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RESUMEN

El desarrollo relativamente reciente de las herra-
mientas que proporciona la Biologia Molecular y
la complejidad de los mecanismos de desarrollo tu-
moral han demorado la aplicacién de este conjunto
de técnicas en el campo de la Oncologia. A pesar de
estas limitaciones, las aplicaciones de la Biologia
Molecular en el drea oncoldgica son crecientes.

En este articulo se hard una revisién de los me-
canismos oncogénicos generales, lo que permitird
comprender la demora en el desarrollo de métodos
moleculares con aplicacion en este campo; ade-
mads, utilizando como ejemplo los tumores gliales
(que son los tumores mds comunes en el sistema
nervioso central) se dard un panorama de la meto-
dologia que se estd utilizando en la actualidad y de
las nuevas herramientas que estdn desarrolldndose
y que abren perspectivas muy alentadoras para la
evolucidén de ambas disciplinas.

Palabras Clave: Biologia Molecular- Proce-
sos Genéticos- Neoplasias del Sistema Nervioso-
Glioma

ABSTRACT

The relatively recent development of tools
made available through molecular biology, as
well as the complexity of tumor development
mechanisms have delayed application of this
group of technologies in the field of Oncology.
In spite of these limitations, application of mole-
cular biology techniques in oncology is growing
rapidly.

This article reviews general oncogenic me-
chanisms, thus explaining the delay in the deve-
lopment of molecular methods applicable in this
field; furthermore, and using glial tumors (the
most common CNS tumors) as an example, an
overview of current methods is presented as well
as of new methods currently under development,
both offering very promising perspectives for pro-
gress in both fields.

Key Words: Molecular Biology- Genetic Pro-
cesses- Neruous System Neoplasmas- Glioma
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[NTRODUCCION

a biologfa molecular puede definirse como un

conjunto de técnicas derivadas de los avances
extraordinarios ocurridos en las ciencias bioldgi-
cas en las ultimas décadas. Su finalidad puede
abarcar un abanico de aplicaciones tales como la
produccidén de proteinas recombinantes con fines
terapéuticos, la clonaciéon de mamiferos superi-
ores y el establecimiento de protocolos de terapia
génica. En la figura 1 se observa un esquema de
las posibles aplicaciones clinicas de la biologia
molecular tales como diagndstico, prevencién y
terapia aplicada, muchas de las cuales ya son una
realidad en la actualidad.

Ahora bien, pensar en oncologfa y relacionar-
la con la biologfa molecular parece una obviedad
pero sin embargo, la contribucién que ha hecho
esta tltima en ese campo podria catalogarse como
limitada. El motivo de esto puede explicarse por
dos razones. Por un lado, la aparicién de métodos
moleculares aplicables a la escala clinica es recien-
te. Si se analiza la tabla 1, se pueden definir cuatro
periodos en el desarrollo moderno de las ciencias
bioldgicas: un periodo inicial que abarca la segun-
da mitad del siglo XIX y la primera del siglo XX,
donde se establecieron las leyes fundamentales;
un segundo periodo, entre 1950 y 1970, en el que
se descubrieron los mecanismos moleculares bdsi-
cos; un tercer periodo, entre 1971 y 1985, durante
el cual se desarrollaron las técnicas moleculares
y finalmente, un ultimo periodo que se extiende
hasta la actualidad, donde se llevé a cabo la apli-
cacién del conocimiento acumulado a una escala
sin precedentes, permitiendo el abordaje molecu-
lar de cuestiones clinicas. Como se ve, sélo en los
dltimos 15 6 20 afios, dicho abordaje molecular se
aplica al estudio de tumores. Por el otro lado, la
segunda razdn, se debe buscar en el propio proceso
de tumorigénesis, como se verd a continuacion.
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Figura I. Aplicaciones clinicas de la biologia molecular.
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ONCOGENESIS

Los procesos oncogénicos pueden considerarse
como alteraciones en la transduccién de sefiales
mitogénicas y su interaccién con la maquinaria
que gobierna el ciclo celular. Basicamente, este
proceso puede interpretarse como un estimulo
descontrolado de estas vias, independizado de la
sefial normal.

