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REVISION

Genética molecular y neoplasias
oculares

Molecular genetics and ocular neoplasms

ABRALDES LOPEZ-VEIGA MJ!

RESUMEN

Una neoplasia puede ser definida como una enfermedad genética consecuencia de un dese-
quilibrio entre proliferacion y destruccion celular en donde juegan un papel destacado los
oncogenes, los genes supresores y la apoptosis. Se revisan los conceptos actuales en la bio-
logia molecular del cancer en relacién con las neoplasias oculares.
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SUMMARY

Neoplasia can be defined as a genetic disease caused by an imbalance between prolifera-
tion and cell destruction. In this mechanism the oncogenes, suppressor genes and apopto-
sis play an important role. Actual concepts in molecular biology of cancer in relation with

ocular neoplasms are reviewed.

Key words: molecular genetics, oncogene, suppressor gene, apoptosis, eye.

Neoplasia es una palabra utilizada para
definir un estado patolégico en el que las
células proliferan e invaden los tejidos veci-
nos. Es una enfermedad de cardcter genético
que se origina al ser eliminadas las restric-
ciones que limitan la division celular en célu-
las de tejidos ya diferenciados. En su etiopa-
togenia han sido implicados numerosos fac-
tores ambientales como habitos, dietas, esti-
lo de vida, nivel socioecondmico y factores

geograficos, pero actualmente se piensa que
existe un factor acumulativo y que un tnico
evento por si s6lo no seria el responsable de
la aparicién del tumor. Por tanto debe existir
una alteraciéon genética o molecular que
sumada con factores ambientales originard la
aparicién del tumor (figura 1).

Una situacion de inestabilidad genética
parece ser el medio celular mds propenso
para el desarrollo de una neoplasia. Las alte-
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raciones que causan una inestabilidad genéti-
ca molecular son las mutaciones ocasionadas
por agentes externos fisicos o quimicos, las
mutaciones hereditarias, las reordenaciones
cromosOmicas groseras, la pérdida alélica y
la amplificacién génica.

La proliferacién de las células normales
estd regulada por moléculas de control esti-
muladoras e inhibidoras, correspondientes
respectivamente a proto-oncogenes y genes
supresores de tumores. Se puede producir
una tendencia hacia un comportamiento neo-
plasico por amplificacién o hiperactivacion
una de las dos copias de un gen estimulador
(efecto dominante), en el que el gen alterado
se denomina, o por pérdida o inactivacién de
las dos copias de un gen supresor (efecto
recesivo) (1).

Oncogenes
Se denomina oncogén a un gen que codi-

fica una proteina que induce la formacién de
un tumor. Los oncogenes derivan de los pro-

to-oncogenes, genes celulares que promue-
ven el crecimiento y la diferenciacién normal
de las células.!

Los proto-oncogenes fueron descubiertos
dentro del genoma de retrovirus (virus RNA
con capacidad de replicar DNA a RNA gra-
cias a la existencia de una DNA polimerasa
dependiente de RNA denominada transcrip-
tasa inversa) causantes de una rdpida induc-
cién de tumores en animales y que tienen
capacidad para transformar células animales
in vitro. La diseccién molecular de sus geno-
mas desvel6 la presencia de secuencias trans-
formantes, no encontradas en genomas de
retrovirus no transformantes. A estas secuen-
cias transformantes se las conoce como
oncogenes viricos o v-onc (2).

