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Resumen

En el presente articulo, se revisa la importancia de las
nuevas teorias sobre la formacion de los tumores cere-
brales y el rol de las células madre en las mismas. La
evidencia cientifica esta cambiando el concepto que se
tenia sobre la proliferaciobn de una Unica célula adulta
como la causa de la formacion del tumor cerebral a una
nueva perspectiva de una “célula madre tumoral cere-
bral” o una célula progenitora con un ciclo celular des-
regulado asi como aberraciones genéticas y alteracion
en la expresion proteica como la causa potencial de gé-
nesis tumoral. Actualmente, se ha logrado la formacion
de cultivos de estas células en el laboratorio, obteniendo
estructuras esféricas compuestas por células madre tu-
morales, células progenitoras y células nerviosas adul-
tas, denominadas neuroesferas, las cuales presentan
un gran potencial como modelo celular para estudios de
biologia molecular tumoral y farmacologia antitumoral,
asi como por su posible utilizacion como marcadores
pronbésticos de sobrevida global y sobrevida libre de en-
fermedad en estos pacientes.

Palabras clave: Tumor cerebral, neoplasia malignas,
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Abstract

In this article, it’s reviewed the importance of the new
theories about the formation of brain tumors and the
role the stem cells have in it. The scientific evidence is
changing the concept we had about the proliferation of
a single adult cell as the cause of the tumor formation to
a new perspective of a “brain tumor” stem cell or a pro-
genitor cell with an unregulated cell cycle and a series of
genetic aberrations and anomalous protein expression
as the potential cause of tumoral genesis. Actually, there
are techniques to culture this cell in a laboratory, obtai-
ning structures known as neurospheres, which have a
huge potential as a cell model for tumoral molecular bio-
logy and antitumoral pharmacologic investigations and
have a possible use as a prognostic marker of survival

and tumoral progression in this patients.

Keywords: Brain Tumors, Malignant, Neoplastic Stem
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Introduccion

La biologfa molecular tumoral ha presentado numerosos
avances en las Gltimas décadas con la descripcion de nuevas
vias metabolicas y nuevos marcadores pronosticos a partir de
estudios con cultivos celulares. Dentro de los cambios mas

importantes se encuentra el posible papel desempenado por
las células madre en la formacidon tumoral. El presente arti-
culo pretende realizar una revision de la literatura sobre este
importante topico y sus implicaciones en la préctica clinica
neurooncologica, con el fin de mejorar la atencidon brindada a
nuestros pacientes.
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Generalidades

Las neoplasias actualmente presentan un importante au-
mento de su incidencia a nivel mundial y nacional, consti-
tuyendo la segunda causa de mortalidad en nuestro paifs de
acuerdo con los datos mas recientes!'l. Dentro del total de neo-
plasias, los tumores del Sistema Nervioso Central, de acuerdo
a los datos del Instituto Nacional de Estadisticas y Censos,
presentan una mortalidad aproximada de 115 casos por afo'?,
correspondiendo al 2,67% de las muertes por cancer en el afo
2010. Actualmente el protocolo de manejo de mayor acepta-
cion a nivel mundial es conocido como el protocolo de Stupp,
el cual incluye reseccidon tumoral, quimioterapia y radiotera-
pial®l.

Celulas Madre

Las células madre son un subgrupo del total de célu-
las de un organismo que presentan como caracteristicas la ca-
pacidad de autoregeneracion, es decir, producir nuevas células
idénticas al ser colocadas en un medio de cultivo apropiado; y
la capacidad de diferenciarse en distintos tipos celulares 1.

El término de célula madre se adoptd desde el ano 1908,
acufiado por el histdlogo de origen ruso, Alexander Maksimov
durante un congreso de hematologia, al estudiar la diferencia-
cion de las distintas células sanguineas®. Posteriormente, a
inicios de la década de los afios sesenta, del siglo anterior, se
logra demostrar la existencia de éstas células madre con ca-
pacidad de autoregeneracion y su proliferacion a nivel de la
médula 6sea. Asimismo, en el aio 1957 se inicia la utilizacidon
de células madre en la practica clinica al realizarse el primer
transplante de médula 6sea en 6 pacientes con una afeccidon
hematologica 1.

