U presentaron en un 5% de las c¢élulas un
promedio de 10 minidiplocromosomas (MDCs). (Fi-
gura 5).

der12 12

Figura 5. Composicion fotogrdfica para ilustrar la
amplificacion génica. A. Bandeamiento Q del caso
035B que presenta minidiplocromosomas (flechas).
B. Bandas G del caso 0448 seiialando una clara
region homogéneamente coloreada.

DISCUSION

El retinoblastoma es un tumor que presenta un nu-
mero cromosomico cercano a la diploidia. Nuestros
resultados confirman este hecho pues en su mayoria
los tumores tienen entre 45 y 47 cromosomas. Existen
excepciones, tales como los casos 034U, 080U y
122U con 86, 94 y 75 cromosomas, respectivamente.
Por tratarse de andlisis directos podemos sugerir que
la condicion diploide es inicial y exitosa en la ma-
yoria de los casos.

La existencia de dos poblaciones celulares claramente
definidas y sin marcadores comunes en los casos
043U y 046U, nos permite inferir que se trata de dos
focos tumorales diferentes. La multifocalidad define
un caso como familiar. Sin embargo, en ambos pa-
cientes el tumor se present6 en forma unilateral y sin
antecedentes familiares. Debemos suponer entonces
que la primera mutacion fue transmitida por un pro-
genitor portador asintomdtico o que se trata de una
primera mutacion nueva. Por cualquiera de las vias,
la primera mutacion lesiono todos los retinoblastos,
hecho evidenciado en la existencia de dos focos tu-
morales diferentes, es decir dos tumores. Esta de-
mostracion de retinoblastomas familiares en pacientes
con presentacion unilateral, de gran trascendencia en
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la consejeria genélica, solo es posible mediante el
andlisis citogenético, puesto que nos permite identi-
ficar rearreglos cromosomicos especificos de las po-
blaciones presentes en un tumor.

El porcentaje de tumores con pérdida del brazo largo
del cromosoma 13 corresponde a lo informado en la
literatura (27). El caso 031 es una interesante demos-
tracion de recesividad a nivel del tejido tumoral: la
translocacion X:13 presente a nivel constitucional es
el primer evento mutacional ocasionado por extension
de la inactivacion del cromosoma X al segmento
autosémico de 13q: el andlisis electroforético de la
esterasa D - gen ligado al de retinoblastoma-, confir-
ma la hemizigocidad a nivel constitucional. En tejido
tumoral, la ausencia de los dos alelos de esterasa D
permite inferir la pérdida del segundo alelo del gen
RB, a pesar de que exista un cromosoma 13 citoge-
néticamente normal y de que no haya sido posible
realizar ensayos para detectar la pérdida del gen RB1
por hibridizacién con RFLPs de ésta region. Un ha-
llazgo similar ha sido informado sélo en una ocasién
en la literatura (35, 36).

La polisomia del brazo largo del cromosoma 1 es ha-
llazgo comin en muchas neoplasias. La frecuencia de
trisomia 1q informada para retinoblastoma correspon-
de a 44%: también se indica una alta frecuencia tam-
bién para leucemias y otras neoplasias (37.38). Tal
parece que no existe especificidad en cuanto a copias
adicionales de 1q y que mds bien podria pensarse que
esta region estd involucrada en el mantenimiento del
proceso neopldsico, independientemente del tipo celu-
lar.

En este estudio la frecuencia de trisomia lq corres-
pondié a 66%, y la regién consenso fue desde 1q25
hasta Iqgter. Encontramos diferentes vias cromosémi-
cas que llevan a copias adicionales de esta region. La
via mds frecuente es la duplicacion total o parcial de
1q sobre el mismo cromosoma 1, ya sea en su brazo
corto o mediante la formacién de un isocromosoma
1g o duplicacion en tandem. Con una frecuencia me-
nor ocurre la translocacion 1:16 que produce trisomia
1q y delecion 16q, consiguiéndose asi mediante un
solo evento, dos rearreglos importantes en células de
retinoblastoma. Se presentan igualmente translocacio-
nes de 1q con otros cromosomas que én orden de
compromiso son 9q, 11q, 8q, 9p, 10q, 12q, 16p, 20p.
Este hecho nos sefalaria, en principio, que existen si-
tios del genoma humano mds propicios para permitir
rearreglos (bien sea por compartir regiones homdlo-
gas que faciliten la recombinacién), o que lo obser-
vado es el fruto de la seleccion de movimientos alea-
torios de los cromosomas durante la evolucion tumo-
ral. Puesto que la trisomia del brazo largo del cro-
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mosoma | finalmente causa su efecto por el aumento
de dosis de una regién o banda especifica, suponemos
que los cromosomas involucrados en dichos rearre-
glos se comportarian como aceptores temporales. A
estos cromosomas receptores los denominamos cro-
mosomas “trampolines”.