Estudios de hibridaciéon molecular revela-
ron que las secuencias v-onc eran casi idén-
ticas a secuencias encontradas en el DNA
celular normal. Se cree que durante la evolu-
cién los oncogenes retrovirales fueron trans-
duccidos o capturados por los virus a través
de una recombinacidn casual con el DNA de
células huésped normales que habian sido
infectadas por el virus. Los proto-oncogenes,
como consecuencia de ser descubiertos ini-
cialmente como genes viricos, se los designa
por una palabra de tres letras que relaciona el
oncogén con el virus del que fue aislado (3).
Los oncogenes celulares (c-onc) surgen
como formas alteradas de genes celulares
normales (proto-oncogenes). Debe entender-
se, por tanto, que el término proto-oncogén
se refiere a secuencias celulares que no son
oncogénicas pero que pueden hacerse onco-
génicas por transduccién retroviral o por
influencias que alteren su conducta en el
huésped natural, convirtiéndose, por tanto,
en oncogenes celulares (c-onc) (1-3). Un
proto-oncogén puede ser convertido en onco-
génico de muchas maneras. El gen puede
resultar activado por una mutacién puntual, a
través de una translocacion cromosdémica, o
por insercion de un elemento genético mévil
como es un retrovirus. El cambio puede ocu-
rrir en la regién que codifica la proteina, de
forma que se produzca un producto hiperac-
tivo, o puede ocurrir en regiones adyacentes
de control, de forma que simplemente el gen
resulta sobreexpresado. Este modo de activa-
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cién proto-oncogénica se denomina mutagé-
nesis por insercién (2-3).

Alternativamente, el gen puede estar
sobreexpresado porque haya sido amplifica-
do hasta un nimero elevado de copias a tra-
vés de un proceso que probablemente empie-
za con una replicacién anémala de un cro-
mosoma, proceso denominado amplificacién
génica (2,3).

Los oncogenes codifican proteinas deno-
minadas oncoproteinas, que recuerdan a los
productos normales de los proto-oncogenes,
con la excepcion que las oncoproteinas se
encuentran libres de importantes elementos
reguladores y su produccién en las células
transformadas no depende de factores de cre-
cimiento o de otras sefiales externas (3). Las
oncoproteinas tienen una funcién estimula-
dora sobre el crecimiento celular. Muchos de
los productos de estos genes parecen interac-
cionar unos con otros como componentes de
una compleja red de control (3). Asi, algunos
proto-oncogenes codifican factores de creci-
miento (v.g. c-sis, hst-1, int-2), otros codifi-
can receptores de los factores de crecimiento
(v.g. fms c-erb-B1, c-erb-B2, c-erb-B3),
otros codifican proteinas envueltas en sefia-
les de transduccidn, entre las que se encuen-
tran las proteina quinasas (v.g. abl) y las pro-
tefnas transportadoras de GTP -proteinas G y
proteinas de la familia ras- (v.g. H-ras, K-
ras), y otros codifican proteinas reguladoras
de la actividad génica localizadas en el
ntcleo (v.g. myc, myb, jun, fos) (1-3).

Genes supresores

Los genes supresores de tumor son genes
que codifican proteinas que regulan de forma
negativa el crecimiento de las células norma-
les (2). Quiza por ello el nombre de gen
supresor es incorrecto pues su funcién fisio-
l6gica no es prevenir la formacién de un
tumor, sino ese control inhibitorio del creci-
miento celular (3).

Estos genes actian de forma recesiva, por
lo que ambas copias del gen deben de inacti-
varse para que se afecte la funcién celular
(1). El tumor se desarrolla cuando la célula
se hace homocigota para el alelo mutante, es

decir cuando se produce una pérdida de la
heterocigosidad (3). Si una de las copias es
alterada por una mutacion, puede cambiar el
fenotipo celular pero la copia normal mantie-
ne su funcion (2,3).

El paradigma de estos genes lo representa
el gen del retinoblastoma o gen Rb1l. Knud-
son (4) propuso la hipétesis del doble impac-
to para explicar la oncogénesis del retino-
blastoma, enfermedad que puede presentarse
de dos formas una hereditaria y otra espora-
dica.

En los casos familiares de retinoblastoma
existe una primera mutaciéon en las células
germinales, mientras que la segunda mutacién
se produce durante el desarrollo somdtico. En
los casos esporadicos ambas mutaciones son
somaticas en las células de la retina (4).

Esta hipétesis es actualmente ampliamen-
te sustentada por estudios genéticos y mole-
culares. Actualmente se sabe que el gen Rb1
estd localizado en 13ql4 y que tiene que
existir una delecién en ambos alelos del cro-
mosoma para que se produzca el retinoblas-
toma. Es suficiente que exista una sola copia
de dicho gen para no aparezca el tumor (2,3).

