SECCION 5. TUMORES DE LA RETINA Y EL EPITELIO PIGMENTARIO

CAPITULO
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ORIGEN TUMORAL

Desde 1821, Lerche et al. (1) ya hipotetizaba
con la teoria que el retinoblastoma era una enfer-
medad heredable, con una herencia dominante (1).
En 1966, Schappert-Kimmijser et al. (1) teorizé una
distincion entre la heredabilidad de los pacientes
con retinoblastoma bilateral y unilateral y no fue
hasta 1971 cuando Knudson et al. (2) publicé la hi-
podtesis que el retinoblastoma era causado por dos
eventos mutacionales en una misma célula, que
inactivaria ambos alelos de un gen (fig. 1). Segin
Knudson, en los casos familiares, el primer evento
mutacional seria germinal, tanto heredado por uno
de los progenitores o sucediendo de novo, mien-
tras que el segundo evento mutacional ocurriria en
las células somaticas. En las formas no hereditarias,
ambos cambios eran producidos en las células so-
maticas. En 1983, Cavenee et al. (3) reportd que
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ambos cambios estaban situados en un gen loca-
lizado en el cromosoma 13q, gracias a varios estu-
dios de pérdidas de heterocigosidad. El gen RB1
fue identificado como el gen causante de retino-
blastoma en 1986 (4).

La inactivacién bialélica del gen RB1 se consi-
dera la lesién genética inicial en la mayor parte de
retinoblastomas (5,6). Si existe una alteraciéon pre-
via a nivel germinal, la pérdida de heterocigosidad
(LOH, siglas en inglés) representa un 50-70% de
los segundos eventos mutacionales. Este segun-
do alelo cominmente se pierde por procesos que
involucran mecanismos cromosémicos como la
no-disyuncién mitética, la recombinacion mitdtica
o conversién génica y delecién, que conlleva una
LOH en el locus RB1 (3). Entre otros mecanismos,
también se han descrito la cromotripsis (7) y el si-
lenciamiento del gen RB1 por metilacién de su re-
gién promotora (8,9).
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Fig. 1: Modelo de Knudson o doble hit para la progresion del retinoblastoma.
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Se han realizado numerosas investigaciones
para identificar las lesiones genéticas subsiguientes
que participan en la inactivacién del RB1 y contri-
buyen a la progresién tumoral (6). Existen regiones
del genoma que se encuentran alteradas de forma
recurrente en retinoblastoma (fig. 2), en general
cambios en el nimero de copias detectadas por es-
tudios de citogendmica, que se cree que promue-
ven la tumorigénesis eliminando los genes supre-
sores que limitan la transformacién oncogénica. Las
alteraciones gendmicas descritas en retinoblasto-
ma presentan ganancias de dosis comunes en 1q,
2p y 6p, asi como pérdidas de dosis en 16q (10),
en cuyas regiones hay genes reconocidos como
oncogenes o genes supresores de tumores, como
se verd mas adelante en este capitulo. A pesar de
que las investigaciones mas antiguas postulaban
que la pérdida de RB1 conllevaba una inestabilidad
cromosdmica, estudios més recientes de secuen-
ciacion de retinoblastomas demostraron que mu-
chos casos de retinoblastoma presentan cariotipos

normales (10). Por tanto, las alteraciones cromosé-
micas que se producen en las células tumorales no
estarian implicadas directamente en la progresion
del tumor, aunque seguramente promueven una
ventaja selectiva de crecimiento celular (5). Ademas
de las alteraciones a nivel gendémico detectadas en
los tumores, se ha demostrado un rol de los cam-
bios epigenéticos en la tumorigénesis del retino-
blastoma. El gen RBT tiene una funcién en la or-
ganizacién de la cromatina, la metilacion del ADN
y modificaciones de histonas (5). Por tanto, el pro-
ceso que sucede tras la inactivacion del RB1 es una
desregulacion epigenética de muchos oncogenes
y genes supresores de tumores. Esto sucede con
el oncogen SYK, que es imprescindible para la su-
pervivencia de las células tumorales, y se encuentra
sobreexpresado en retinoblastoma, siendo uno de
los posibles conductores de la progresién tumoral,
y por tanto diana terapéutica (10). Asimismo, se ha
observado que las células conos responden de for-
ma sensible a la inactivacién de RB1, alterando su
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Fig. 2: Alteraciones genéticas detectadas en el retinoblastoma, y genes relacionados con la progresién tumoral.