En el ano 1978, se descubre la presencia de células madre
sanguineas en el cordon umbilical de ratdn y humano, mar-
cando el inicio del estudio de células madre embrionarias®!.
Posteriormente, se han logrado ubicar cé€lulas madre en tejido
adulto practicamente en todos los tipos de tejidos corporales y
alin més, recientemente se ha logrado la manipulacion de cé-
lulas diferenciadas adultas para producir células madre indife-
renciadas, razon por la cual se han denominado células madre
inducidas!!.

Células Madre Cerebrales

A finales del siglo antepasado, Santiago Ramon y Cajal,
dentro de su doctrina neuronal, establecio que una vez que el
desarrollo embrionario termina, la neurogénesis acaba y no se
presenta la misma durante la vida adulta. Esta creencia cono-
cida como el dogma central de la neurobiologia se mantuvo vi-
gente durante la mayor parte del siglo pasado "' Sin embargo

desde principios de los afios sesenta, se realizaron estudios que
sugerfan lo contrario, al demostrar la presencia de neuronas
en la region subventricular que captaban marcadores quimi-
cos especificos para células en division''?, tanto a nivel de la
region subventricular como posteriormente en el giro dentado
del hipocampo!*l. Varios afos después se demostrd en ratones
que la proliferacidon a nivel subventricular producia neuronas
que migraban hasta conformarse en células granulares en el
bulbo olfatorio a través de una via denominada via migratoria
rostral4l,

A pesar de la evidencia de estos estudios, la mayoria de
la comunidad cientifica continud con la creencia de que no
existia la neurogénesis en mamiferos adultos. Esta situacion
se mantuvo hasta principios de los afios noventa, cuando al
realizar un cultivo de células del estriado de ratones adultos!
propagadas en un medio de cultivo adicionado de factor de
crecimiento epidérmico, se desarrollaron estructuras esféricas
de gran tamafo, conformadas de neuronas, células gliales y
un subconjunto de células con la capacidad de autoregenerar-
se y de producir tanto células de estirpe neuronal como glial,
correspondiendo éstas a células madre neuronales!'" 1! Estas
estructuras esféricas fueron denominadas a partir de entonces
como neuroesferas.

Las células madre neuronales se encuentran en el adulto
humano, a nivel de la region subventricular de los ventriculos
laterales ' y a nivel de la region subgranular del giro denta-
do!'® 11 Se cree que un subgrupo de células de la region sub-
ventricular que expresan el marcador para la proteina fibrilar
acida glial son los candidatos mas fuertes para constituir el
reservorio de células madre neuronales. En el caso del adulto
humano se ha logrado ubicar esta zona y se ha demostrado que
estas neuronas migran de forma individual hacia un destino
que no ha sido dilucidado con claridad ™. De esta manera,
actualmente los estudios orientan a la existencia de un nico
precursor con marcadores astrocitarios que darfa lugar a célu-
las neuronales y gliales maduras, contrario a la creencia previa
de precursores diferentes para ambos subgrupos celulares '
21,22, 231.

Teoria de las Células Madre Tumorales

En décadas pasadas, la teoria de tumorogénesis cerebral
se fundamentaba en la existencia de células derivadas de un
tnico clonaje, las cuales presentaban las mismas caracterfs-
ticas en cuanto a morfologia, genética y bioquimica, asi por
ejemplo, un astrocitoma provenia de un astrocito y un oligo-
dendroglioma de un oligodedrocito, nombrando al tumor de
acuerdo a la semejanza histoldgica con las posibles células de
origen?”. Sin embargo, en los Gltimos afos se ha cambiado
esta vision al demostrar la presencia de un espectro de distin-
tos tipos celulares que componen los tumores'®!, presentado
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células con mayor potencial para la replicacion y con capa-
cidad de desarrollar nuevos tumores al ser transplantados a
otros individuos. Estas células se conocen como células madre
tumorales 25261,
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Figura 1. Imagen Histolégica de Glioblastoma Multiforme, don-
de se observa necrosis pseudoempalizada y proliferacién endo-
telial vascular Foto cortesia de la Dra. Eva Moreno Medina, Ser-
vicio de Anatomia Patologica, Hospital México.