Existen otros genes importantes de este
tipo como el gen WT-1 localizado en 11p13,
relacionado con el tumor de Wilms; el gen
DCC localizado en 18q21, relacionado con
los carcinomas de colon y de estomago; el
gen APC localizado en 5q21, relacionado
con la poliposis adenomatosa del colon, y
carcinomas de colon, estomago y pancreas; y
el gen p53 (véase mas adelante) (2,3).

Recientemente se ha descubierto otro gen
supresor localizado en 9p21, en una regién
de 40 kb. A este nivel se encuentra el gen
MTSI1 (también conocido como CDKN2 y
INK4) que codifica una proteina denominada
pl6 que inhibe la cdk-4 quinasa (5,6). Se ha
encontrado una asociacion entre mutaciones
de p16 con la existencia de melanoma fami-
liar y otros tipos de tumores (6,7).

Las sefiales y las vias de transduccién de
seflales para la inhibicién del crecimiento
son menos conocidas que las que estimulan
el crecimiento. Sin embargo, se cree que
estas sefales inhibidoras, al igual que las
estimuladoras, se originan fuera de la célula
y utilizan receptores, transductores de sefal
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y reguladores de la transcripcion nuclear
(2,3). Parece ser que los genes supresores de
tumor codifican varias proteinas relaciona-
das con este mecanismo tan complejo (2,3).

Por ejemplo se sabe que el gen Rb1 codi-
fica una proteina Rb (pRb) cuya forma hipo-
fosforilada predomina en la fase G1 del ciclo
celular, mientras que se va fosforilando con-
forme avanza hacia la fase S. La forma hipo-
fosforilada activa complejos de pRb con el
factor de transcripciéon E2F (producto del
oncogén c-myc), mientras que la forma muy
fosforilada e inactiva de pRb deja libre al
E2F. Por tanto la forma activa de pRb sirve
de freno al avance de las células de la fase
GO0/G1 hacia la fase S del ciclo celular. Al
perderse la pRb se produce un crecimiento
celular descontrolado y transformacion neo-
plésica (2,3).

Apoptosis

Apoptosis es un termino que se utiliza
para definir la muerte celular programada. Es
una autodestruccién activa de células aisla-
das o de pequefios grupos celulares. Hasta
hace poco era conocido que una neoplasia se
originaba cuando los mecanismos que dicta-
minan la divisién celular se exceden en sus
funciones, pero hoy en dia se sabe que tam-
bién pueden originarse por alteraciones en
los mecanismos que de forma natural indu-
cen la muerte celular. Los cambios morfold-
gicos que ocurren en la apoptosis son una
cadena que comienza con la adquisicion de
la célula de una forma redondeada, se frag-
menta el DNA y se condensa la cromatina, el
nucleo se rompe en pequefias masas de cro-
matina, y finalmente se fragmenta la célula
formandose los denominados cuerpos apop-
tésicos que son fagocitados por las células
del sistema mononuclear fagocitario. Estos
cambios parecen ser consecuencia de la lle-
gada, a nivel molecular, de una sefial al geno-
ma que induce la expresién de una serie de
genes cuyos productos originan esta destruc-
cién celular. A diferencia de la apoptosis, en
la muerte celular originada por necrosis se
observa un aumento del volumen celular con
abultamiento de las organelas y lisis de la

membrana celular con liberacién del conteni-
do. La necrosis no parece requerir la apari-
cion de mensajeros y se induce por un dafio
celular grave que afecta al balance osmdtico
celular.

Oncogenes y genes supresores
involucrados en la apoptosis

Los mecanismos que controlan la apopto-
sis son complejos e implican a varios genes
algunos de ellos como p53 en su forma natu-
ral, myc, bax o bcl-xs actdan estimulando la
apoptosis, mientras otros como bcl-2, bel-x1
o bcl-XB la suprimen.

El bcl-2 es un proto-oncogén que se puso
de manifiesto por primera vez al realizar la
clonacién molecular del punto de ruptura de
la translocacion t(14;18) (q32;q21) (8). Esta
translocacion es la mas frecuente en las neo-
plasias hematoldgicas encontrandose en un
85% de los linfomas foliculares (3).