cascada de sefializacién especifica hacia un papel
oncogénico. La suma de la ganancia de inestabi-
lidad genédmica mas la pérdida de la sefalizacion
de los conos hacia un grado menos diferenciado
se correlacionan con la progresion de la enferme-
dad (11). Los estudios de gendmica, epigenémica
y transcriptémica han sido y siguen siendo impres-
cindibles para establecer los modelos de progre-
sion tumoral, que son vitales para encontrar dianas
terapéuticas.

GEN RB1Y MUTACIONES ADICIONALES

El gen RB1 estd localizado en el cromosoma
13914.1-q14.2 y codifica para la proteina retino-
blastoma (RB) de casi 106kDa. Esta proteina no
fosforilada participa en la inhibicién de la progre-
sién del ciclo celular antes de la entrada en mitosis
uniéndose al factor de transcripcion E2F (12). Este
hecho constituye un punto de control donde la cé-
lula no entra en divisién hasta que se den las condi-
ciones adecuadas y esté preparada para ello. Mu-
taciones en este gen e inactivacion de la proteina
RB, conllevan que la célula entre en mitosis descon-
troladamente eliminando un importante freno de
la proliferacién celular y se encuentra directamente
asociada a la aparicion de tumores en distintos 6r-
ganos, incluyendo el cancer de ojo, piel, pulmén,
mama e higado (13).

Generalmente, un 90% de los pacientes con re-
tinoblastoma bilateral y en un 10-15% de pacien-
tes con retinoblastoma unilateral presentan muta-
ciones en el gen RB1 a nivel germinal (14). Hasta
dia de hoy, se han reportado mas de 2500 cam-
bios patogénicos en dicho gen, entre las que se
encuentran cambios puntuales, inserciones/du-
plicaciones, pequefias y grandes deleciones que
incluyen parte del gen, el gen completo o genes
contiguos, y cambios en las regiones reguladoras
y de splicing (15). En los Ultimos afios, se han de-
sarrollado mdltiples técnicas para evaluar estas re-
giones y entender mejor la naturaleza y herencia
del retinoblastoma. Tradicionalmente, la técnica
mas utilizada para la detecciéon de mutaciones era
la secuenciacion Sanger (16,17), pero en la actua-
lidad la secuenciacién masiva o de nueva genera-
cion (NGS, siglas en inglés) ha permitido detectar
la mayoria de las mutaciones en estos pacientes
de una forma mas eficaz (18). Esta técnica, ademas
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de detectar cambios puntuales y variaciones en el
numero de copias (CNV, siglas en inglés), permite
detectar mosaicismo, cuya incidencia esta estima-
da en un 30% en casos esporadicos bilaterales y
6% en casos unilaterales (19), por lo que optimiza
el coste y el tiempo del estudio (20). Ademas de
estas técnicas, los estudios del gen RB1 se com-
plementan para la deteccién de grandes delecio-
nes e inserciones mediante MLPA o métodos de
hibridaciéon genémica comparada (array CGH, si-
glas en inglés)(21), estudios de las regiones regu-
ladoras e intrénicas y estudios de metilacion en el
promotor para optimizar el diagndstico de estos
pacientes (15).

