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Resumen

Introduccion: Los tumores gliales, dentro de las lesiones neuroepiteliales, son las neoplasicas
intraaxiales mdas comunes. Representan alrededor del 45% de todos los tumores primarios del sistema
nervioso central (SNC) y el 77% de todos los tumores primarios malignos del SNC. El promedio de
supervivencia media de los pacientes con glioblastoma multiforme (GBM) cuando se utiliza el
tratamiento multimodal es de 15-18 meses y de 2 a 5 afios con gliomas anaplasicos. Los tratamientos
convencionales de los tumores cerebrales incluyen cirugia, radioterapia y quimioterapia. El tratamiento
quirdrgico representa la primera aproximacion para la gran mayoria de tumores cerebrales, sin
embargo, la reseccidn total no siempre es alcanzable en relacion con la localizacién del tumor, de vital
importancia para preservar estructuras nerviosas o vasculares.

Modalidades de tratamiento agresivas han extendido la supervivencia media, pero la supervivencia a
menudo se asocia con un deterioro significativo en la calidad de vida. La eficacia de quimioterapia
sistémica esta limitada por la presencia de la barrera hemato encefélica (BHE), la que limita el paso
de una amplia variedad de agentes anti cancerigenos, la accién de los agentes alquilantes, esta
limitado por la activacién de metil-guanina-metil-transferasa. El advenimiento de los estudios
moleculares permite una nueva evaluacién de la biologia de los gliomas con, un nivel de precision que
promete interesantes avances hacia el desarrollo de terapias especificas eficaces. Las terapias
dirigidas bloquean la activacion de vias oncogénicas, ya sea a nivel de la interaccion ligando-receptor
o mediante la inhibicion vias de transduccién de sefiales, corriente abajo, inhibiendo asi el crecimiento
y la progresién del cancer.

El objetivo del presente trabajo fue realizar una revision bibliografica acerca de los aspectos
relacionados con la patogénesis molecular en la progresion de estos tumores en los adultos, y sus
potenciales blancos terapéuticos.

Palabras claves:

DsCS: Receptor ErbB-2, Trastuzumab, Neoplasias de la Mama, Quimioterapia Adyuvante, Ado-
Trastuzumab Emtansina.
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Abstract

Introduction: Glial tumors, within neuroepithelial lesions, are the most common intraaxial neoplastic.
They represent about 45% of all primary central nervous system (CNS) tumors and 77% of all malignant
primary CNS tumors. The median median survival of patients with glioblastoma multiforme (GBM)
when multimodal treatment is used is 15-18 months and 2-5 years with anaplastic gliomas.
Conventional treatments for brain tumors include surgery, radiation therapy, and chemotherapy.
Surgical treatment represents the first approach for the vast majority of brain tumors; however, total
resection is not always achievable in relation to the location of the tumor, which is vitally important to
preserve nerve or vascular structures.

Aggressive treatment modalities have extended median survival, but survival is often associated with
a significant deterioration in quality of life. The efficacy of systemic chemotherapy is limited by the
presence of the blood-brain barrier (BBB), which limits the passage of a wide variety of anticancer
agents, the action of alkylating agents, is limited by the activation of methyl-guanine-
methyltransferase. The advent of molecular studies allows a new evaluation of the biology of gliomas
with, a level of precision that promises interesting advances towards the development of effective
specific therapies. Targeted therapies block the activation of oncogenic pathways, either at the level
of ligand-receptor interaction or by inhibiting downstream signal transduction pathways, thus inhibiting
cancer growth and progression.

The objective of the present work was to carry out a bibliographic review about the aspects related to
the molecular pathogenesis in the progression of these tumors in adults, and their potential therapeutic
targets.

Keywords:
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Introduccion

Las neoplasias malignas primarias del sistema nervioso central (SNC) representan el 1% de
todos los canceres adultos y causan el 2% de las muertes por cancer en este grupo. Los
tumores gliales, son las neopldsicas neuroepiteliales, intraaxiales mas comunes,
representan el 70-85% de todos los tumores primarios del SNC, con picos de incidencia en
nifos y entre los 50 a 60 afios de edad, con una incidencia combinada en Estados Unidos de
6.36 por 100.000 y mortalidad de 4.22 por 100.000 personas por afio [1-3], estimandose un
total de 23.380 casos nuevos y 14.320 defunciones para el 2014. [1] (Figura 1).

No ha sido identificada una causa subyacente para la mayoria de los gliomas malignos, el
Unico factor de riesgo establecido es la exposicidon a las radiaciones ionizantes [4]. La
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evidencia de una asociacion con traumatismos craneales, los alimentos que contienen
compuestos N-nitrosos, factores de riesgo ocupacional y la exposicion a campos
electromagnéticos es inconclusa [4]. Aunque no ha habido cierta preocupacién acerca de
un mayor riesgo de gliomas en asociacion con el uso de teléfonos celulares [5], los estudios
mas grandes no han demostrado esto [4,6, 7]

Hay evidencia que sugiere una asociacién entre factores inmunolégicos y gliomas, los
pacientes con atopia tienen un menor riesgo de gliomas, y pacientes con glioblastoma que
tienen niveles elevados de IgE parecen vivir mas que aquellos con niveles normales. La
importancia de estas asociaciones no esta clara [8, 9].

Polimorfismos genéticos que afectan a la desintoxicacién, la reparaciéon del ADN, y la
regulacion del ciclo celular también han sido implicados en el desarrollo de gliomas.
Aproximadamente el 5% de los pacientes con gliomas malignos tienen una historia familiar
de gliomas, algunos de estos casos familiares se asocian a sindromes genéticos poco
comunes, como son la neurofibromatosis 1 (NF1) y 2 (NF2), la esclerosis tuberosa
(TSC1,TSC2), retinoblastoma (RB1), sindrome de Li—Fraumeni (p53), syndrome de Turcot
(APC, hMLH1,hMSH2, PMS2) y el sindrome de Cowden o hamartoma mudltiple (PTEN), sin
embargo, la mayoria de los casos familiares no tienen identificado una causa genética. Los
estudios realizados en familiares de primer grado de pacientes con tumores primarios del
SNC muestran una gran variabilidad, con un riesgo relativo que oscila entre 1y 10 [10].

Figura 1. Tumores primarios del sistema nervioso central, diagnosticados en EEUU
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Caracteristicas Patologicas

Los gliomas malignos son tumores histolégicamente heterogéneos e infiltrantes que
derivan de la glia (astrocitos, oligodendrocitos, o sus precursores) y células ependimarias.

Tabla 1. Clasificacion de los Gliomas por la OMS

Clasificacion del tumor Grado de la OMS
Tumores astrociticos
Astrocitoma Pilocitico I
Astrocitomo Difuso Il
Astrocitomo Anaplasico 1]
Glioblastoma v
Tumores Oligodendrogliales y Oligoastrociticos
Oligodendroglioma Il
Oligodendroglioma Anapldsico 1]
Oliastrocitoma Il
Oliastrocitoma Anapldsico 1]
Glioblastoma con componente oligodendroglioma v
Tumores Ependimales
Subependimoma I
Ependimoma mixopapilar I
Ependimoma Il
Ependimoma Anaplasico 1]
Tumores del plexo coloideo
Papiloma del plexo coroideo I
Carcinoma del plexo coroideo 1]
Tumores neuronales o mixtos neuronales-gliales
Ganglioma loll
Neurocitoma Central Il
Paragangliomas Filium terminal I
Tumor Neuroepitelial Disenbriopldsico I
Tumores del parénquima Pineal

Pineocitoma I
Pineoblastoma v
Tumores Embrionarios
Meduloblastoma v
Tumor Neuroectodérmico primitivo Supratentorial v
Teratoide atipico v
Tumores Meningeos
Meningioma I

Atipico, células claras, cordoide Il
Randoide, papilar o anaplasico (maligno) 0l

La glia es un tejido nervioso considerado tradicionalmente como aquel que provee funciones
de soporte de neuronas, asi como de nutrientes, oxigeno, mecanismos de soporte,
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orientacion en el desarrollo, funciones inmunolégicas y eliminacién de residuos. Funcionan
como verdaderos socios de las neuronas y estan involucrados en complejos procesos,
incluyendo la traduccién de sefiales y neurotransmision [11-13]. La clasificacion de la OMS
de los tumores del sistema nervioso central, ahora en su cuarta edicion, es el estandar
universal para clasificar y calificar los tumores cerebrales (Tabla 1).

Andlisis de diferenciacién tumoral, celularidad, atipia citonuclear, actividad mitética,
proliferacién microvascular, y necrosis (Figura 2), permiten la clasificacion del tumor como
gliomas de grado | (astrocitoma pilocitico), son benignos con una tasa de proliferacion lenta,
mas comun en edad pediatrica, grado Il (difusos), incluyen astrocitoma, oligodendroglioma
y oligoastrocitoma, se caracterizan por un alto grado de diferenciacién celular y crecimiento
difuso en el parénquima normal del cerebro y son propensos a la progresién maligna. Las
lesiones de grado Il (Anaplasico) incluyen astrocitoma anaplasico, oligoastrocitoma
anaplasico y oligodendroglioma anaplésico, estos tumores muestran una densidad celular
superior y una notable presencia de atipia y células mitéticas. Los tumores de grado IV
(glioblastoma y gliosarcoma) con el aumento de la agresividad, son los mas malignos y
también los gliomas mdas frecuentes, estos tumores presentan proliferaciones
microvasculares y necrosis en pseudoempalizada.