El bcl-2 estd localizado en 18q21, estd
compuesto por tres exones y codifica una
proteina de 26kD de peso molecular, que se
sitia preferentemente en la membrana mito-
condrial externa, reticulo endoplasmico liso
y membrana nuclear (9) que estd relacionada
con la supresion de la apoptosis (10). La yux-
taposicion del locus 14q32, donde se encuen-
tra el gen que codifica las cadenas pesadas de
las inmunoglobulinas, con el locus del bcl-2
produce una sobreexpresion de la oncoprote-
ina bcl-2 (11). Se cree que la apoptosis se
debe a los efectos téxicos producidos por la
accién de radicales libres oxigenados y que
bcl-2 probablemente la inhibe regulando una
via antioxidante (12). Pero son varios los
genes que estdn implicados en los mecanis-
mos de control de la apoptosis (13). Recien-
temente (14,15) se ha descubierto un conjun-
to de proteinas con estructura andloga a bcl-
2 que tienen funciones similares (bcl-x,
bclXB, Mcl-1, Al) bloqueando la apoptosis,
o antagonistas del mismo (bax, bcl-x,, bad,
bak) que actdan induciendo la apoptosis. Al
aumentar la supervivencia celular, mediante
la inhibicién de la apoptosis, bcl-2 hace que
se incremente el riesgo de exposicion celular
a otros eventos secundarios para la transfor-
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macién maligna, permitiendo que surjan
otras mutaciones que afecten a oncogenes y
genes supresores (16).

El gen p53, localizado en 17p13, codifica
una fosfoproteina nuclear de 53kD, consti-
tuida por 393 aminodcidos, que en su forma
natural regula de forma negativa el creci-
miento, controlando la entrada de la célula en
la fase S, bloqueando la fase de transicién
G1-S del ciclo celular (17). La proteina p53
es fosforilada por una cdc-2 quinasa a lo lar-
go del ciclo celular. Su localizacién subcelu-
lar varia también a lo largo del ciclo celular.
En la fase G1, la proteina se localiza en el
citoplasma, emigrando al nicleo al principio
de la fase S (18). La funcién de la proteina
pS53 en su forma natural es controlar el ciclo
celular normal mediante la regulacion de la
transcripcién o de la replicaciéon del DNA
(19). La proteina p53 hace un reconocimien-
to del estado del DNA antes de permitir la
replicacion del material genético anterior a la
division celular. Por este motivo a p53 se le
ha llamado el «guardidn del genoma» (19).
Ademas de este control negativo del creci-
miento celular, p53 estd implicada en la
inducciéon de la apoptosis, comportindose
como antagonista del oncogén bcl-2 (20). La
p53 tiene a su vez otro antagonista, el onco-
gén MDM2 que se amplifica en algunos
tumores como los sarcomas. También se han
encontrado asociacidon de p53 con el antige-
no T de las células malignizadas por virus
SV40 (21), y se ha visto, asi mismo inactiva-
cién de p53 por el producto E1B de los ade-
novirus y por la oncoproteina E6 del HPV
(18). El mecanismo mediante el cual p53
regula el ciclo celular es complejo. Las lesio-
nes del DNA pueden inducir una estabiliza-
cién de la p53 mediante mecanismos no del
todo aclarados. Esta estabilizacién permite a
la proteina p53 realizar la transactivacion del
gen WAF1/CIP1 que codifica la proteina
p21WAFI/CIPL "Egta proteina se liga al com-
plejo cdk-ciclina (cdk-2/ciclina E) e inhibe la
actividad quinasa necesaria para que se pro-
duzca el paso de G1 a S. Las células quedan
bloqueadas al final de la fase G1 pudiendo
reparar las lesiones del DNA, después de lo
cual se reanuda el ciclo celular. En algunos
casos, probablemente cuando las lesiones del

DNA son mas graves, el ciclo celular no se
reanuda y la célula muere por apoptosis (18)
La mutacion o pérdida del gen p53 es la alte-
racién genética mds frecuente en el céncer
humano (22).