Las vias de transduccion de sefiales externas
en células eucaridticas son mecanismos cuida-
dosamente regulados, con un nivel de sofistica-
cién sorprendente. Cualquier célula, hasta la mds
primitiva, debe ser capaz de captar e interpretar
adecuadamente los estimulos que llegan desde su
entorno para poder adaptarse a ellos satisfacto-
riamente. Los estimulos externos a los que estd
expuesta una bacteria son fisicos o quimicos (tem-
peratura, presion osmdtica, disponibilidad de nu-
trientes, etc). Para captar esas seflales. las células
procaridticas presentan sistemas de transduccién
relativamente simples conocidos como sistemas
de dos componentes.

Tabla 1. Evolucion histérica del conocimiento
biolégico moderno

1859 C. Darwin: El origen de las especies

1865 G. Mendel: Claves de la herencia (dominancia y

recesividad)
1926
1953
1956

T. Hunt Morgan: Teoria del gen
J.Watson-F. Crick: Estructura del ADN

F. Crick: Dogma central (ADN-ARNm-
Proteina)

M. Nirenberg-H. Mathaei-S. Ochoa: Cédigo
genético

1961

1972
1974

P. Berg: Primer experimento de clonado

P. Maxam-WV. Gilbert, F. Sanger: Secuenciacion
del ADN

1975
1975
1978
1980
1981
1986

G. Kohler-C. Milstein: Anticuerpos monoclonales
E. Southern: Southern blot

Genentech: Insulina recombinante

K Mulis: PCR

Gordon-Ruddle: Primer ratén transgénico

Applied Biosystems: Secuenciacion automatica
de ADN

1990
1996
2002

Lanzamiento del proyecto Genoma Humano
I.Wilmut: Primer mamifero clonado

Celera Inc.: Secuencia completa del genoma
humano
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En la figura 2 se puede observar un esquema
general de la organizacion de estos sistemas. Ba-
sicamente, el mecanismo consta de una proteina
localizada en la membrana externa llamada sensor
que recibe la sefial externa y sufre una autofos-
forilacién en histidina. Ese fosfato se transfiere
a un residuo aspartato localizado en el segundo
componente del sistema, una proteina llamada re-
gulador que activa la transcripcion en respuesta
a la sefial original. La fosfo-histidina y el fosfo-
aspartato son compuestos de alta energia con una
vida media corta, lo que implica que el sistema no
requiere de un mecanismo especifico para modu-
lar la duracién de la activacion.!

Una célula bacteriana suele contar con una
veintena de sistemas de dos componentes que le
permiten decodificar apropiadamente las sefiales
que provienen del exterior. Los sistemas de dos
componentes son los moldes sobre los cuales evo-
lucionaron los sistemas de transduccion de sefia-
les eucaridticos.

El proceso evolutivo trajo aparejados cambios
muy notorios en la organizacidn intracelular (apa-
ricién de organelas, desarrollo de la membrana
nuclear, etc.) y a su vez, en organismos multicelu-
lares surgid la necesidad de coordinar la divisién
y la actividad de células que forman parte de un
mismo tejido. Como consecuencia de estos cam-
bios, los procesos de transduccién de sefiales tam-
bién debieron evolucionar para poder cumplir sus
funciones con exactitud y precision.
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Figura 2.Transduccion de sefales en bacterias.Representacion
esquematica de un sistema de dos componentes.

En la figura 3 se observa un esquema extre-
madamente simplificado de una via mitogénica
eucaridtica. A simple vista, al compararlo con el
sistema bacteriano, se puede observar un incre-
mento en el nimero de etapas necesarias para que
la sefial externa active la transcripcion de genes
especificos. Este proceso se puede dividir en tres
etapas: inicial (que ocurre en la membrana), inter-
media (que transcurre en el citosol) y final (que
se desarrolla en el nicleo).” En la etapa inicial, el
mitdgeno externo se liga a su receptor induciendo
la dimerizacién del mismo que, por medio de su
actividad tirosina quinasa, se activa por transfos-
forilacion. Una vez activado, el receptor activa
al sistema RAS que a su vez permite translocar
una serie de proteinas citosdlicas a la cara interna
de la membrana plasmdtica, donde son activadas
por la fosforilacion en tirosina mediada por el re-
ceptor. En este paso se produce una amplificacién
de la sefial original ya que el estado activado del
receptor tiene una duracion tal que le permite inte-
raccionar con varios de sus blancos. La regién in-
tracitosdlica del receptor funciona entonces como
un anclaje para la formacién de un complejo ma-
cromolecular compuesto por varias proteinas que
van a iniciar a su vez la segunda etapa.’