Figura 2. Caracteristicas patologicas de los gliomas malignos.
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Los paneles A y B muestran el aspecto histolégico de un glioblastoma, caracterizado por
pleomorfismo nuclear, celularidad densa y necrosis pseudopalisante (asterisco) (Panel A,
hematoxilina y eosina) asi como proliferacién endotelial vascular (asterisco) y figuras mitéticas
(flechas) ( Panel B, hematoxilina y eosina). Los paneles C y D muestran las caracteristicas histolégicas
de un oligodendroglioma anaplasico, incluida la apariencia tipica de halo perinuclear ("huevo frito")
(panel C, hematoxilina y eosina) y tincién difusa de Olig2 (Panel D, color marrén). El indice de
proliferacion se puede cuantificar mediante analisis inmunohistoquimico con el uso de tincién Ki67.
(Cortesia de Ali G. Saad, M.D., Departamento de Patologia, Brigham and Women'’s Hospital).
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Diagnostico Molecular

Varias pruebas de diagnéstico molecular se realizan rutinariamente en ciertos especimenes
de glioma porque los resultados son Utiles ya sea con fines de prondstico o para predecir
una respuesta a la quimioterapia (Figura 3). Estos incluyen:

e Delecciéon 1p 19q - pérdida alélica del cromosoma 1p y 199 es un potente predictor de la
respuesta a la quimioterapia, periodo libre de progresién y la supervivencia global después
de la quimioterapia en pacientes con tumores oligodendrogliales [14]. Esos tumores con
pérdida 1p y 19q en la fijacion de polisomia de los cromosomas 1y 19 tienen un pronéstico
intermedio [14]. Las pruebas para evaluar el estado 1p y 19q se realiza en todos los tumores
con diferenciacién oligodendroglial porque los resultados podrian utilizarse para influir en
las decisiones terapéuticas y la participacion en ensayos clinicos. La mayoria de los
laboratorios de diagndstico evalian el estado 1p y 19q mediante hibridacion in situ
fluorescente (FISH), ya que esta técnica proporciona informaciéon sobre las pérdidas
cromosomicas, polisomias y variacién intratumoral. Los oligodendrogliomas se distinguen
por su extraordinaria sensibilidad a la quimioterapia, con aproximadamente dos tercios de
los oligodendrogliomas anaplasico que responden de manera espectacular para el
tratamiento de combinacién con procarbazina, lomustina y vincristina (denominado PCV).
Desafortunadamente, ninguna caracteristica clinica o patologica de estos tumores permite
la prediccion exacta de su respuesta a la quimioterapia. Oligodendrogliomas anaplasicos
también se distinguen por una constelacion Unica de alteraciones genéticas moleculares,
incluyendo la pérdida coincidente de brazos cromosémicos 1p y 19q en el 50% -70% de los
tumores.

e MGMT metilacién - metilguanina-DNA-metiltransferasa (MGMT) es una enzima que es
responsable de la reparacion de ADN tras quimioterapia con farmacos alquilantes. En el
curso del desarrollo del tumor, el gen MGMT puede ser silenciado por metilacién de su
promotor, evitando de ese modo la reparacion de dafios en el ADN y el aumento de la eficacia
potencial de la quimioterapia. metilacion MGMT se asocia con una mejor supervivencia en
pacientes con glioblastoma y también puede sugerir un mayor riesgo de pseudoprogresion
en un paciente con glioblastoma tras quimiorradioterapia inicial [15]. Las pruebas para
detectar la metilacién del promotor MGMT se lleva a cabo mas a menudo usando la reaccion
en cadena de la polimerasa o la secuenciacion de analisis que se pueden detectar
especificamente secuencias de ADN metiladas.

e Mutaciones IDH1 / IDH2 - Las mutaciones en isocitrato deshidrogenasa 1 (IDH1) y, con
menor frecuencia, IDH2, estdn asociados con una mejora significativamente la
supervivencia en pacientes con gliomas difusos a través de una gama de grados
histolégicos, independientemente de otros factores pronésticos.  Tincién
inmunohistoquimica para la forma mutante mas comun de IDH1 (R132) se puede realizar
en gliomas difusos, tanto para fines de diagnéstico, para ayudar a distinguir la infiltracion
de células de astrocitoma en una pequefia muestra de biopsia de gliosis reactiva [16], y para
fines de prondstico. Mds mutaciones raras en IDH1 y IDH2 no seran identificados usando
este anticuerpo, pero se pueden detectar usando métodos de secuenciacion de ADN.
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Algunos laboratorios también realizan pruebas de FISH para el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) de amplificacion en las muestras de glioblastoma, aunque
la utilidad clinica de estos resultados no se ha establecido completamente. Mientras que un
estudio inicial informé que la amplificacién de EGFR fue predictivo de respuesta a
inhibidores EGFR, erlotinib o gefitinib, en glioblastoma recurrente, otros no han podido
confirmar esta asociaciéon o han implicado a otros marcadores como predictivo, como
eliminacion EGFR variante mutante Il (EGFRvIII) y / o mantenimiento de la fosfatasa y
homadlogo de tensina (PTEN) expresion [15]

Figura 3. Diagndstico molecular de los gliomas

Astrocytes or precursor cells

°

Low=grade astrocytoma
TP53 mutation (69%) WHO grade I
PDGF/PDGFR overexpression®

l

Anaplastic astrocytoma
TP53 mutation (53%) WHO grade Il
FDGF/PDGFR overexpression®

l

Primary glioblastoma Secondary glioblastoma
LOH 10qg (70%:) LOH 10qg (83%:)
EGFAR amplification (36%:)* EGFR amplification (8%)
P16k deletion (31%) P16WK4 deletion (19%) WHO grade IV
TP53 mutation (28%) TP53 mutation (65%)*
PTEN mutation (25%)* PTEN mutation (4%)
PDGF/FPDGFR overexpression®

677 cases (95%) 38 cases (B%)

Mean age, 62 years Mean age, 45 years

Male:fermale, 2:1 Male:fernale, 1:2

Célula de origen - Los estudios actuales sugieren que gliomas de alto grado surgen a partir
de células progenitoras neurales, pero la etapa precisa de la diferenciacién de tales células
diana (es decir, las células madre frente a las células progenitoras) no esta clara. Gliomas
de alto grado contienen células madre tumorales multipotentes que son responsables de
poblar y repoblar los tumores (Figura 4) [13]. Estas células madre tumorales pueden ser
transformadas a variantes de células progenitoras neurales normales. La existencia de
estas células madre tumorales puede tener implicaciones terapéuticas, ya que las terapias
que no la ablacion de las células madre tumorales seran ineficaces en la erradicacion del
tumor. No obstante, la célula de origen de los gliomas de alto grado sigue siendo incierta, y
la posibilidad de que estos tumores surgen de un tipo de célula completamente diferenciada,
tal como una célula glial madura, no se ha excluido.
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Figura 4, Célula de origen de los gliomas
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Patogénesis Molecular

La invasién de células de glioma en el tejido normal se piensa que es un proceso
multifactorial, que consiste de interacciones de las células con la matriz extracelular (MEC)
y con las células adyacentes, asi como de procesos bioquimicos de soporte y de movimiento
celular activo. La Invasién de células tumorales requiere cuatro etapas distintas: (1)
desprendimiento de las células invasoras de la masa del tumor primario, (2) adhesién a MEC,
(3) la degradacion de MEC, y (4) la motilidad celular y la contractilidad. Sin embargo, el
crecimiento de los tumores requiere, ademas, el reclutamiento de un nuevo suministro de
sangre. La angiogénesis, representa un acontecimiento clave en la progresiéon de los
gliomas malignos. La angiogénesis tumoral implica multiples procesos celulares incluyendo
la proliferacion de células endoteliales, la migracion, la reorganizacion de MEC y la
formacion del vaso.

Genética de los gliomas malignos

Los canceres se originan como resultado de alteraciones hereditarias o somaticas en los
genes gque controlan procesos bioldgicos criticos, (Figura 5). La acumulacion de tales dafios
genéticos a través del tiempo permite la supervivencia y la transformacioén progresiva de las
poblaciones de células anormales que eventualmente conducen a la formacién de un tumor.
En consonancia con su alto potencial maligno, una amplia gama de exposiciones a cambios
genéticos bien documentados probablemente contribuyen al fenotipo de los gliomas.
Gliomagénesis se caracteriza por varios acontecimientos bioldgicos, tales como el factor
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de crecimiento activado, las vias de sefializacién de los receptores, regulacién hacia abajo
de muchos mecanismos apoptéticos y desequilibrio entre los factores proangiogénicos y
antiangiogénicos. Varios receptores de factores de crecimiento, tales como el receptor del
factor de crecimiento epidérmico receptor (EGFR), receptor del factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDRGF), C-Kit, receptor del factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGFR) y otros receptores de factores de crecimiento, se sobre expresan, amplificado y/o
mutado en los gliomas.