Una pequefia proporciéon de los pacientes con
retinoblastoma no presenta cambios patogénicos
en el gen RB1 a nivel germinal. En 2012, Zhang
et al. (10) reportaron que el gen BCOR es el gen
con méas cambios patogénicos en retinoblastoma
después de RB1. Sin embargo, se ha reportado un
patrén de pérdidas y ganancias gendmicas asocia-
das a retinoblastoma (ganancias del cromosoma
19, 2py ép y pérdidas en 16qg)(22). En estas regio-
nes se encuentran genes con roles oncogénicos
que contribuirian al desarrollo del tumor, aunque
no se han detectado mutaciones puntuales en nin-
guno de ellos, por lo que no se consideran como
origen del retinoblastoma. Los genes candidatos
situados en estas regiones son MDM4 y KIF14 en
19, que codifican una proteina reguladora de P53
y proteina kinesina oncogénica, respectivamente.
En la regién 2p se encuentra amplificado MYCN.
Este gen codifica para un factor de transcripcién
asociado a neuroblastoma, tumor pediatrico del
sistema nervioso periférico (23). Un grupo inter-
nacional reporté que un 1,4% de los casos de reti-
noblastoma unilateral sin mutaciones en RB1 pre-
sentaban amplificaciones en el gen MYCN (24).
En la regién 6q los genes més estudiados son el
proto-oncogen DEK y el factor de transcripcion
E2F3. Por otro lado, los genes mas comunes
con menor expresién en 16q en retinoblastoma
son RBL2 y CDH11, codificantes de una proteina
miembro p130 de la familia del retinoblastoma y
la proteina de adhesién cadherina-11, respectiva-
mente. Por Gltimo, se han asociado metilaciones
alteradas en retinoblastoma que engloban al gen
SYK (25) y desregulaciones de microRNA, como
miR-17-92 y miR-106n-25 (26,27), como en otros
cénceres.
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PRESENTACION SEGUN LA GENETICA
DEL RETINOBLASTOMA (fig. 3)

Retinoblastoma hereditario

Las formas hereditarias de retinoblastoma son
aquellas en que la predisposicién a tumor es trasmi-
sible de forma dominante a través de las generacio-
nes. El gen RB1 sigue un patrén autosémico domi-
nante, por lo que con una sola copia del gen con una
alteracion es suficiente para causar un aumento sig-
nificativo del riesgo de desarrollar un retinoblastoma.
Dentro de las formas hereditarias, podemos encon-
trar casos familiares o heredados, y casos aislados.

En cuanto a las formas familiares, se estima que
hasta un 12% de los casos en paises desarrollados
han heredado una mutacién en RB1 de un padre
afecto (28); este porcentaje puede incrementar
conforme aumenta el nimero de supervivientes
debido a la mejora en el diagndstico y los trata-
mientos. Segln un estudio realizado en UK, hasta
un 35% de los casos con RB bilateral tenia historia
familiar de la enfermedad (29).

En los casos familiares, dado el patrén de heren-
cia dominante, la probabilidad de transmision a la
descendencia de una persona con una alteracién en
RB1 es del 50%. El 90% de individuos portadores
de una mutacién constitucional de RB1 desarrollan
retinoblastoma, dentro de ellos el 60% bilateral i el
30% unilateral; un 10% puede ser asintomatico y no
desarrollar tumor (30). La existencia de casos unila-
terales y asintomaéticos se deben a particularidades

propias de genes con patrén dominante, como son
la penetrancia y las mutaciones en mosaico.