En la etapa intermedia, se produce la activacion
de mecanismos citosélicos como por ejemplo el
sistema de MAP quinasas; estos sistemas estdn
constituidos por 3 proteinas con actividad de qui-
nasa de Serina/Treonina que actian secuencial-
mente; en el caso de la via de la figura 3, el sistema
estd formado por RAF (activada en membrana por
el receptor), MEK y ERK. El complejo requiere
ademds la presencia de proteinas de andamiaje que
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Figura 3. Transduccion de sefales en células eucarioticas.
Representacion esquematica de una via mitogénica mediada
por RAS y MAP quinasas.

GF: Factor de crecimiento.

RTK: Receptor de mitégenos con actividad de tirosina quinasa.
TFs: Factores de transcripcion.
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garantizan la especificidad del proceso. La fosfo-
rilacién de ERK por MEK permite su activacién y
la posibilidad de iniciar la dltima etapa.*

En la etapa final, ERK se transloca al niicleo
donde fosforila diversos factores de transcrip-
cién, encargados de activar la expresion génica
en respuesta a la sefial original, desencadenando
los procesos necesarios para la division celular,
tales como induccién de la expresién de ciclinas
que activan la transicién G1-S del ciclo celular,
reordenamiento del citoesqueleto para facilitar la
citoquinesis, etc.’

Se puede apreciar cémo sobre el esquema pri-
mitivo de los sistemas de dos componentes se
desarrollaron los mecanismos eucaridticos en los
que se conservan los componentes extremos (el
receptor de mitégenos es comparable al sensor
y los factores de transcripcion a los reguladores)
pero aparecen una serie de elementos intermedios
que permiten realizar el proceso correctamente.
Ademds de los componentes ya mencionados,
cada paso de activacidn es regulable por elemen-
tos capaces de inactivar (por ejemplo, fosfatasas
que revierten la accién de las quinasas).

Es necesario considerar también que cada cé-
lula cuenta con numerosos receptores que activan
diferentes vias, y estas vias pueden ser estimula-
das en forma simultdnea por las sefiales que pro-
vienen del entorno, ya sea matriz extracelular,
como de células vecinas y atin de células lejanas.
La sumatoria de todos los mecanismos de regu-
lacion enumerados refleja entonces la extremada
complejidad del proceso mitogénico® y por lo tan-
to, la dificultad de identificar cada componente,
su funcion y sobre todo, el efecto de la alteracion
de su actividad.

Estimados estos aspectos bdsicos, es posible
adentrarse en los tumores del Sistema Nervioso
Central (SNC). Dado que los gliomas malignos
son el subtipo mds comun de tumores primarios
del SNC, esta revision se centrard en ellos como
ejemplo de este tipo de patologias.

GLIOMAS

Los gliomas malignos son agresivos, altamen-
te invasivos y destructivos’. Los gliomas han sido
definidos patoldgicamente como tumores que pre-

sentan signos histoldgicos, inmunohistoquimicos
y ultraestructurales de diferenciacién glial. Se los
clasifica en tres grupos de acuerdo a su hipotética
linea de diferenciacién, es decir si presentan las
caracteristicas de las células astrociticas, oligoden-
drociticas o ependimales. Se desconoce el origen
celular de estos tumores, habiéndose postulado
que podrian ocurrir en células progenitoras o bien
en células que sufrieron procesos desdiferenciati-
vos que luego adquieren rasgos similares a alguno
de los tres tipos celulares antes mencionados.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
ha establecido criterios para subclasificar estos
tumores, agrupandolos en cuatro grados de malig-
nidad creciente.®

Los oligodendrogliomas representan alrededor
de un 5% de los tumores primarios de SNC, pero
esta cifra es simplemente una estimacion, ya que
el refinamiento de los métodos de diagndstico ha
permitido calcular una incidencia mayor que la
postulada hace unos afios. Actualmente se estima
que los oligodendrogliomas pueden representar
alrededor del 30% de los tumores gliales’. La
OMS ha establecido dos grados de clasificacion
para estos tumores: grado II, que presenta células
diferenciadas y grado III, o anapldsicos que pre-
sentan caracteristicas histolégicas indicadoras de
malignidad como alta celularidad, pleomorfismo
celular, mitosis atipicas, proliferacién microvas-
cular y necrosis.?