Los primeros indicios de la existencia de estas células en
tumores cerebrales se obtuvieron en el ano 2002 al documen-
tarse células derivadas de glioblastomas que lograron cultivar-
se en metilcelulosa asociada a factor de crecimiento epidérmi-
co y factor de crecimiento fibroblastico. Estas células fueron
capaces de expresar marcadores tanto de las células neurona-
les como células gliales, asi como presentar la capacidad de
autoregenerarse y la multipotencialidad, es decir las caracte-
risticas que se crefan propias de las células madre % 20-2!y 271,
Estas células madre tumorales serfan la causa de la formacion
inicial y la progresion de los tumores cerebrales. Asimismo,
estas células presentan como parte de sus caracteristicas una
mayor resistencia a estimulos nocivos ?#1,

A pesar de que hasta el momento no se ha logrado demos-
trar la existencia de un Ginico marcador que permita identificar
de forma fidedigna la identidad de una célula madre, se ha
demostrado la presencia de diversos marcadores asociados a
las mismas 22, Dentro de estos marcadores se encuentra el
CD133, también denominado Prominina-1, asi como el mar-
cador A2B5 12221 Asimismo, se ha localizado la expresion
dentro de estas células de protefnas embrionarias como la
nestina (proteina de los filamentos intermedios) y proteinas de
regulacion del ciclo celular como Sonic Hedgehog asi como
alteraciones en las vias del factor de crecimiento epidérmico,
factor de crecimiento fibroblastico y factor de crecimiento en-

dotelial vascular 22,

Aunado a lo anterior, esta teorfa propone un cambio en el
paradigma del tratamiento para tumores cerebrales, dejando de
enfocarse en las células diferenciadas de rapida division que
conforman la mayor parte del tejido tumoral, para enfocarse
en eliminar de forma permanente las células madre que se con-
vierten en el origen del crecimiento tumoral 2321,

Cultivos de Células Madre Tumorales y Neuroesferas

Dentro de los avances de laboratorio mas notables en neu-
rooncologifa, se encuentran los estudios realizados utilizando
cultivos de células tumorales, bajo ciertas condiciones espe-
ciales, en las cuales algunas de estas células son capaces de
dividirse de forma continua y desarrollar esferas clonales mul-
tipotentes llamadas neuroesferas®®!, demostrando ser un mé-
todo eficaz para obtener mayores cantidades de células madre
tumorales capaces de ser utilizadas para estudios de biologia
tumoral 2621,

Inicialmente la muestra de tejido tumoral se preserva en
solucion salina con buffer de fosfato o en un medio de cultivo
celular y se transporta en hielo al laboratorio, donde es tritura-
da y digerida con pipetas Pasteur para homogenizar la mues-
tra 123, Posteriormente se eliminan los eritrocitos usando un
buffer de lisis eritrocitaria y se eliminan los detritos con un kit
de remocion de células muertas, con lo cual se procede a cul-
tivar las células®!, Se han utilizado sustancias mitdgenas tales
como el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el factor
basico de crecimiento de fibroblastos (bFGF) o la utilizacion
en conjuntos de ambos, para mejorar la sobrevida y expansion
de las células con respuesta a estas citoquinas >3,

Una vez se obtiene el cultivo tumoral, se debe verificar
que corresponden a células madre. Este objetivo se logra por
medio de analisis de autoregeneracion (capacidad de las cé-
lulas de generar nuevas neuroesferas a través de varias gene-
raciones de medios de cultivo), marcadores de células madre,
diferenciacion en distintas lineas celulares y capacidad tumo-
rogénica al ser implantadas en forma subcutanea o intracra-
neal en ratones .