Figura 5. Genética de los Gliomas
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Caracteristicos de las células de glioma es la pérdida de genes supresores de tumores, que
son fundamentales para el crecimiento celular, la diferenciacion y la funcion. El gen supresor
de tumores TP53 fue identificado como el principal impulsor del cromosoma 17.
Alteraciones en glioblastoma, y otros tumores indicd que p53 juega un papel critico en el
control del dafio del genoma en el ADN y puede controlar la detencion del ciclo celular para
permitir la reparacién del ADN o puede desencadenar la apoptosis de la célula alterada. [7].
Actia como un activador transcripcional y reprime la transcripcion de otros genes, tales
como IL-6, c-fos, c-jun y otros oncogenes. Los niveles de p53 incrementan en fases G1y S
del ciclo celular. Las células transfectadas, con el gen normal p53 bloquean su crecimiento
en G1, suprimiendo el pasaje a la fase S. La expresion del p53 causa apoptosis. Los efectos
de su mutacién son la pérdida de la regulaciéon del ciclo celular, a través de la inactivacién
de p16 ink-4a, la super expresién de la quinasa dependiente de ciclina 4 Cdk4 y Cdké6 y de
ubiquitina ligasa Mdm2 y Mdm4. Un mecanismo similar se crea después de la mutacién de
retinoblastoma (Rb), un gen supresor de tumor. Probablemente, TP53 es un gen responsable
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de la progresion de gliomas de bajo a alto grado, pero su mutacién es un evento temprano.
Muchas lineas celulares de glioma expresan mutaciones de p53. La forma mutada de p53
tiene un papel crucial en la regulacion de la neo vascularizacién. Este induce aumento de los
niveles de VEGF y FGFB a través de una activacion de la transcripcion de los genes
correspondientes. La supresion de NFKBIA (encoding nuclear factor of k-light polypeptide
gene enhancer in B-cells inhibitor-a), un inhibidor de la via de sefalizacién de EGFR,
promueve la tumorogénesis en glioblastomas que no tienen alteraciones de EGFR. NFKBIA
a menudo estd ausente pero no mutado en GBM [8].

Mutaciones del receptor de factor de crecimiento epidérmico incluyen amplificaciones,
mutaciones puntuales y deleciones, la alteracidn mas comun es la supresion de la variante
Il del dominio extracelular (EGFR-vIII) [9]. El receptor del factor de crecimiento derivado de
plaquetas y sus ligandos PDGF-A y PDGF-B son también cominmente sobre expresados en
algunas células de glioma, aumentando la posibilidad de la activacién autocrina o paracrina
[10]. Otros genes RTK, tales como erbB2, y MET, también se han encontrado mutados en
GBMs[9]. RTK media el crecimiento celulary la proliferacion a través de efectores como Ras
y fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K). La actividad de estas proteinas esta estrechamente
regulada, sobre todo por los supresores tumorales NF1 y PTEN. El supresor de tumores
PTEN regula negativamente la via PI3K por desfosforilacion de fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfato (PIP3) de nuevo a fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) [11].

Clasicamente, GBM ha sido descrito como resultado de punto final a partir de dos vias
principales de gliomagénesis [12-13]. GBM primario muestra la amplificacién del EGFR,
delecién o mutacion de homocigotos de quinasa dependiente de ciclina (CDK, inhibicion de
p16INK4A / (CDKN2A), alteraciones en genes supresor de tumores PTEN en el cromosoma
10, y delecién en el gen INK4a con la pérdida de p14 y p16 [18, 19]. La progresion de
astrocitomas de bajo a alto grado implica la inactivacién o mutaciones del gen supresor de
tumores TP53y la elevada expresion de ligandos y receptores de PDGF, ademds se asocia
con delecién del cromosoma 10y 19, relacionados con el gen PTEN.

PTEN es un regulador negativo de la via de la fosfoinositol 3-quinasa (PI3K),[20] una
importante via de sefializacion celular que estimula la proliferacién en respuesta a la
estimulacion del factor de crecimiento. Curiosamente, sélo 1 copia del gen estd mutada en
los tumores, lo que sugiere que las mutaciones no resultan en una simple pérdida de funcion.
La mutacion es muy especifica y conduce a un Unico cambio de aminodcido (arginina 132
por lo general se convierte en histidina) en el sitio activo IDH1, por lo que la enzima pierde
su capacidad de catalizar la conversidn de isocitrato a a-cetoglutarato, esto podria tener un
efecto oncogénico indirecto a través de la activacién de la via del factor inducible por
hipoxia, [21] un paso critico en la adaptacion metabdlica de los tumores para el crecimiento
anaerébico y para la formacion de nuevos vasos sanguineos a través del proceso
angiogénico.

Estudios realizados con biopsias seriadas de gliomas, revelaron que la mutacién de IDH1
siempre se encuentra antes de la mutacion TP53 o, en caso de oligodendrogliomas, antes
de que sus deleciones tipicas de los cromosomas 1p y 19q. La mutacion de IDH1 es
bastante especifica, ya que es extremadamente rara en gliomas de grado I, tumores no
glioma del cerebro y en otros tipos de cancer. Los estudios sugieren que IDH1 mutante
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pierde su actividad enzimatica normal en los tumores mientras que gana una nueva
actividad pro-oncogénica, que conduce a la produccién de un onco-metabolito [13, 22, 23].

Sobre la base de sus perfiles de expresion de genes, La Red del Genoma del Cancer Atlas
(TCGA) clasifican a los GBMs, en cuatro subtipos llamados: pro neural, neural, clasico, y
mesenquimales [9]. Basados en el estado de expresion de genes y mutaciones en EGFR,
NF1, IDH1 y PDGFA, encontrandose que la respuesta a las terapias era diferente para cada
subtipo, lo que sugiere que el tratamiento personalizado basado en alteraciones genémicas
podria conducir a un resultado mas favorable para esta enfermedad [24].

Biologia Molecular de lainvasion del Glioma

Los eventos celulares y moleculares que inician y promueven el desarrollo de glioma
maligno no se entienden completamente. Los gliomas muestran un patrén Unico de
invasiony, salvo raras excepciones, no producen metastasis fuera del cerebro. Para invadir,
las células de glioma normalmente migran a estructuras anatdmicas distintas. Estas
estructuras incluyen la membrana basal (MB) de los vasos sanguineos, el espacio sub
ependimario, la glial limitante externa, y en paralelo y en interseccion con tractos de fibras
nerviosas, en la sustancia blanca.

La invasion de células tumorales en el tejido normal se piensa que es un proceso
multifactorial, que consiste en las interacciones celulares con la MEC y con las células
adyacentes, varios tipos de células tienen por objeto el movimiento activo durante las
diversas etapas del desarrollo embrionario, durante la cicatrizacion de la herida, y en el curso
de las respuestas inmunes. Esta actividad innata esta regulada de una manera muy rigida,
lo que sugiere la reaparicion de un fenotipo movil en las células de cancer como resultado
de la pérdida o el cese de los controles inhibitorios normales [25].

Los factores criticos en la invasién de las células tumorales, incluyen el desprendimiento de
células de la masa del tumor primario, la sintesis de componentes de MEC por las células
tumorales y las células mesenquimales, la liberacion de componentes degradantes de la
MEC para la remodelacién de espacio intersticial, y la expresion de moléculas de adhesion
en la superficie celular de glioma, especificas de MEC.

El desprendimiento de la invasion de células de glioma de la masa del tumor primario implica
varios acontecimientos, incluyendo, la desestabilizacion y la desorganizacién de las uniones
mediada por cadherina que mantienen la masa primaria juntos, pérdida de expresién de
molécula de adhesion celular neural, que promueve la adhesién a la masa tumoral primaria
a través de la union hemofilica, la escision de CD44, que ancla la masa primaria a la MEC
por metaloproteinasas.

Cadherina, la super familia de moléculas de adhesion estan asociados con la invasion del
glioma, forma uniones adherentes y puede funcionar como supresores de crecimiento del
tumor y la invasion, estan vinculadas a la actina del cito esqueleto a través de cateninas,
estableciendo de ese modo las lineas moleculares de comunicacién a otras uniones célula-
célula y uniones célula-sustrato [26]. Durante la progresion del glioma la disminucién de la
funcion cadherina se correlaciona con la desdiferenciacion, metastasis y mal pronéstico
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[26]. Debido a su participacién en procesos como la diferenciacién morfoldgica y la
inhibicion por contacto del crecimiento y de la motilidad, las cadherinas pueden funcionar
como supresoras del crecimiento tumoral y la invasion [25].

El segundo paso es una disminucion en la expresion de la conexina 43, Conexina 43 es la
proteina de uniéon mas abundante en el SNC y se expresa principalmente en astrocitos [27].
La comunicacioén celular es importante en el control del crecimiento y la diferenciacién. El
aumento de la malignidad de los especimenes de glioma se correlaciona con una reduccion
en la formacidn de uniones comunicantes in situ, asi como la reduccion de la expresion de
la conexina 43 [28].

El tercer evento es la escision de CD44, que ancla la masa primaria a la MEC, por la
metaloproteinasa ADAM. CD44 es una glicoproteina trans membrana que pertenece a la
super familia de receptores de inmunoglobulina, que interactda con acido hialurénico como
su ligando. Los anticuerpos monoclonales dirigidos contra CD44 disminuyen la invasion
intra cerebral de células de glioma in vivo y a través de matrices in vitro [29]. CD44 puede
ser escindido por ADAM 10 y 17, y tanto los componentes escindidos extracelulares e
intracelulares de CD44 promueven la migracion celular [30].