Los oligodendrogliomas tienen la caracteristica
de ser muy sensibles a tratamientos quimioterdpi-
cos, diferente a lo que se ha observado en tumores
astrociticos.'®

Dada esta diferencia en la sensibilidad a la qui-
mioterapia, el diagndstico diferencial es crucial
para decidir la estrategia de tratamiento adecua-
da. Lamentablemente, la distincidén entre tumo-
res oligodendrogliales y astrociticos por métodos
anatomopatoldgicos e inmunohistoquimicos ha-
bituales presenta dificultades. Estas limitaciones
de los métodos histolégicos y patoldgicos llevo a
que muchos investigadores buscaran marcadores
genéticos que permitan definir el diagndstico y
establecer correlaciones prondsticas."

La alteracion genética mds comin para ambos
tipos de oligodendrogliomas es la delecidn alélica
de 1p y 19q; se ha demostrado que alrededor del
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80% de los oligodendrogliomas de grado II pre-
sentan pérdida de heterocigocidad (LOH) combi-
nada en 1p y 19 g, mientras que entre el 50% y el
70% de los de grado III presentan dicha altera-
cién. Audn no se sabe cudles de los genes que se
pierden al delecionarse estas regiones son impor-
tantes en el desarrollo del tumor, pero se sabe que
la pérdida de 1p o la pérdida combinada de 1p y
19q tiene un gran poder predictivo de quimiosen-
sibilidad.'"'?

Los oligodendrogliomas de grado II pueden
mostrar, aunque en forma mucho menos frecuen-
te, otras alteraciones como sobreexpresion de re-
ceptores de factores de crecimiento (EGFR, PD-
GFRa, PDGFRD) e inactivacion del gen CDKN2A
(que codifica para el supresor de tumores p16) por
hipermetilacion de la region promotora.

La progresién al grado III se produce por acu-
mulacion de otras aberraciones genéticas, las mads
habituales son algunas vinculadas a inactivacién
de supresores de tumores como la delecién ho-
mocigética del gen CDKN2A la pérdida de hete-
rocigocidad en 10q, asociada a la pérdida de dos
supresores de tumores: PTEN y DMBT1 y muta-
ciones en el gen p53, y otras a la hiperactivacion
de vias proliferativas, siendo la mds comtn la am-
plificacién del gen EGFR.

Los astrocitomas son clasificados en 4 catego-
rias: astrocitoma pilocitico (grado I), astrocitoma
difuso (grado II), astrocitoma anapldsico (grado
IT) y glioblastoma multiforme (grado IV). Es-
tos ultimos se clasifican a su vez en secundarios
(cuando la progresién ocurre a partir de un astro-
citoma de menor grado) o de novo (cuando apa-
rece originalmente). Si bien fenotipicamente son
indistinguibles, presentan distintas alteraciones
genéticas, por lo que se ha postulado que son dos
entidades diferentes. Las alteraciones gendmicas
mads frecuentes en astrocitomas son mutaciones en
el gen p53 y en menor medida. pérdida de hetero-
cigocidad en 19q y 10q salvo en glioblastomas de
novo que suelen presentar amplificacién del gen
EGFR, delecién homocigética del gen CDKN2A
(p16) y pérdida de heterocigocidad en 10q. Exis-
ten también tumores llamados gliomas mixtos u
oligoastrocitomas que presentan caracteristicas de
ambas familias simultdneamente.®

Recientemente se ha informado que en los
glioblastomas con inactivacién del gen MGMT

por metilacién de su promotor, la combinacién de
quimioterapia y radioterapia mejora la expectati-
va de vida de los pacientes.'*'* El producto del
gen MGMT es una enzima que revierte el efec-
to de los agentes alquilantes (temozolamida, etc)
usados cldsicamente en quimioterapia y es por
ello que su inactivacién mejora la respuesta al tra-
tamiento.'>'®