El gran nimero de retinoblastomas con monosomia
del cromosoma 16 o delecién a nivel de la banda
16922 (66% en nuestro estudio vs 18% en la litera-
tura) podria deberse al amplio escrutinio realizado en
nuestro andlisis. La elevada frecuencia de esta altera-
cién en este tumor, sugiere la presencia de un gen
supresor tumoral en esa regién cromosdmica, asocia-
cién adn no evaluada.

La delecién 17p o monosomia 17, no ha sido presen-
tada hasta el momento como un rearreglo comin en
retinoblastoma, a pesar de que en la literatura se des-
cribe en 7 de 82 tumores (27). Consideramos que
puede ser un rearreglo de importancia debido a que la
encontramos con una frecuencia ligeramente mayor a
la delecién 13g. Ademds, el gen supresor tumoral p53
estd ubicado en 17p (39), y las pérdidas alélicas de
p53 son muy frecuentes en tumores del adulto (40).
Por todo esto, sugerimos evaluar la pérdida de hete-
rozigocidad de este antioncogen en retinoblastoma.

Las regiones homogéneamente coloreadas y los mini-
diplocromosomas son rearreglos de amplificacion gé-
nica (41) que, en algunas neoplasias como neuroblas-
toma, se asocian con mayor agresividad tumoral (42);
en retinoblastoma se ha demostrado que corresponden
a copias miiltiples del oncogen N-Myc (43), pero se
desconoce su implicacidn en esta neoplasia.

Como se sefiald inicialmente, la bisqueda del gen
RB1 y su posterior caracterizacion, se origind en el
hallazgo de la delecion en el brazo largo del cromo-
soma 13 en sangre periférica de pacientes con retino-
blastoma hereditario, y posteriormente en el tejido tu-
moral. La trascendencia de los estudios cromosémi-
cos es evidente al encontrarnos en este momento con
un amplio conocimiento a nivel molecular de la ac-
cion del gen RB1.

La proteina de retinoblastoma estd involucrada en el
control del ciclo celular a nivel del paso de Gl a S,
es decir, permite la entrada a los procesos de prolife-
racion (44-47). Algunas oncoproteinas virales forman
complejos con la proteina Rb, fendmeno que la inac-
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tiva de manera similar a las alteraciones genéticas por
delecién que se dan en tumores primarios (48-51).
Igualmente interesantes son los hallazgos de forma-
cién de complejos entre RB y E2F, este dltimo un
factor regulador de la transcripcion de genes vincu-
lados con la sintesis del DNA (c-Myc, N-Myec, c-
Myb, DHER, entre otros) (52, 53); RB controlaria la
actividad del factor transcripcional E2F. Asi, cuando
E2F es liberado, este puede activar genes responsa-
bles para la entrada al ciclo celular (54). En términos
generales, la proteina del retinoblastoma es un regula-
dor del ciclo celular normal en todos los tipos celu-
lares humanos.

Con el presente trabajo, queremos sefialar que pos-
teriores estudios moleculares dirigidos a los cromo-
somas 1, 6, 16 y 17, indicardan vias importantes y des-
conocidas en la progresion del retinoblastoma, con
consecuencias de enorme trascendencia no solo en in-
vestigacién bdsica sino también para el pronéstico y
el tratamiento de esta neoplasia.
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SUMMARY

Retinoblastoma permitted the description of a new
category of genes related 1o oncogenesis (antion-
cogenes or tumor suppressor genes) and thus it be-
came paradigmatic in genetics of solid tumors. We
have analvzed cytogenetically 38 primary retino-
blastoma tumors, and we report chromosomal rear-
rangements and their  frequencies: g polvsomy
(66%), 6p supernumerary (47%), 16q deletion
(66%), 17p deletion (26%), 13q deletion (21%),
amplification of chromosomal regions (11%). We
discuss the probable role of these chromosomal rea-
rrangements in the light of new findings of molecular
mapping.
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