Las integrinas

Las integrinas son receptores de superficie celular de transmembrana heterodiméricas que
juegan un papel clave en la diafonia entre la célula y su estroma circundante, regulan la
adhesion celular, la migracion, la diferenciacion, la proliferacién y la supervivencia durante
condiciones fisioldgicas y patoldgicas, incluyendo la inflamacién y el cancer. Tras la unién
a ligandos extracelulares (proteinas de matriz tales como coldagenos, lamininas,
fibronectinas y vitronectinas), las integrinas activan las vias de sefializacién corriente abajo,
incluyendo PDGFR, EGFR y VEGFR.

Contienen dos cadenas distintas, llamadas subunidad a (alfa) y B (beta), estds penetran en
la membrana plasmatica y tipicamente tienen dominios citoplasmicos muy cortos de
aproximadamente 40-70 aminodcidos. Fuera de la membrana plasmatica, cadenas a y B
sobresalen a una longitud de alrededor de 23 nm, una regidn es utilizada para formar enlaces
a la MEC. Una subclase la llamada dominio-alfa A por lo general forma colageno (a1B1, y
a2B1), otras pueden actuar como moléculas de adhesion entre célula y célula (familia B2
integrina).

La integrina avB3, que se une a la fibronectina, la vitronectina y tenascina-C en MEC, se cree
que desempefian un papel central en la invasién glioma, el aumento de expresién conduce
a un aumento de la motilidad en células de glioma con una disminucién concomitante en la
sensibilidad a la apoptosis [31].

Los glioblastomas comunmente muestran una mayor expresion de varias integrinas con sus
ligandos a lo largo de la MEC: avB3 y avB5 (receptores de vitronectina y tenascina), a5p31
(receptor de fibronectina), a2B1 (receptores de colagenos), y a3f1, a6B4, a6B1 y (receptores
de lamininas). Numerosos estudios se han centrado en la familia de las integrinas alfa v.
Las integrinas avB3 y avB5 son marcadores de malignidad y la influencia de una variedad de
procesos en la progresién del glioblastoma in vivo, incluyendo la proliferacion, la apoptosis
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y la angiogénesis. En consecuencia, las integrinas se han considerado como un objetivo
terapéutico prometedor en el cancer. Anticuerpos monoclonales e inhibidores de integrina
estan siendo investigados por su potencial actividad terapéutica en diversos tipos de
tumores. Cilengitide, un antagonista de integrinas avB3 y avp5, extiende la supervivencia
de ratones al retrasar el crecimiento del tumor y se encuentra actualmente en ensayos
clinicos para el glioma maligno recurrente (2). Esta estrategia esta en fase de desarrollo
clinico, en Glioblastoma avanzado. [32].

En las biopsias de glioblastoma, laminina-111 es altamente expresado en los vasos
sanguineos del tumor y dentro del tumor cerebral, es uno de los sustratos mas permisivos
para la adhesion y la migracién de células de glioma in vitro. Ademas junto con integrina
avB3, protegen de la apoptosis a las células que migran [33].

La integrina a6B1 juega un papel importante para la regulacién de las células de glioma
iniciadoras en el nicho perivascular, media la interaccion de estas células a la laminina,
proporcionando el anclaje necesario dentro del nicho perivascular. [32] Disminucién de los
niveles de la proteina integrina B1 en vivo probablemente afecten a las interacciones de las
células del glioma con componentes de MEC, lo que lleva a la reduccién de la migracién a
lo largo de las membranas basales vasculares.

Proteasas

Son enzimas proteoliticas extracelulares que son esenciales para las propiedades invasivas
de los tumores malignos [34]. Las barreras a la invasion no aparecen como restrictivas
dentro del parénquima del SNC y sustratos de matriz responsables de impedir la migracion
tumoral no han sido identificados. Sin embargo, hay una fuerte evidencia de que la expresion
de proteasas especificas de la matriz extracelular promueve el comportamiento invasivo en
gliomas [35]. Estos incluyen las metaloproteinasas de la matriz (MMPs), la cascada de
activacion del plasmindgeno uroquinasa-dependiente, y catepsina. La expresion de MMPs
es inducida por diferentes factores como EGF, TGF-, PDGF, y varios mediadores de la
inflamacion, incluido TNFa e IL-1.

B. Wild-Bode et al. [36] encontré que la MMP-2 y MMP-3 y MMP-2 / MMP-9, tienen actividad
correlacionadas con la migracion de células de glioma y la invasion. Inducen expresion de
inhibidor tisular de metaloproteinasas-3 (TIMP-3), un supuesto inhibidor de la actividad
MMP, se ha demostrado para suprimir la infiltracién y también para inducir la apoptosis en
lineas celulares de cancer. MMPs juegan un papel importante en la invasiéon tumoral del
cerebro humano, probablemente debido a un desequilibrio entre la produccién de MMPs y
el inhibidor tisular de metaloproteinasas-1 (TIMP-1) por las células tumorales.

Las metaloproteinasas de matriz comprenden una gran familia de endoproteinasas
dependientes del zinc, colectivamente capaces de degradar todos los componentes de
MEC. Se conocen un total de 23 familias [37]. Su funcion es degradar diferentes
componentes de la proteina de la MEC y de las membranas basales, por lo tanto que son
esenciales para la interaccién de las células individuales con el entorno y para el desarrollo
y la funcién de los organismos multicelulares [38].
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Entre los diversos sustratos de MMP incluimos colagenos, proteoglicanos, glicoproteinas y
otros componentes de MEC como tenascina, fibronectina y laminina, que a menudo también
son sustratos que muestran expresion especifica del tumor [39].

Las actividades proteoliticas de las MMPs influyen en los procesos esenciales celulares
como la proliferacién celular, la migracién y adhesion, asi como muchos eventos fisioldgicos
fundamentales que implican la remodelacién tisular, tales como la angiogénesis, el
desarrollo del hueso, cicatrizacion de heridas, y la involucion uterina y mamaria [40].

MMP o matrixinas se sintetizan como zimdégenos, proenzimas inactivas (pro-MMP), con el
ion zinc, esenciales para la actividad MMP, oculto por un residuo de cisteina-sulfhidrilo
situado cerca del extremo C-terminal del péptido. La activacién de la pro-enzima comienza
a metabolizar la interaccién cisteina-zinc, de esta manera expone el sitio catalitico. La
enzima totalmente activa se genera por escision proteolitica del dominio pro-péptido de la
enzima intermedia parcialmente activa [50]. Una vez activa, las MMP estan reguladas por
interacciones con los inhibidores enddgenos incluyendo a2-macroglobulina,
trombospondina-2 e inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMP) [37].

Un segundo sistema proteolitico que interactia con MMPs es la via de la activacion del
plasmindgeno uroquinasa. Este sistema incluye la uroquinasa (también conocido como
activador de plasmindgeno de tipo uroquinasa, uPA), el receptor de uroquinasa (UPAR), y
plasmindgeno. La uroquinasa se secreta como una sola cadena, proenzima inactiva que se
activa por escision tras la union a su receptor de superficie celular uPAR, este a continuacion
convierte el plasmindégeno en plasmina, una serina proteasa que promueve la migracion
celular por la degradacién de proteinas de matriz extracelular, la activacion de otras
proteasas de la matriz y la activacion de los receptores de la superficie celular que
transducen la sefializacién intracelular para la migracién. La plasmina activa de la proteasa
del receptor activado 1 (PAR1), que normalmente se expresa en astrocitos humanos, se
activa en muchos tumores malignos incluyendo GBMs, y se asocia con un aumento de las
propiedades invasivas [41].

En co-cultivos de los gliomas malignos y astrocitos reactivos, mas actividad UPA y uPAR se
deriva de los astrocitos reactivos, mientras que el plasminégeno se expresa en mayores
cantidades por las células de glioma [42]. Los niveles de mRNA de uPA y su actividad
enzimatica son mas altos en los astrocitomas anapldsicos humanos y GBMs que en
astrocitomas de bajo grado y el cerebro humano normal y los niveles de mRNA de uPA tienen
una correlacion inversa con periodos de supervivencia [43].

Las catepsinas

Son una familia de proteasas de cisteina lisosomal. Estas proteasas se sintetizan como
proenzimas inactivas que son activadas por la actividad autocatalitica iniciado por un pH
bajo o por otras proteasas incluyendo la catepsina D, uPA, y la pepsina. Reguladores
naturales de catepsinas son las cistatinas, que son fundamentales, en sus propiedades
inhibidoras. Catepsinas son secretadas en el espacio extracelular donde se degradan
componentes de la matriz extracelular requeridos para las propiedades invasivas en la
enfermedad neoplasica. Mejor estudiado por su papel en la tumorigénesis del glioma y la
invasion son las catepsinas B, D, H, L y S. Cada uno de estos subtipos de catepsina tiene
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mayores niveles de proteina en los astrocitomas de alto grado que los tumores de bajo
grado o cerebro normal y actividades enzimaticas, en general, se correlacionan con la
expresion de la proteina [44, 45]. El papel de las catepsinas en la invasion tumoral ha sido
apoyado por el hallazgo de que las células tumorales en el borde de la invasién de los
gliomas expresan altos niveles de catepsinas, especialmente la catepsina B [46].