METODOLOGIA ACTUAL
Y EN DESARROLLO

Todas las alteraciones genéticas descriptas en
la seccion anterior han sido identificadas por dis-
tintos métodos moleculares. En general, hay dos
clases de métodos disponibles en la actualidad:
los basados en técnicas de hibridacién de sondas
marcadas como hibridacion fluorescente in situ
(FISH) e hibribidaciéon gendmica comparativa
(CGH)'"8 y aquellos basados en la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), ya sea en su ver-
sién convencional usando oligonucledtidos mar-
cados radiactivamente'® como por PCR en tiempo
real, con la ventaja de permitir la cuantificacién
de los productos amplificados en la reaccién.?*!
En la figura 4, se observa un ejemplo de deter-
minacion de la amplificacion del gen EGFR por
PCR en tiempo real en un glioblastoma multifor-
me. Hay variantes de PCR que permiten detectar
hipermetilacion de promotores;*** la reaccién de
PCR puede acoplarse también a secuenciacién di-
recta en el caso de deteccién de mutaciones.

Mis alld de estas herramientas, desde principios
de este siglo se vienen desarrollando nuevas me-
todologias que estdn comenzando a ser utilizadas
en el estudio de tumores cerebrales. Posiblemen-
te sean los chips de ADN (DNA-microarrays) los
mds promisorios. Esta tecnologfa permite adquirir
datos de expresion de todo el genoma en un unico
paso.?* En la figura 5, se puede observar un estu-
dio de oligodendrogliomas en donde las variacio-
nes en la expresion de un grupo de genes permite
diferenciar claramente las muestras que presentan
una pérdida alélica en 1p-19q de las que no la pre-
sentan. De la misma manera, se pueden identificar
genes que remarquen diferencias entre el grado
del tumor, que agrupen las muestras de acuerdo al
comportamiento frente a distintas terapias y esta-
blezcan evaluaciones prondsticas precisas.

Recientemente surgieron variantes de esta tec-
nologia, una de ellas denominada ChIP-on-chip
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Figura 4. PCR en tiempo real. Ejemplo de deteccion de amplificacién del gen EGFR
A) Curva de calibracién con 1,2 y 4 ng del gen de referencia (GAPDH)
B) Estimacion de la masa de ADN de la muestra (comparable a 4 ng) por cuantificacion del gen de referencia.

C) Curva de calibraciéon con |, 2 y 4 ng del gen de interés (EGFR)

D) Estimacion de la masa de ADN del gen de interés (EGFR) en la muestra (mucho mayor a 4 ng) que indica amplificacion del

mismo.

Figura 5. Andlisis
de la expresién
génica mediante
chips de ADN.
Ejemplo de andli-
sis supervisado de
oligodendroglio-
mas que presen-
tan (LOH) o no
(ROH) delecion en

Ipy 19q.

ROH

que permite analizar interacciones ADN-proteina
y por lo tanto, la actividad de factores de trans-
cripcidn y la remodelacién de la cromatina. Tam-
bién es posible el andlisis de polimorfismos de
nucledtido unico (SNPs), que permite determinar
imbalances alélicos (pérdida o ganancia de regio-
nes cromosomicas).

Otra drea de gran desarrollo que estd comen-
zando a aplicarse con fines diagndsticos es la es-
pectroscopia de masa para realizar estudios trans-
criptémicos.”?¢ La limitacién que presenta esta
técnica es la dificultad para identificar los pépti-
dos visualizados en el ensayo, ya que para ello
es necesario secuenciar los mismos (labor mds
dificultosa que la secuenciacion de ADN) o bien
revelarlos por medio de anticuerpos especificos.
De todos modos, se estdn construyendo bases de
datos con numerosos patrones proteémicos y con
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la identificacion de péptidos. Estas bases de datos
muy probablemente permitan en el futuro paliar la
limitacién mencionada previamente.

PERSPECTIVAS

En la ultima década, la biologia molecular se
ha convertido en una herramienta accesible en el
ambito clinico para el estudio de los tumores del
SNC. Dada la progresién geométrica observada
en el uso de estas técnicas, es de esperar que en
los préximos afios se generalice su aplicacidn.
Si ademads, tal como se especula actualmente, las
nuevas metodologfas (transcriptémica, proteémi-
ca, etc.) se suman al arsenal clinico disponible,
indudablemente se llegard a la situacion de poder
caracterizar cada tumor en forma individual. Estas
aplicaciones moleculares, sumadas a los métodos
de imdagenes moleculares basados en resonancia
magnética (espectroscopia, difusién), van a permi-
tir reflejar la heterogeneidad caracteristica de los
tumores del SNC algo que los métodos histolégi-
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