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Resumen

Los tumores malignos del sistema nervioso central constituyen un problema importante en oncologia
debido a que son de dificil tratamiento y tienen un alto porcentaje de resistencia a la terapia, ademas de
que su prondstico es muy pobre. El analisis de los cambios genéticos y moleculares asociados a la
iniciacién y progresion del proceso tumoral constituye una herramienta importante para establecer
grupos de tratamiento especifico, para reducir la incidencia de resistencia al mismo y para establecer
nuevos blancos terapéuticos.

Este articulo busca analizar diversos aspectos genéticos y moleculares subyacentes a la iniciacion y
progresion del tumor cerebral maligno mas frecuente, el glioblastoma multiforme, procesos que siguen
siendo poco conocidos. El andlisis se centrara en la via de supervivencia neuronal mediada por los
receptores tirosina quinasa (RTK) y sus blancos corriente abajo: PTEN, PI3K, Akt, nTOR y hexoquinasa.
Poco se sabe, sin embargo, acerca de cdmo cambios genéticos y moleculares en estas vias de sefializacion
celular se interrelacionan temporal y funcionalmente para determinar la progresion maligna y la
resistencia a la terapia en glioblastoma multiforme. En la actualidad se esta desarrollando un estudio in
vivo e in vitro utilizando especimenes quirtrgicos y lineas celulares de glioblastoma, para analizar sus
cambios genéticos y moleculares asociados a la via PI3K/Akt-PTEN, y realizar una correlacién con la
expresion de hexoquinasa, mTOR y telomerasa, y su importancia en cuanto a resistencia a la terapia.
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Contribution of the pi3k/akt-pten pathway and its
downstream targets to the initiation and progression of
multiform glioblastoma

Abstract

Central nervous system tumors represent an important problem in oncology because their treatment is
complicated because of a high degree of resistance to therapy and a poor prognosis. Studies on the
genetic and molecular changes associated with initiation and progression of the tumoral process
constitute an important tool in order to establish specific treatment groups, to reduce the incidence of
resistance to therapy, and to discover new therapeutic targets.

The present review aims to analyze diverse genetic and molecular characteristics associated to the
initiation and progression of the most common malignant central nervous system tumor, the multiform
glioblastoma (GBM). However, such processes are still poorly understood. This review will focus on
the neuronal survival pathway mediated by the tyrosine kinase receptors (TrKR) and their downstream
‘targets: PI3K, Akt, PTEN, mTOR, and hexokinase. Little is known about how genetic and molecular
changes in these signalling pathways are temporarily and functionally related to determine malignant
progression and resistance to therapy in GBM.

We are currently developing an in vivo and in vitro study using clinical samples and cell lines of
glioblastoma to analyze their genetic and molecular changes associated to the PI3K/Akt-PTEN pathway.
In addition, we intend to study how modifications in this cell pathway are correlated with the expression
and function of hexokinase, mTOR, and telomerase, aiming to explore their relevance in the development
of resistance to therapy.

Key words: Neoplasms, central nervous system, glioblastoma, PI3K, Akt, PTEN, hexokinase, mTOR,
telomerase.

Introduccion

La Organizacién Mundial de 1a Salud (OMS) clasi- y progresion del GBM, procesos que siguen siendo poco

fica los gliomas, que son los tumores primarios mas
frecuentes del sistema nervioso central (SNC), en gra-
dos I-IV dependiendo de la malignidad. El astrocitoma
grado IV o glioblastoma multiforme (GBM) se divide
en primario y secundario. El GBM primario se genera
como un evento de novo en ausencia de una lesion de
bzjo grado; el GBM secundario se desarrolla de forma
rogresiva a partir de una lesién de bajo grado (1,2).
L as GBM constituyen un problema importante en on-
cologia, ya que son considerados de dificil tratamien-
0. alto porcentaje de resistencia a las terapias conven-
~ionales y muy pobre prondstico (2,3).