La matriz extracelular

La MEC afecta a numerosas funciones y procesos en el cerebro. Durante el desarrollo del
cerebro, la MEC modula la migracién de células gliales y neuronales precursoras, guia el
crecimiento axonal, la formacién de sinapsis y la proliferacion celular. ECM es una red
compleja de diferentes colagenos, proteoglicanos, acido hialurénico, laminina, fibronectina,
y muchas otras glicoproteinas, incluyendo enzimas proteoliticas implicadas en la
degradacion y remodelacion de la ECM [47]. Las funciones desempefiadas por la MEC en la
transformacion neopldsica son complejas. La matriz extracelular existe en dos formas: la
matriz intersticial que ocupa el espacio intercelular y la MB mas especializada, que es una
delgada lamina de matriz extracelular subyacente en el epitelio. MEC proporciona el
microambiente de las células y sirve como un andamio de tejido, guiando la migracion
celular durante el desarrollo embrionario y la reparacion de heridas.

Proteinas de la MEC tales como fibronectina, laminina o coldgeno forman redes distintas de
proteinas que muestran la variacion especifica de tejido en la composicion y arquitectura.
Cambios en estos componentes de ECM modulan el crecimiento del tumor cerebral, la
proliferacién y la invasidn, a pesar de las interacciones especificas y mecanismos exactos
son desconocidos.

Los ligandos extracelulares que se anclan a estas adherencias incluyen laminina,
fibronectina, vitronectina, y varios colagenos. Adherencias focales pueden ser considerados
tanto como sensores de fuerza y como sitios que se originan fuerzas del citoesqueleto a
través de microfilamentos anclados de haces de actina. Adhesiones focales tienen
componentes que contienen moléculas fosforiladas de tirosina.

Miembros de la superfamilia de Ig constan de tipo similar a inmunoglobulina y fibronectina
Il dominios implicados en la adhesiéon homofilica y heterofilica célula-célula y. La
superfamilia incluye una variedad de moléculas de adhesién celular (CAMs) con
especificidades de unién a ligandos distintos, incluyendo ICAM (intercelular), NCAM
(neural), Ep-CAM (epitelial), L1-CAM, VCAM (vascular), ALCAM (leucocitos activados ), y
JAM (molécula de adhesion de la unidén), entre otros. Las cadherinas son proteinas
transmembrana que consisten en varios dominios cadherina repetidas en tandem que
median contactos homofilicos célula-célula dependiente de calcio.

La superfamilia cadherina cuenta con un total de mds de 100 miembros diferentes, con E
(epitelial) y N-cadherina (neuronal) que mas se expresa en los tejidos epiteliales y
neuronales, respectivamente [47]. Por convencion, los componentes de ECM se clasifican
bioquimicamente en las proteinas (coldgenos fibrilares), glicoproteinas (fibronectina,
lamininas, tenascinas), y varias clases de proteo-glicanos (Sulfate- heparan, Sulfate- de
condroitina, Sulfato- de dermatano, sulfato de queratano y proteoglicanos). Estos ultimos
consisten principalmente de las grandes (GAG) cadenas de glicosaminoglicanos, unido
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covalentemente a las proteinas del nicleo extra-celulares o unidas a la membrana. En
contraste con otros tejidos, el ECM en el SNC carece de proteinas fibrilares en condiciones
fisioldgicas. En cambio, el ECM neural es rico en glicoproteinas y proteoglicanos. Se ha
estimado que el ECM neural representa aproximadamente el 20% del parénquima CNS [48].
La MEC del cerebro se deposita principalmente por astrocitos y oligodendrocitos y
comprende un estimado de 20% del volumen del cerebro en los adultos.

Los principales componentes de ECM son el 4cido hialurénico (HA), tenascina R, y lecticans,
gue interconectan entre si de forma no covalente y forman redes moleculares que llenan el
espacio intercelular. HA es un glicosaminoglicano lineal no sulfatado, de alto peso molecular
que, debido a su capacidad de retencidn de agua, controla el alto contenido de agua del
intersticio cerebro. Tenascinas y lecticans, en conjunto contribuyen a la organizacién tanto
de la MEC y la interaccién célula-matriz. Los gliomas malignos contienen cantidades mas
altas de HA que los gliomas de bajo grado in situ e in vitro. Las tenascinas (TN) son una
familia de grandes proteinas de la MEC multiméricas que consisten en mddulos
estructurales repetidos incluyendo factor de crecimiento epidérmico (EGF), repeticiones de
fibronectina de tipo Ill, y un dominio globular compartido con los fibrinégenos. Las TN estan
presuntamente involucradas en la morfogénesis de muchos 6rganos y tejidos [49, 50]. La
original tenascina descubierta fue TN-C, en parte debido a su sobreexpresion en los
tumores. TN-C aparece inicialmente durante el desarrollo de células de la cresta neural
embrionaria, y esta presente durante la organogénesis del cerebro y la médula espinal, que
se correlaciona con los fendmenos del desarrollo, tales como la proliferacién celular, la
migracion, y la remodelacién de MEC. Un aumento de la expresion TN-C se detectd entre las
células tumorales, alrededor de las células individuales como una red fibrilar, y alrededor de
los canales vasculares [51]. Una relacion directa entre la presencia de TN-C y el grado de
malignidad de los gliomas se ha informado ya que se expresa 5 veces mayor en GBM en
comparacién con AA y 10 veces mayores en comparacion con el astrocitoma pilocitico
juvenil [52, 53]. La tenascina R, otro miembro especifico de la familia tenascina del cerebro,
es un homotrimero con ambos sitios de union de la integrina lectican y la formacion de un
puente de adherencia entre el ECM y células. Lecticans son moléculas de proteoglicanos
gue contienen sitios de union con HA y tenascina R y por lo tanto actuan como moléculas
de enlace en las redes de proteinas de proteoglicanos-glicosaminoglicanos. La fibronectina
(FN) es un miembro de una familia de glicoproteinas que muestran muchas funciones
bioldgicas, incluyendo la adhesién normal de las células, el crecimiento y la migracién, esta
involucrado en muchos procesos celulares, incluyendo la reparacion de tejidos, la
embriogénesis, la coagulacion y la migracion / adherencia de células. Tanto disminucidn de
la expresion y la degradacion elevada de FN han demostrado ser responsables de algunos
de los cambios morfolégicos observados en los tumores y lineas celulares derivadas de
tumores. Knott et al., encontraron que cuando los tejidos normales del cerebro fueron
invadidos por glioma, los componentes de ECM tales como LN, FN y colageno tipo IV puede
estan disponibles y que las células tumorales pueden expresar integrinas especificas,
dependiendo del cambio del medio ambiente interior, para interactuar con estos
componentes de ECM, y mejorar la invasion de células tumorales [54].

Angiogénesis
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Angiogénesis fisiolégica, la formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de los
preexistentes, es un proceso afinado estrictamente regulado. El equilibrio local entre los
inductores e inhibidores de la angiogénesis es esencial en la determinacién de la generacion
o no de nuevos vasos. Cada vez que este equilibrio es perturbado, la angiogénesis excesiva
ocurre de forma patolégica. La angiogénesis es un proceso que desempefia un papel
esencial en el desarrollo del cancer. La coagulaciény la inflamacion también juegan un papel
importante en la tumorigénesis. Aunque una gran cantidad de moléculas puede actuar
como inductores de la angiogénesis tales como el factor de crecimiento de fibroblastos
acido (aFGF), factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF), factor de crecimiento
transformante alfa y beta (TGF-a y -h), factor de necrosis tumoral alfa (TNFa ) y la
interleucina-8 (IL-8), los principales factores de crecimiento especificos para el endotelio
vascular incluye a los miembros del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y
las familias de angiopoyetina.

La neovascularizacién en tumores cerebrales se correlaciona directamente con su
agresividad bioldgica, el grado de malignidad y recurrencia clinica e inversamente con la
supervivencia post-operatorio. Entre todos los tumores sdélidos, GBM es el mas angiogénico,
visualizando el mdas alto grado de proliferacién vascular e hiperplasia de las células
endoteliales. Tal intensa vascularizacion podria ser responsable de la edema peritumoral,
una de las caracteristicas patoldgicas de GBM [95]. La vasculatura de los gliomas es
estructuralmente y funcionalmente anormal y se correlaciona con el edema vasogénico, que
conduce al aumento de la presion intersticial, y la entrega heterogénea de oxigeno y drogas
[55].

Neoangiogénesis puede cuantificarse después de la operacion en los tumores cerebrales
por la evaluacion en muestras quirtrgicas de la llamada densidad de los microvasos (MVD),
que refleja el nimero de vasos por mm2 dentro de las secciones histoldgicas
representativas. En concreto, MVD se evallia en secciones de tejido fijado en formol y
embebidos en parafina mediante inmunohistoquimica estandar; Los anticuerpos contra
varios marcadores endoteliales, tales como el Factor VIIl, CD31, CD34 y endoglina, se
pueden usar para la cuantificacion de MVD, con diferente sensibilidad y especificidad. [56].
Ademas, cuando MVD se evalué mediante el uso de la endoglina como un marcador de la
angiogénesis, parece estar correlacionado significativamente a la fraccién de crecimiento y
el grado histolégico de los meningiomas, y que ha demostrado tener un impacto prondstico
en la supervivencia y la recurrencia del riesgo global de estas neoplasias [56]. Por lo tanto,
se recomienda el uso de anticuerpos anti-endoglina en lugar de la de los anticuerpos pan-
endoteliales para la cuantificacion de la angiogénesis en los tumores cerebrales. Ademas,
la demostracién de la expresion de endoglina en los vasos del tumor también puede abrir
perspectivas terapéuticas. De hecho, se ha demostrado recientemente que los anticuerpos
monoclonales contra la endoglina son capaces de inducir la regresion del crecimiento
tumoral a través de la inhibicién de la proliferacién de células endoteliales y la angiogénesis
en si [57].