Limitaciones de los
estudios con Neuroesferas

Se ha postulado la posibilidad de que las neuroesferas
sean el resultado de la manipulacion del ambiente experimen-
tal y reflejen un artefacto méas que un evento que ocurra in vivo
151 Se ha observado que las células madre tumorales viven
en un ambiente con la posibilidad de obtener rapidamente nu-
trientes, moléculas de senalizacion e incluso utilizar los vasos
sanguineos para migrar a zonas cercanas, presentando estos
microambientes zonas que promueven la formacion y man-

Enero-Junio 2012 Volumen 25 (1)



Figura 2. Cultivo de una muestra patolégica de glioblastoma
multiforme, que presenta una neuroesfera tipica. Cortesia de
la Dra. Patricia Venegas Barboza, Laboratorio de Citogenética,
Hospital Nacional de Nifos.

tenimiento de células madre tumorales > 2. Asimismo, se
ha demostrado la secrecidn por parte de las células tumorales
cerebrales de cantidades aumentadas de factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF), el cual explicaria el aumento de
la vascularidad en estas regiones, y en estudios en desarrollo,
se ha demostrado una mejorfa sustancial con el uso de blo-
queadores de VEGF, tales como el Bevacizumab 2526281,

Sin embargo, la capacidad de los ensayos in vitro
para producir un microambiente semejante al encontrado in
vivo es dudoso. Existen restricciones geométricas por su cre-
cimiento en esferas y restricciones en cuanto a difusion de nu-
trientes con generacion de gradientes de los mismos asi como
del oxigeno y factores de crecimiento 1%/,

Por otra parte, se ha observado que las neuroesferas son
agregados celulares heterogéneos muy complejos, consisten-
tes en un minoria de células madre tumorales junto con células
progenitoras y células mas diferenciadas *!. Se han documen-
tado tasas de menos de 1% que logran producir una nueva
generacion de forma repetitiva, por lo que algunos autores han
sostenido que el uso de estos cultivos para interpretar las ca-
racteristicas moleculares de células madre tumorales es cues-
tionable 6.

Otro aspecto importante, es la ausencia actualmente
de un protocolo estandarizado para comparar los resultados,
ya que en diferentes estudios se usan medios de cultivo con
diferentes componentes y diferentes concentraciones de los
mismos 263,

Estudios farmacol6gicos con Neuroesferas

Se han desarrollado variados estudios con medica-
mentos cuya accion influye en la formacion de neuroesferas
en cultivos tumorales. Dentro de estos, se ha evaluado un me-

dicamento alquilante llamado Temozolamida, utilizado en el
protocolo de Stupp P*!. Este medicamento al aplicarse a cul-
tivos tumorales, logro detener la formacion de neuroesferas,
de forma dosis dependiente. Sin embargo, la replicacion de
las celulas madre tumorales, se reanudd de forma marcada al
término del tratamiento, sugiriendo que algunas de las células
madre tumorales evaden la quimiotoxicidad y logran volver
a producir neuroesferas, incluso con una velocidad mayor a
la inicial ™. Semejante efecto ejercid otro medicamento que
se ha utilizado para aplicar en el lecho tumoral denominado
Carmustina, el cual produjo una disminucioén en la formacion
de neuroesferas aunque con el mismo problema de recurrencia
luego del tratamiento %1,