La identificacién de pS3 como oncosupre-
sor se debid a la observacion de que muchos
de esos canceres citados anteriormente, mos-
traban una deleccién y por tanto una pérdida
de la heterocigosidad en la banda 13 del bra-
zo pequefio de uno de los cromosomas 13
(17p13). El aislamiento y la caracterizaciéon
del alelo que no se perdia en estos tumores
revel6 que también este presentaba alguna
mutacion en su DNA (17).

Existen tres genes de la familia myc bien
caracterizados en mamiferos: c-myc, N-myc
y L-myc (23). El mecanismo de accién de
myc no estd demasiado claro, ya que codifi-
ca factores de transcripcion normalmente
asociados con induccién de la proliferacion
celular, sin embargo parece ser que en su pre-
sencia algunas células son particularmente
susceptibles de suicidarse. Por ejemplo, esti-
mula la muerte celular en las células de la
linea celular procedente del ovario de hams-
ter chino (24). Por tanto, la funcién bioldgica
de myc es mdltiple y contradictoria, ya que
por una parte interviene estimulando la pro-
liferacién celular y por otra induce la muerte
celular programada.

Bcl-2 es un potente inhibidor del proceso
apoptoésico, que impide la muerte de las célu-
las de la linea celular de ovario de hdmster
chino si se coexpresa con myc (24), liberan-
do totalmente la capacidad de myc para pro-
ducir proliferacién. En algunos casos myc y
bcl-2 cooperan en la inmortalizacién de las
células tumorales de forma que myc actia
ejerciendo su accién promotora de la prolife-
racion celular y bel-2 suprimiendo la apopto-
sis (25).

En otros casos bcl-2 se asocia con R-ras
implicado en la transmision de sefiales, o con
la proteina bax codificada por un miembro
de la misma familia, el gen bax, que antago-
niza su funcién supresora. La formacion de
heterodimeros bcl-2/bax inhibe la apoptosis,
pero cuando hay un exceso de proteina bax,
se pueden formar homodimeros bax/bax que
aceleran la apoptosis (14).
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Tabla I. Ejemplos de tipos de lesiones frecuentes en algunos

oncogenes y oncosupresores

ONCOGEN/ONCOSUPRESOR TIPO DE LESION NEOPLASIA

abl Translocacion Leucemia

erb Amplificacién Astrocitoma

dcc Deleccion Carcinoma de colon

I-myc Amplificacién Carcinoma de pulmén

c-myc Amplificacién Neuroblastoma

h-ras Mutaciones puntuales Carcinoma de colon

k-ras Mutaciones puntuales Melanoma

p53 Mutaciones puntuales Meduloblastoma

abl/ber Rupturas cromosdémicas Leucemia mieloide crénica
Leucemia linfocitica aguda

bcl-2 Rupturas cromosémicas Linfoma folicular de células B

pml/rar Rupturas cromosémicas Leucemia promielocitica aguda

pbx-1/e2a Rupturas cromosdmicas Leucemia aguda pre-células B

Oncogenética y tumores oculares

En el globo ocular y sus anejos pueden
presentarse una gran variedad de tumores
tanto benignos como malignos. Dejando a un
lado los tumores benignos, las neoplasias
oculares pueden ser primarias o de origen
metastdtico. En varios de estos tumores han
sido identificadas las alteraciones genéticas
responsables del desarrollo neopldsico y en
algunos otros casos, si bien no se ha podido
identificar una alteracién genética concreta,
se han encontrado alteraciones que juegan un
papel importante en la patogénesis de estos
tumores. En el globo ocular el tumor malig-
no primario mas frecuente en los adultos es
el melanoma uveal y en los nifios el retino-
blastoma, sin embargo, es importante resefiar
que en los adultos los carcinomas metastati-
cos superan en frecuencia a los tumores pri-
marios. Dentro de los tumores intraoculares
metdstaticos, al igual que ocurre en la 6rbita,
los mds frecuentes son el carcinoma de pul-
moén en los hombres y el carcinoma de mama

Tabla II. Ejemplos de proto-oncogenes amplificados en
tumores oculares primarios o metastaticos