En una primera fase, las células de glioma se acumulan alrededor de los vasos sanguineos
cerebrales existentes una vez iniciados los procesos astrociticos, lo conduce a la
interrupcion del contacto normal entre las células endoteliales y la membrana basal [58].
Las células endoteliales afectadas expresan angiopoyetinas resultantes en la
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desestabilizacion de la pared del vaso y la disminucién de la cobertura de pericitos. Las
angiopoyetinas son factores de crecimiento endoteliales y su via de transduccién de sefial
pasa através de los receptora tirosina quinasa. En particular, Ang-1y -2, han sido implicados
en la angiogénesis del glioma [59]. Ang-1 media la activacion de Tie2, necesaria para la
estabilizacion, la remodelacion y maduracion de los vasos sanguineos, promueve la
angiogénesis y el crecimiento tumoral y se asocia con un aumento del nimero de vasos
altamente ramificados. Ang-1 induce la fosforilaciéon de Tie2 y la subunidad p85 de PI3K 'y
aumenta la actividad de PI3K en una forma dependiente de la dosis, que conduce a la
supervivencia de células endoteliales a través de la sefalizacion de Akt. Ademas, Ang-1
estimula la migracion de células endoteliales a través de una activacion de PI3K dependiente
de quinasa de adhesién focal (FAK), que tiene un papel clave en la regulacion de los cambios
dindmicos en la organizacion del citoesqueleto de actina durante la migracién celular. El
efecto biolégico de Ang-2 puede depender de nivel de VEGF. En presencia de VEGF
endogeno, Ang-2 promueve la dilatacion de los vasos, la remodelacion de la [dmina basal,
proliferacién y migracion de células endoteliales, y estimula la germinacién de nuevos vasos
sanguineos. En ausencia de la actividad de VEGF, Ang-2 se convierte en anti-angiogénica
mediante la promocion de la muerte celular endotelial y la regresion de los vasos [59]. El
aumento de expresion de Ang-2 en la microvasculatura del GBM aparece temprano durante
la angiogénesis glioma. Ang-2 y la expresién de Tie2 estan ausentes en la vasculatura
cerebral normal pero se inducen en el endotelio del tumor antes de su regresion. El
tratamiento de glioma derivadas de xenoinjertos celulares de raton con una forma
dominante negativa de Tie2 se traduce en una disminucion significativa en el crecimiento
del tumor [60]. Por lo tanto, Ang-2 representa un punto de control para Ang-1 / angiogénesis
mediada por Tie2 [61]. En el crecimiento del tumor cerebral que es posible observar dos
fases vasculares. En la primera, los vasos son vasos cerebrales nativas, que son captados
por las células tumorales, mientras que en la segunda fase, es cierto que ocurra una
neovascularizacién resultante de los vasos existentes. Durante el periodo de transicién entre
estas dos fases, se produce la de expresion de factor inducible por hipoxia HIF-1, lo que
resulta en la secrecién de VEGF y en la induccion de neovascularizacién. En el estadio IV, la
angiogénesis adyacente a la zona necroética se activa en respuesta a un aumento de la
expresion de HIF-1a y VEGF. Para la germinacion del vaso es esencial la deposicién de
matriz proangiogénico. Esto implica la ruptura de la membrana vascular basal y la matriz
extracelular a través de la accion de la catepsina B, metaloproteasas de la matriz y otras
enzimas asi como la expresidn de proteinas de la matriz tales como fibronectina, laminina,
tenascina-C y vitronectina [62]. La degradacion de la membrana basal del vaso y MEC
circundante, lo que también facilita la invasion de las células endoteliales, es una parte
integral del proceso angiogénico en curso. Las enzimas de la familia de metaloproteinasas
de matriz que degradan componentes de ECM constan de cuatro grupos de acuerdo con
sus sustratos: colagenasas, gelatinasas, estromelisinas y MMP asociadas a la membrana.
Gelatinasas-A (MMP-2) y gelatinasas-B (MMP-9) son altamente expresados en los
astrocitomas, y sus niveles de expresion, especialmente los de MMP-9, se correlaciona con
el grado histolégico de tumor. La expresion de MMP-2 y MMP-9 es fuertemente inducidos
por la hipoxia, y estas dos moléculas parecen tener un efecto sinérgico sobre la degradacién
de la membrana basal [63]. Los inhibidores de las MMP se llaman inhibidores tisulares de
las metaloproteinasas (TIMP), que se componen de TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 y TIMP-4. Las
interacciones entre estas proteasas y sus inhibidores juegan un papel importante en la
morfogénesis celular, la angiogénesis, la remodelacion de tejidos, reparacion de tejidos,
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metastasis tumoral, cirrosis, y la artritis. Después de ruptura de la membrana basal, las
células endoteliales proliferan y migran hacia las células tumorales que expresan
compuestos pro-angiogénicos. Ademds de la migracion de las células endoteliales, la
migracién de pericitos es una parte importante de la formacién de vasos del tumor, ayuda
en el establecimiento de una nueva membrana basal [64].

El descubrimiento del factor 1 inducible de hipoxia (HIF-1) y la observacion de que la
expresion de HIF-1a en pseudoempalizada, en las dreas necréticas tumorales, inducida por
hipoxia era concomitante con la expresion de uno de sus genes diana, VEGF, establecié un
enlace bioldgico entre la hipoxia y la angiogénesis [65]. El activador mas potente de los
mecanismos angiogénicos en los tumores cerebrales es la hipoxia tisular. En la hipoxia, los
heterodimeros a/ b, se unen a una secuencia de pentanucleotide (RCGTG) en los elementos
de respuesta a la hipoxia (HRE) de genes objetivo. Se supuso que el microambiente hipoxico
(1-2% 02) es causado por el aumento del consumo de oxigeno de la hiperplasia 'y / o
hipertrofia y la entrega de oxigeno disminuido debido al aumento de la distancia de difusion
para contribuir a la cambio angiogénico. VEGF, que regula el edema del tumor y la formacién
de vasos sanguineos, es un ejemplo de un gen regulado por un HIF-1. La angiogénesis es
esencial para el desarrollo, la curacién de heridas, regeneracion de 6rganos o tejido, pero
también es parte de los procesos patoldgicos, tales como el cancer y ciertas retinopatias.
Se trata de un proceso de multiples pasos intrincado y temporalmente ordenado que implica
un gran nimero de genes. Muchos de estos genes son inducidos directamente por HIF-1a,
como sintesis de oxido nitrico, factores de crecimiento angiogénicos y vasculares y los
genes que regulan el metabolismo de la matriz (receptor del activador del plasminégeno;
urokinasetype UPAR) [66]. En un estudio reciente, se ha demostrado que la SN38, el
metabolito activo de CPT11, exhibié un efecto antiangiogénico. SN38 inhibi6é HIF-1ay VEGF
mRNA y expresion de proteinas de células de glioma de una manera dosis y dependiente del
tiempo [67]. Los tejidos tumorales tratados con CPT11 exhibieron disminucion de la
expresion de la proteina HIF-1a y de pimonidazol, que eran indicativos de zonas de hipoxia
por inmunohistoquimica.

Figura 6. Mediadores de la angiogénesis en los Gliomas.
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En el fosfatidilinositol-3 quinasa (PI3K) / Akt y Ras / mitogen-activated-protein-quinasa (MAPK)
convergen muchos factores de crecimiento angiogénicos, incluyendo el factor de crecimiento del
endotelial vascular (VEGF). Estas vias modulan importantes procesos celulares en la angiogénesis,
incluyendo la proliferacién endotelial celular, la supervivencia, migracion, invasion, la formacion del
vaso y la degradacién de la matriz extracelular. / CXCR = C-X-C, = Receptor de quimiocinas, CYR6.1 =
inductor angiogénico rico en cisteina 61, CTGF = factor de crecimiento de tejido conjuntivo, EGF =
factor de crecimiento epidérmico, FGF = factor de crecimiento de fibroblastos, HGF = factor de
crecimiento de hepatocitos, IL-6 = interleuquina-6, IL-8 = interleucina-8, MMP= metaloproteinasas de
matriz, PDGF = factor de crecimiento derivado de plaquetas, PI3K = fosfatidil inositol 3 quinasa, SF =
factor de dispersion, TGF-a = factor de crecimiento transformante alfa, TGF-R = factor de crecimiento
transformante beta.

Mediadores de la angiogénesis en los gliomas

La angiogénesis en los gliomas esta mediada por la liberacién de citoquinas angiogénicas
por las células tumorales. Numerosas, diferentes citoquinas se han identificado hasta el
momento que son capaces de inducir la angiogénesis (Figura 6). Esta produccion de
citoquinas es el resultado de la sobreexpresion de factores angiogénicos a través de
alteraciones genéticas o bien es provocada por la hipoxia.