En la mayoria de casos hereditarios la penetran-
cia es completa, es decir, todos los individuos con
una mutacion heterocigota en RB1 desarrollaran al
menos un RB (fig. 4A.), con un nimero medio de
focos de 6 y una edad de debut media de 11 me-
ses (31,37).Suele tratarse de mutaciones que provo-
can una pérdida de funcién de RB1, generalmente
tienen un efecto truncante en la proteina (31). Se
han descrito alteraciones en RB1 con baja pene-
trancia que pueden ser algunas variantes de tipo
missense (que provocan intercambio aminoacidi-
co), que alteran el procesamiento el RNA (splicing),
o que afectan la regiéon promotora del gen (31-33).
Estas alteraciones pueden, ademas, en familias con
penetrancia completa, comportar una variabilidad
de expresion que se traduce en la diferente edad
de debut y en el nimero de focos, este tipo de
variantes tienden a tener una presentacién unila-
teral, la edad de debut media es de 22 meses (31)
(fig. 4C). Existe también variabilidad fenotipica in-
tra-familiar, se han detectado algunos factores que
pueden explicar este fenébmeno como son la pre-
sencia del polimorfismo rs2279744 en MDM2 (34) y
factores epigéneticos que modifican la impronta y,
por tanto, la expresiéon de RB1 (35,36).

Los casos hereditarios aislados se deben a una
mutacién de novo, producida de manera general-
mente pre-cigdtica y que por tanto se presenta de
manera constitucional, la presentacién clinica de-
pendera de la naturaleza de la mutacién (fig. 4B).
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Fig. 3: Presentaciones segun la genética del retinoblastoma.
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Fig. 4: Ejemplos de arboles genealdgicos segln presentaciéon. A. Familiar bilateral con penetrancia completa. B. Aislado
hereditario bilateral. C. Familiar, penetrancia incompleta y expresividad variable. D. Familiar por caso inicial en mosaico.

La mutacién en RBT se trasmitira a la descendencia
de este primer individuo con una probabilidad del
50%. La mayoria de individuos (95%) son heteroci-
gotas para una mutacién en RBT, el 5% restante,
presentan una mutacién en mosaico constitucional,
debido a una mutacién de novo producida de ma-
nera post-cigética en estadio tempranos del desa-
rrollo embrionario (ver apartado Retinoblastoma en
mosaico) que generalmente son de efecto pérdida
de funcidén como en las formas familiares; asi en fa-
milias con penetrancia completa, puede haber un
primer caso fundador con una presentacién unila-
teral por mutacién en mosaico (fig. 4D)(39).

Retinoblastoma en mosaico

Se estima que alrededor de un 5% de los pacien-
tes que presentan con retinoblastoma bilateral aisla-
do y en algunos casos unilaterales aislados presen-
tan un estado de mosaico para mutaciones en el gen
RB1 (37). En estos individuos la primera mutacién en
el gen RBT no es heredada por via germinal, sino
que se produce de manera somatica después de la
concepcién en estados iniciales del desarrollo intrau-
terino. Dependiendo del momento en el que se pro-
duzca este primer evento mutacional habra un grupo
celular mas o menos extenso portador de la muta-
ciéon derivado de esta primera célula mutada (fig. 5).

Debido a este fenémeno existe la posibilidad
de que la proporcién de células mutadas en tejidos

como leucocitos de sangre periférica o células de la
mucosa bucal sea bajo, y por lo tanto no detectable
mediante estudio genético. Sin embargo, no excluye
la posibilidad de que la mutaciéon esté presente en
células de la retina o en células germinales (esper-
ma/évulos). En el caso de que las células germinales
presenten la mutacion, podran ser transmitidas a la
descendencia del individuo afecto. Este hecho difi-
culta poder establecer una probabilidad especifica,
aunque se estima inferior/hasta al 50%. En la des-
cendencia de pacientes afectos que han heredado el
alelo mutado se observa una probabilidad incremen-
tada de desarrollar un tumor de manera bilateral (38).

Se espera que el nimero de focos tumorales
en estos pacientes sea menor debido a que se re-
duce el nimero de grupos celulares que pueden
contribuir parcialmente al desarrollo de la retina. Es
posible que casos de retinoblastoma familiar con
penetrancia completa en los que el primer indivi-
duo afecto estuviera afecto de retinoblastoma uni-
lateral y subsecuentes generaciones presentaran
con retinoblastoma bilateral se debieran al hecho
de que el primer caso fundador se pudiera tratar de
un caso de mosaicismo somatico (39).