GEN TUMOR

c-myc Carcinoma de pulmén, carcinoma de mama

n-myc Neuroblastoma, carcinoma de pulmoén

I-myc Carcinoma de pulmén

c-erb-B  Glioblastoma, meningioma, carcinoma
epidermoide

c-erb-B2 Carcinoma de mama, adenocarcinoma de
ovario

int-2 Carcinoma de mama, melanoma
hst-1 Carcinoma de mama, melanoma
prad-1 Carcinoma de mama, melanoma

en las mujeres, siguiendo en frecuencia los
carcinomas del tracto digestivo. Tumores
intraoculares menos frecuentes son los de
origen mesenquimal o linfoide asi como car-
cinomas metastdticos con origen en otras
localizaciones distintas a las mencionadas
con anterioridad. En los parpados el tumor
mas frecuente es el carcinoma basocelular,
aunque al ser los pdrpados una estructura
cutdnea modificada, pueden aparecer en ellos
la totalidad de tumores que aparecen en la
piel de otras localizaciones. En la conjuntiva
la neoplasia mas frecuente es el carcinoma
epidermoide pero, al ser la conjuntiva una
superficie mucosa en ella pueden desarrollar-
se los mismos tumores que aparecen en otras
mucosas del organismo. En la gldndula lagri-
mal los tumores mds comunes son los de ori-
gen epitelial siendo el carcinoma pleomorfi-
co el tumor maligno mds frecuente a los que
le siguen en frecuencia los tumores de origen
linfoide. En lo que se refiere al nervio 6ptico
y a la orbita las neoplasias pueden tener su
origen en el parénquima del nervio 6ptico
(gliomas, siendo el mds frecuente el astroci-
toma pilocitico juvenil), en las meninges que
recubren al nervio Optico (meningiomas,
siendo el mas comun en estd localizacién el
meningioma meningotelial) y en los tejidos
blandos y 6seos de la érbita (tumores de ori-
gen mesodérmico y tumores linfoides). En
concreto, el tumor orbitario maligno mas fre-
cuente en la infancia es el rabdomiosarcoma
y en los adultos el histiocitoma fibroso
maligno. En la 6rbita pueden aparecer ade-
mas tumores metastaticos de muy distintas
localizaciones. Por tanto, en el conjunto de la
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Tabla III. Oncosupresores representativos de la transformacién neopldsica en tumores oculares primarios o

metastaticos
GEN LOCUS TIPO DE TUMOR
Rb 13q14 Retinoblastoma, osteosarcoma
pS3 17p13 Carcinoma epidermoide, carcinomas de mama, colon y pulmén, sindrome de Li-Fraumeni
pl6 9p21 Melanoma familiar, glioma
apc 5q21 Carcinomas de colon, estémago y pancreas
wt-1 11p13 Tumor de Wilms
dec 18q21 Carcinomas de colon y estdomago
nf-1 17q11 Schwanomas, neurofibromatosis tipo 1
nf-2 22ql2 Schwanomas, meningiomas, neurofibromatosis tipo 2
vhl 3p25 von Hippel-Lindau, hemangioblastoma retiniano, carcinoma de células renales, angiomas
scb 9q31 Carcinoma de células basales, Sindrome de Gorlin
sct2 16p13 Esclerosis tuberosa, hamartomas

patologia oncoldgica oftdlmica nos encontra-
mos con tumores procedentes de todo tipo de
estirpes celulares que incluyen carcinomas,
sarcomas, linfomas/leucemias, melanomas y
tumores nerviosos. En la tabla I se resumen
las alteraciones genéticas en relacién con
estos tumores y en las tablas II y III se citan
numerosos ejemplos de oncogenes y genes
oncosupresores relacionados con los tumores
oculares primarios y con tumores primarios
de otras localizaciones del cuerpo humano
que pueden metastatizar en el ojo y en los
anejos oculares. Una vez que se conozca en
su totalidad el mapa del genoma humano
(26) serd posible la identificacion de todos y
cada uno de los genes implicados en las neo-
plasias oculares. Esto traerd como conse-
cuencia que se pueda realizar un diagndstico
del cdncer ocular a nivel molecular lo cual
permitird por un lado un prondstico més pre-
ciso y por otro permitird albergar la esperan-
za de la utilizacion de la terapia génica y
molecular en su prevencién y tratamiento.
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