VEGF, vias y receptores.

La familia de los factores de crecimiento VEGF y sus receptores son los mediadores mas
importantes de la angiogénesis. La familia VEGF incluye seis glicoproteinas que se hace
referencia como VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, y el factor de crecimiento
placentario. EI VEGF actia como un importante factor de permeabilidad vascular y como un
promotor mitégeno / de supervivencia para células endoteliales [67, 68]. VEGF-A y sus
receptores son la mejor via de sefializacion caracterizada en la angiogénesis y se une a dos
receptores tirosina quinasa (RTK) - VEGFR-1 (Flt-1) y VEGFR-2 (KDR, Flk-1) [69]. Se conviene
generalmente que VEGFR-2 es el principal receptor de la mediacién de los efectos
mitégenos, angiogénicos y de permeabilidad de VEGF-A. La evidencia reciente ha sugerido
que VEGFR-1 participa en la hematopoyesis y en el reclutamiento de monocitos y otras
células derivadas de médula ésea para promover la angiogénesis tumoral [70]. Ademas,
VEGFR-1 esta implicado en la activacién de MMPs asociadas con la degradacién de la
matriz y en la produccion de factores de crecimiento de células endoteliales. La expresién
génica de VEGF-A esta regulada por la hipoxia, mediada por el factor de transcripcion HIF y
el producto del gen supresor de tumor von Hippel-Lindau (VHL). Otros factores de
transcripcién capaces de regular positivamente la transcripcién de VEGF incluyen el ETS-1
proto-oncogén y STAT-3 que activan muchos genes implicados en la angiogénesis,
incluyendo aquellos que regulan VEGFR-1 y VEGFR-2, b3 integrina, algunas MMPs y el
activador del plasmindgeno de tipo uroquinasa (UPA). ETS-1 se expresa con mas frecuencia
en GBM [71]. VEGF promueve la proliferacion endotelial a través de la activacién de la via de
las MAPK. VEGF también aumenta la permeabilidad vascular a través de la cascada de
sefializacion de MAPK por la reordenacion de los complejos de cadherina / catenina y el
aflojamiento de las uniones adherentes entre las células endoteliales [72]. El VEGF-A es
secretado por las células tumorales asi como por el estroma y células inflamatorias. VEGF-
A se puede vincular en la matriz extracelular a través de la interaccion con los proteoglicanos
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o glicosaminoglicanos. La expresién de los receptores VEGFR1 y VEGFR2 estd regulada en
las células endoteliales en gliomas. La activaciéon de VEGF-A provoca la diferenciacién de
células endoteliales, induce la proliferacion celular y la formacién de un nuevo vaso [73]. Los
ligandos para VEGF3 (VEGF-C y D) se expresan de multiples tipos de células que rodean los
vasos angiogénicos, lo que sugiere la existencia de una nueva via de sefalizacién paracrina
pro-angiogénicas en estas neoplasias. Ademas de los factores de transcripcion, la expresion
de VEGF probablemente, se correlaciona con muchos otros factores de crecimiento y sus
receptores especificos, incluyendo factor de crecimiento transformante (TGF) -b, factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) -B, factor de crecimiento epidérmico (EGF),
factores de crecimiento de fibroblastos bdsico (FGF). La activaciéon de MAPK / ERK esta
asociada con la inhibicién de la via de Jun-N terminal quinasa (JNK) en la mediacién del
efecto anti-apoptético de VEGF. La via PI3K / Akt es de importancia central en la
sefalizacion de VEGF. VEGFR-2 Activado media la fosforilacién de Akt, que inhibe de forma
potente la apoptosis de células endoteliales interfiriendo con diversas vias de sefializacion.
Akt también promueve la migracion de células endoteliales, y aumenta la expresion de HIF,
lo que lleva a una mayor expresion de VEGF [74]. El resultado final de la sefializacién de
VEGF en los tumores es la produccion de vasos sanguineos inmaduros, altamente
permeables con el consiguiente mantenimiento deficiente de la BHE y el edema del
parénquima [75, 76). Alternativamente, el efecto angiogénico del VEGF puede ser mediado
através de integrinas, alb1, A2B1 y avb3, que promueven la migracion celular, proliferacién
y remodelacién de la matriz.

Receptores de los factores de crecimiento de fibroblastos

La familia de las proteinas de factores de crecimiento de fibroblastos (FGF) y sus receptores
se sobreexpresan en varios tipos de cancer. La unién de FGF a su receptor provoca
transfosforilacion y activaciéon de tirosina quinasa intrinseca, lo que resulta en la
transduccion de sefial. Tanto FGF &cido (aFGF) y el FGF basico (bFGF) estan sobre
regulados en el GBM [77] y son responsables de la resistencia de las células endoteliales a
la apoptosis. El factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) se expresa por las
células vasculares y, focalmente, por las células tumorales. Los receptores de bFGF incluyen
FGFRT1, expresado por las células tumorales y las células endoteliales tumorales y la FGFR2
expresado sélo por las células tumorales. El efecto antiapoptético de bFGF esta mediado
por el aumento de expresion de Bcl-XL y Bcl-2 a través de la via de sefalizacién MEK-
dependiente.

Familia PDGF

PDGF-B y el receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas beta (PDGFRB) tienen
papeles importantes en el desarrollo y la diferenciacién de la pared del vaso [78]. PDGF es
un mitdégeno para multiples células de origen mesenquimatoso y neuroectodérmico que
actua a través de los receptores ay 8 de PDGF. PDGF-B se requiere para el reclutamiento de
pericitos y la maduracién de la microvasculatura. PDGFR-B se expresa en células
endoteliales de tumores astrogliales y la expresién de PDGF se correlaciona con la
malignidad astroglial y la actividad angiogénica.

PDGF contribuye indirectamente a la angiogénesis tumoral actuando como un estimulo
mitogénico y quimiotactico potente para la angiogénesis asociada células estromales, tales
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como células musculares lisas o pericitos. Sin embargo, los efectos de PDGF sobre la
angiogénesis estan mediados en parte por VEGF. Los efectos angiogénicos de PDGF estan
mediadas a través de la sefializacion de PI3K / Akt, MAPK / ERKy STAT3 [79].

Moléculas de la cascada inflamatoria

Las moléculas de la cascada inflamatoria, actian indirectamente sobre la angiogénesis a
través de la modulacion de la expresién de factores angiogénicos directos. La interleuquina-
8 (IL-8) es un potente quimioatrayente. Pero los datos recientes sugieren que tiene un papel
fundamental en la angiogénesis tumoral y la progresién glial. Se ha demostrado niveles
altos de expresiéon de PGES-1 (prostaglandina E sintasa 1) y la IL-8 en células de gliomas
malignos y células microgliales, fuertemente correlacionados con el grado del tumor. [80].
La expresiéon de citoquinas inflamatorias como IL-8 se observé por primera vez en el
astrocitoma de bajo grado en las zonas tumorales perivasculares. En los gliomas malignos,
IL-8 se localiza mas en las células carentes de oxigeno que rodean las dreas de necrosis.
Los macréfagos se sabe que producen altos niveles de IL-8, que tiene una actividad
tumorigénica, mediante la induccién de crecimiento tumoral y la angiogénesis; IL-8 es una
citoquina quimioatrayente en respuesta al microambiente tumoral. Las células tumorales en
pseudoempalizada secretan HIF que induce secrecion de IL-8. Sobre la base de los
resultados preliminares, se ha demostrado el papel de la IL-8 como mediadores cruciales de
la angiogénesis dentro de la via HIF-T1a y la diafonia entre los altos niveles de la hipoxia
inducida por HIF-Ta y la expresion del VEGF.

Las isoformas de la ciclooxigenasa (COX-1y COX-2) catalizan la sintesis de prostaglandinas
a partir del 4cido araquidénico. Mientras que la COX-1 se expresa de forma ubicua en una
amplia gama de tejidos, la COX-2 es inducible de citoquinas. COX-2 se expresa en células de
glioma humano donde su expresidn se correlaciona con la malignidad, siendo mas alta en
el glioblastoma. La eficacia anti-angiogénica de los inhibidores de COX-2 se explica
actualmente por primera vez por regulacion a la baja de VEGF, lo que resulta en el bloqueo
de proliferacion de células endoteliales y la induccion de apoptosis de las células
endoteliales y la segunda por la inhibicién de la funcién de la integrina y la sefializacién.

El factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) es una citocina proinflamatoria potente con un papel
bastante complejo en la supervivencia de las células endoteliales y la migracién. Tiene
impacto sobre la supervivencia de células endoteliales y la migracion a través de su receptor
de TNF 1y 2, que ambos se expresan en las células endoteliales.

La membrana tipo 1 de la matriz de metaloproteinasa (MT1-MMP) expresada por la célula
germinar endotelial, es regulada hacia abajo cuando estas entran en contacto con los
pericitos, induciendo la expresion del factor tisular inhibidor de las metaloproteinasas-2
(TIMP-2) en las células endoteliales y TIMP-3 en los pericitos, inhibiendo el fenotipo
proteolitico en las células endoteliales [81]. También se requiere de MT1-MMP en la
superficie celular endotelial para el paso siguiente en la cascada de la angiogénesis por
jugar un papel en la formacién del lumen. La luz del vaso esta cerrada herméticamente por
las células endoteliales adyacentes unidas por uniones estrechas y adherentes.