Los inhibidores de gamma secretasa fueron utiliza-
dos en otro estudio mas reciente en conjunto con la temozo-
lamida™. Al aplicarse Gnicamente el inhibidor de la gamma
secretasa, éste presenta un efecto minimo sobre el nimero de
neuroesferas o el tamafio de las mismas, sin embargo al utili-
zarse temozolamida o el inhibidor de la gamma secretasa junto
con la temozolamida si logra disminuirse de forma significa-
tiva la formacion de neuroesferas y el tamafio de las mismas,
aunque en una proporcion semejante entre ambos grupos. En
contraposicion a lo anterior, al documentar la recuperacion del
cultivo luego de la suspension del tratamiento se observo un
incremento significativo en el tamano de las neuroesferas que
recibieron temozolamida contrario a las que recibieron ambos
medicamentos, las cuales se mantuvieron del mismo tamano.
Asimismo, al determinar la formacion de neuroesferas secun-
darias se logré demostrar que la combinacion de inhibidor de
gamma secretasa con temozolamida presenta una disminucion
significativa en la formacion de neuroesferas secundarias en
comparacion con la temozolamida sola %,

De la misma manera, se han desarrollado fragmentos
de anticuerpos y anticuerpos enteros que tienen como blanco
las células madre tumorales dentro de las neuroesferas, espe-
cialmente las productoras de CD133 (marcador asociado a cé-
lulas madre tumorales cerebrales), los cuales logran disminuir
de forma significativa la proliferacion de neuroesferas y tienen
la ventaja de ser anticuerpos de internalizacion, los cuales per-
miten desarrollar estrategias basadas en la entrega intracelular
de medicamentos, nanoparticulas u otros toxicos 4.

Relacion de Neuroesferas con la Evolucion Clinica

En varios estudios realizados, se ha logrado documentar
una relacion estadisticamente significativa entre la formacion
de las neuroesferas y un deterioro mayor en la evolucion del
paciente portador de un tumor del neuroepitelio primario, tan-
to adulto ' como pediatrico B,

En el caso de los pacientes adultos, en el ano 2009 se pu-
blicd un estudio con una cohorte de 32 pacientes portadores
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de tumores gliales, en su gran mayoria en grados avanzados (8
pacientes grado Il y 17 pacientes grado IV), a los cuales se les
determind la sobrevida global y la sobrevida libre de enferme-
dad, asociandolas con la formacion o no de neuroesferas en los
cultivos de las muestras patoldgicas, asi como la formacion o
no de tumoraciones al realizar un xenotransplante de neuroes-
feras en un modelo murino 1.

Dentro de los resultados obtenidos, se logré6 demostrar
formacion de neuroesferas en 14 muestras del total (43%), en
su mayoria provenientes de tumores grado IV (11 muestras).
De la misma manera, se realizaron estudios de riesgo propor-
cional demostrando un riesgo de muerte de 7,71 veces en los
pacientes que presentaron formacion de neuroesferas en los
cultivos in vitro, comparado con los que no lo hicieron. Asi-
mismo, se obtuvo un riesgo de 5,83 veces de progresion de la
enfermedad al realizar la misma comparacion !,

Las muestras de tumor que fueron transplantadas en los
ratones y que reprodujeron el tumor mostraron una relacion
significativa con progresion de la enfermedad en el grupo total
de muestras y en el grupo de pacientes adultos. Asimismo, al
realizar curvas de Kaplan-Meier se obtiene una sobrevida a 2
anos de 31% en el segmento de la poblacion que formd neu-
roesferas contrario a un 86% en los pacientes cuyas muestras
no lo hicieron. De la misma forma, en el subgrupo de glioblas-
toma multiforme se repitio la relacion con 48% sobrevida a 2
anos si formaban neuroesferas y 100% sobrevida en los que
no las formaban . También se valord el promedio de sobrevi-
da libre de enfermedad en ambos grupos, documentandose un
promedio de 370 dias en los pacientes formadores de neuroes-
feras contrario a 700 dias en los no formadores, asi como 350
dfas versus 650 dias en cuanto a la formacion o no de nuevos
tumores en los animales xenotransplantados, respectivamente
[29].