Retinoblastoma no hereditario

Mutacidn bialélica RB1

Los casos de retinoblastoma no hereditario
constituyen alrededor del 60% de nuevos diagnds-
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Fig. 5: A. Retinoblastoma en mosaico. B. Retinoblastoma no hereditario por mutacién somética bialélica en RB1.

ticos. En la presentacion de retinoblastoma unila-
teral sin historia familiar (aislado) una gran mayoria
(97%) son debidos a mutaciones en ambos alelos
del gen RB1 presentes en el tumor, pero no detec-
tables en estudio de ADN de sangre periférica (40).
Estas mutaciones bialélicas son originadas de ma-
nera somatica en los tejidos afectos de la retina
(fig. 5). El fenotipo con el que se presentan es uni-
lateral y unifocal con edad media del diagndstico a
los 2 afios (41).

En menor frecuencia, inactivaciones del gen RB1
se pueden deber a otros efectos poco frecuentes
como la cromotripsis y otros mecanismos ya men-
cionados en el apartado origen tunoral (42,43).

Sin alteraciones en RB1

En un porcentaje pequefio (3%) de pacientes
con retinoblastoma unilateral aislado el estudio
tumoral no identifica ninguna mutacién en el gen
RB1(37).

Recientemente se han identificado variantes re-
currentes de nimero de copias (CNV) en tumores
de retinoblastoma, lo que lleva a la propuesta de
varios genes candidatos més alla de RB1 tales como
KIF14, MYCN, DEK, E2F3, RBL2/p130, NGFR. en-

tre otros (ver apartado gen RB1 y mutaciones adi-
cionales)(44,45). Entre ellos estadn las mutaciones o
deleciones sométicas de BCOR, que llevarian a la
desregulacion epigenética y promoverian la pro-
gresion de retinoblastoma y se correlacionan con la
propensién a la metéstasis. El gen BCOR localizado
en Xp11.4 codifica para el correpresor BCL6 que es
un factor regulador de la transcripcién. Las muta-
ciones BCOR estan presentes en varias neoplasias
malignas. La importancia clinica de estas mutacio-
nes genéticas adicionales todavia es un campo en
estudio, junto con el mecanismo especifico de la
pérdida de RB1T (45).

La mitad de los casos sin mutaciéon en RB1
presentan un aumento significativo del nimero
de copias del gen MYCN (localizado en el brazo
corto del cromosoma 2) en estudio de tejido tu-
moral (46). En estos casos la presentacion clinica
se caracteriza por un diagndstico muy temprano,
en los primeros 6 meses de vida, y un comporta-
miento mas agresivo. Los datos actuales sugieren
que este tipo de tumores serian entidades distintas
sin riesgo de recurrencia para el paciente o sus fa-
miliares, sin embargo, el diagndstico genético de
retinoblastoma debido a MYCN todavia no ha sido
validado y existen casos de tumores con amplifica-
cién de MYCN vy alteraciones en RB1 (47).
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MENSAJES CLAVE A RECORDAR

La inactivacién bialélica de RB1, siguiendo el modelo de doble-hit o teoria de Knudson, se considera el me-

canismo que explica la mayor parte de retinoblastomas.

Aunque el abordaje del diagndstico genético principal actualmente es mediante NGS, cabe considerar otras
técnicas sobre todo en los casos bilaterales no filiados por NGS.
La gran mayoria de retinoblastomas responden a alteraciones genéticas en el gen RB1, una pequefia propor-

cién se debe a cambios en otros genes.

Existen casos hereditarios, que pueden ser familiares o aislados, que siguen un patrén de herencia autosémico
dominante, y casos no hereditarios debido a mutaciones bialélicas somaticas.

Las formas hereditarias pueden, en algunos casos, presentar penetrancia incompleta y expresividad variable,
que generalmente responden a alteraciones que no causan una pérdida de funcién (LOF).
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