Muchos otros factores proangiogénicos estan regulados por incremento en los gliomas y
este aspecto podria explicar el fracaso de muchas estrategias terapéuticas
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antiangiogénicas en el manejo de los gliomas. TGF-b y sus receptores son altamente
expresados en los gliomas malignos, especialmente en dreas de hiperplasia vascular y
alrededor de regiones necroticas. En células de glioma, el efecto angiogénico de TGF-b es
probablemente mediado a través de la mayor expresién de VEGF. TGF-b también promueve
la angiogénesis a través de la via de sefializacién de integrina. TGF-b regula positivamente
la expresion de la integrina avB3 que, a su vez, se une a MMP-2, lo que conduce a la
degradacion de la MEC y la invasién celular endotelial mejorada [82].

La Microglia

Los tejidos de glioma obtenidas por reseccion quirdrgica contienen también una cantidad
considerable de células no transformadas. La mayoria de estas células son macréfagos
asociados al tumor (MAT) [83-84]. Los Macrdfagos residentes del cerebro se denominan
microglia. Estas células invaden el cerebro en el desarrollo temprano y se diferencian en
microglia ramificada. Esta microglia asociada a tumor muestra una morfologia ameboidea,
comparte muchas propiedades con los macréfagos que se encuentran en tejidos no
neuronales, incluyendo la sangre, es posible que la microglia asociada al glioma sea
reclutada de novo a partir de la poblacion residente microglial en el cerebro, o,
alternativamente, migrar hacia los tumores cerebrales de la periferia. Badie y Schartner [85]
De esto, concluy6 que los macréfagos se encuentran principalmente dentro de los tumores,
mientras que la microglia se detecto en todos los tejidos del cerebro. Quimioatrayentes de
microglia asociados a tumor incluyen proteina quimiotactica de monocitos-3 (MCP-3),
factor estimulante de colonias 1 (CSF-1), factor estimulante de colonias granulociticas. (G-
CSF), y factor de crecimiento del hepatocito. [86-87].

Los MAT pueden promover la progresién del cancer a través de varios mecanismos, entre
ellos la promocidn de la angiogénesis, la induccién del crecimiento del tumor, y la mejora de
la migracion de las células tumorales y la invasion. El estrés hipdxico en la masa tumoral
conduce a la expresion de moléculas inflamatorias, que promueven el reclutamiento de
macroéfagos, seguido por conversion en el fenotipo M2. MAT son capaces de modular e
inducir neovascularizacién y funciones relacionadas con la formacién de estroma. Cuando
se activan los TAM, en respuesta a estimulos especificos, estas células pueden expresar un
repertorio de sustancias que promueven la angiogénesis. Los factores de crecimiento tales
como el factor de crecimiento de fibroblastos acidos (aFGF / FGF1), factor de crecimiento
de fibroblastos basicos (bFGF / FGF2), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
factor estimulante de colonias de granulocitos (GM-CSF), factor de crecimiento
transformante-aq, factor de crecimiento-1 similar a la insulina, factor de crecimiento derivado
de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento-B tumoral (TGF-B) y otras monoquinas (por
ejemplo, factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), la interleucina-1, interleucina-6, interleucina-
8, la sustancia P, prostaglandinas, interferones y trombospondina que son liberadas por las
células tumorales conduce a la activacién de los macréfagos y tienen la capacidad de influir
en el proceso angiogénico [88].

La angiogénesis también se ve facilitada por proteasas derivadas de MAT liberados en los
tumores, como la protedlisis extracelular es un requisito absoluto para la nueva formacién
de vasos sanguineos. MAT se ha informado que se correlaciona con el potencial
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metastdasico de una variedad de canceres humanos, y que también se han demostrado ser
una fuente importante de la MMP-9 [88]. Asi MAT tienen la capacidad de afectar a cada fase
del proceso angiogénico, incluyendo la degradacion de la matriz extracelular, proliferacién
de células endoteliales y la migracién de células endoteliales. TAM también puede secretar
proteasas lisosomales de tipo cisteina y una amplia variedad de factores de crecimiento que
pueden estimular el crecimiento del cancer.

Los neo vasos tumorales son generalmente desorganizados y propensos a destruirse, lo que
resulta en dreas de perfusion inadecuada y la hipoxia. Ademas, la proliferacion rapida de
células tumorales en algunas areas puede superar la tasa de crecimiento de nuevos vasos
sanguineos, causando mas areas hipoxicas [89]. El nivel de MAT en los tumores parece estar
afectado por la hipoxia, nimeros de MAT son generalmente mas altos en los tumores que
contienen altos niveles generales de hipoxia, como se ve en los carcinomas de mama
humanos primarios y varios tipos tumores en animales de experimentacién.

Esto es provocado por la hipoxia sobre regulacién de factores de transcripcion tales como
factores hipoxia inducible, HIF-1a y HIF-2a. MAT responde a la hipoxia hasta la regulacion
de una amplia gama de genes que codifican proteinas que promueven la proliferacion,
invasion y metastasis de células tumorales, asi como la angiogénesis tumoral. Los genes
que codifican para M-CSF estan sobre expresado en algunos tumores humanos, y elevados
niveles de M-CSF se correlacionan con un alto nimero de TAM y de mal pronoéstico [90]. Los
macrofagos hipdxicos son probable que promuevan el comportamiento invasivo y / o
metastdsico de las células tumorales mediante la liberacién de factores pro-invasivos tales
como el factor inhibidor de macréfagos [91]. Estos modulan las actividades en las células
tumorales, incluyendo la estimulacion de la motilidad. [92]. Esto puede implicar efectos
indirectos, como la liberacién del factor inhibidor de macréfagos estimulados de la matriz
de la metaloproteinasa 9, que a su vez degrada componentes de la membrana basal y la
matriz extracelular, lo que aumenta la motilidad de las células tumorales.

En un modelo de cortes de cerebro de ratén en cultivo, la invasién y el crecimiento de células
de glioma se compard entre las rebanadas normales y con depleciéon de microglia La
invasion de células de glioma se redujo significativamente en el tejido con microglia
reducida en relacién con el control [93]. El impacto de la microglia en la migracion glioma
podria relacionarse con la produccién de metaloproteasa de tipo 1 por la microglia en
respuesta a factores solubles liberados a partir de células de glioma. Células de glioma
también liberan metaloproteasas 2 que esta totalmente activados por MT1-MMP liberado
de la microglia. La consiguiente degradacién de la matriz extracelular se ha postulado para
mejorar la invasion de células de glioma en el parénquima cerebral. La importancia de la
microglia para el crecimiento del glioma se justificé ain mas luego de estudios en animales
en los que la microglia se depletd. El agotamiento in vivo de la microglia se logré utilizando
el modelo de raton CD11b-HSVTK. Siete dias después de la inoculacién intracerebral de
glioma, ganciclovir (un sustrato especifico para la timidina quinasa viral HSVTK) se infundié
a través de mini-bombas en el area del tumor durante otros 7 dias. El tratamiento con
ganciclovir condujo a una disminucidn considerable de la microglia y una reduccién del 80%
en el volumen de glioma [93].

CD68 es un anticuerpo monoclonal murino que marca a los monocitos y macréfagos
humanos. El antigeno reconocido por CD68 esta ausente en la microglia en reposo, pero es

Palacios L, Rev. Oncol. Ecu. 2020:30(3) 272 |



ONCOLOGIA Revisién Narrativa DOI: 10.33821/494 Oncologia Clinica | Cancer

Nota del Editor
La Revista Oncologia Ecu

permanece neutral con
respecto a los reclamos
jurisdiccionales en mapas
publicados y afiliaciones
institucionales.

facilmente detectada en la microglia fagocitica, las células perivasculares y los macréfagos
cerebrales. En un estudio reciente, se ha evidenciado la presencia de células positivas CD68
en dreas limitrofes a las células neoplasicas, zonas necréticas y areas hipoxicas, en el tejido
neopldsico [94]. En casos de tumores anaplasicos, las células neopldsicas parecen estar
guiadas hacia la microglia. Estos datos, reforzaron la la hipdtesis de que la infiltracién de
macréfagos podria estar estrechamente asociado con la neovascularizacién y la malignidad
en los gliomas humanos. La actividad de metaloproteasas de matriz también esta regulada
por la via de sefializacion CX3CL1 / CX3CR1. Por ejemplo, metaloproteasas de la matriz 2,
9, y 14 estan reguladas por el incremento en la microglia después de la activacion de la
sefializacién de CX3CL1 / CX3CR1. Notablemente, CX3CR1 es sobre regulado en glioma
asociado con la microglia [95] y los polimorfismos en el receptor de quimioquinas CX3CR1
se han asociado con el pronéstico en pacientes con glioma. El alelo CX3CR1 comun
(denominada V249I) fue un factor prondstico favorable. Los pacientes que tuvieron sélo
este alelo CX3CR1 tenian mas de 1.5 de tiempo medio de supervivencia. Este alelo comun
se asocio6 con una reduccion de la infiltracion de células microgliales en biopsias de tumores
primarios [96].
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