En otro analisis realizado, la medicidon de Ki-67 (marca-
dor utilizado actualmente para medir la tasa de proliferacion
celular) se asocia significativamente de forma proporcional, es
decir, a mayor medicion de Ki-67 se obtuvo mayor probabi-
lidad de presentar neuroesferas y xenotransplantes positivos.
Sin embargo, al realizar un analisis multivariado se logro com-
probar que la formacion de neuroesferas fue un factor pronos-
tico independiente e incluso mas robusto que la medicion de
Ki-67 #1,

Por otro lado, en un estudio mas reciente se analizO esta
relacidon en pacientes con tumores cerebrales pediatricos, en
una poblacion de 56 pacientes, siendo en este caso tanto tu-
mores gliales como de estirpe embrionaria y mixta glioneural
(33, 14 y 12 respectivamente). Se logr6 un total de 21 cultivos
de neuroesferas de las 56 muestras totales (37,5%), estable-
ciéndose una relacion inversamente significativa entre forma-

cion de neuroesferas, medicion de Ki-67 y grado del tumor
con la edad del paciente BY.

Asimismo, se establecid que la probabilidad de formar
neuroesferas es 3,8 veces mayor en los pacientes portadores
de gliomas de alto grado comparado con los de bajo grado, asi
como 5,7 veces mas probable en los tumores embrionarios que
en los gliomas de bajo grado. Por otra parte, se encontrd una
relacion significativa entre los valores de Ki-67 y la formacion
de neuroesferas para la poblacion total y la subpoblacion de
gliomas BY. Por otra parte, al realizar un anélisis de acuerdo
al tipo de tratamiento realizado al paciente, se observo que en
aquellos que Ginicamente se realizaron cirugfa (n=32), se obtu-
vo mayor dificultad para la resecabilidad de los tumores cuyas
muestras presentaban formacién de neuroesferas!.

De la misma manera que en el estudio anterior, se realizd
un analisis del riesgo de muerte y progresion de acuerdo a la
formacion o no de neuroesferas en los diferentes subgrupos
histologicos, demostrando que los pacientes con tumores gan-
glioneurales mixtos no presentaban ninguna relacion signifi-
cativa, mientras que en la poblacion total y en los pacientes
con tumores de estirpe embrionaria o meduloblastomas sf pre-
sentaban una relacion significativa con muerte y progresion.
En el caso de los tumores gliales, se observd un resultado
semejante al estudio anterior, con evidencia estadisticamente
significativa para la relacion con progresion, no as{ con el ries-
go de muerte 1.

Estos dos estudios obtienen como resultado que la for-
macion de neuroesferas es un factor predictivo de progresion
tumoral, sin embargo no logran demostrar una relacion sig-
nificativa como predictor de la sobrevida global de la enfer-
medad. De igual manera, ambos estudios demuestran que el
grado tumoral continfia siendo el pardmetro mas importante
de prediccion de la sobrevida global. Estos resultados son
explicados por los autores aduciendo que el proceso de pro-
gresion es directamente dependiente del contenido de células
madre tumorales. Por el contrario, la sobrevida del paciente
dependeria de otros factores no necesariamente relacionados
con las células madre tumorales, por lo que no presenta una
relacion significativa . Asimismo, se ha demostrado que la
utilizacion de neuroesferas incluso es un predictor mas robus-
to que otros métodos utilizados actualmente como la medicion
de los niveles de Ki-67. Sin embargo, atn resta realizar una
mayor cantidad de estudios para lograr esclarecer todas estas
relaciones.

En Costa Rica existe la posibilidad de realizar estudios
con cultivos de células tumorales cerebrales y neuroesferas,
siendo el laboratorio de citogenética del Hospital Nacional de
Ninos pionero en este campo a nivel nacional. Toda la infor-
maciodn reciente permite inferir que a través de la biologia mo-
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lecular y el cultivo de neuroesferas en los tumores cerebrales,

se podria mejorar la atencion de los pacientes, al contar con

mayor informacion para tomar decisiones terapéuticas.
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