La presente revision busca analizar diversos aspec-
s genéticos y moleculares subyacentes a la iniciacién

conocidos. El andlisis se centrard en la via de supervi-
vencia neuronal mediada por los receptores tirosina
quinasa (RTK) y sus blancos corriente abajo (PTEN,
PI3K, Akt, mnTOR, hexoquinasa), considerados impor-
tantes en los procesos de iniciacién y progresién de los
gliomas. Poco se sabe, sin embargo, acerca de c6mo
estas vias se interrelacionan temporal y funcionalmente
para determinar la progresién maligna y la resistencia
a la terapia.

Los cambios moleculares en esta via se constituyen
en blancos terapéuticos potenciales que han sido poco
explorados. Su andlisis representa una novedosa opor-
tunidad de racionalizar el tratamiento, reducir la resis-
tencia a los mismos y desarrollar nuevos blancos tera-
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péuticos basados en el bloqueo o la reinsercién de los
mecanismos celulares activados 0 modificados por las
alteraciones genéticas (4,5), y abre la posibilidad de te-
rapias sinérgicas contra diversos blancos moleculares.

En la actualidad se estan desarrollando un estudio
in vivo que utiliza especimenes quirdrgicos de GBM y
ensayos in vitro en lineas de glioblastomas, para anali-
zar sus cambios genéticos y moleculares asociados ala
via PI3K/Akt-PTEN, y su correlacién con la expresion
de hexoquinasa, mTOR y telomerasa. Con los ensayos
in vivo se espera determinar la correlacién de los cam-
bios moleculares de la via RTK/PI3K/Akt/mTOR/
hexoquinasa/telomerasa con la patologia y la clinica;
los ensayos in vitro permitirdn evaluar potenciales te-
rapias sobre esta via y correlacionar la respuesta a las
mismas con los cambios moleculares observados tanto
in vitro como in vivo.

Vias moleculares de iniciacion
y progresion de GBM

Cambios moleculares descritos en tumores
de origen astrocitico de diversos grados

El gen supresor tumoral P53 (TP53), un factor de
transcripcién que funciona como regulador de progre-
sion del ciclo celular e inductor de apoptosis (6), se
encuentra alterado genéticamente en el 60% de los ca-
80s con astrocitomas de bajo y alto grado de maligni-
dad, de tal forma que se altera en etapas tempranas
durante el proceso neopldsico en GBM (7). Pacientes
con el sindrome de Li-Fraumeni que portan mutacio-
nes germinales en el gen TP53 estdn predispuestos a
varias neoplasias, incluyendo tumores del SNC (8,9).
Sin embargo, no se ha establecido atin una relacién
causal directa entre pérdida de TP53 y formacién de
astrocitomas, pues ratones transgénicos TP53 -/- no
desarrollan astrocitomas, aunque si son mas propensos
a su transformacién maligna (10,11).

En astrocitomas de diversos grados se ha descrito
elevacién de la expresion del factor de crecimiento de-
rivado de plaquetas (PDGF) y su receptor (PDGFR)
(12,13). Estudios de expresion exdgena de PDGF han
demostrado su capacidad de inducir la formacién de
astrocitomas, en particular de GBM (13). Sin embar-
g0, no se han demostrado defectos en linea astrocitica
en modelos transgénicos PDGF -/- (14). PDGF parece
estar més involucrado en la migracién que en la proli-
feracién de astrocitos.
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La sobreexpresién de Ras oncogénico en astrocitos
genera la formacion de astrocitomas (15), de tal forma
que Ras contribuye a la iniciacién de estos tumores.
No se han identificado mutaciones en Ras en
astrocitomas (16), y por consiguiente tal aumento en la
actividad Ras parece depender de la sobreactividad de
los receptores RTK, ya sea por aumento de los factores
de crecimiento o sus receptores, por mutaciones del gen
de la neurofibromatosis tipo 1 (regula negativamente
Ras) o por otras vias (13,17).

El punto de chequeo del ciclo celular G1/S que es
controlado por el supresor tumoral RB, por quinasas
dependientes de ciclinas (CDK: CDK4 y 6) y por
inhibidores de quinasas de ciclinas (CKI: como INK4)
se encuentra alterado en asotrocitomas de alto grado
de malignidad, pero no en tumores de bajo grado, y
representa una via de progresién tumoral (18). Tales
alteraciones se presentan como mutaciones del inhibidor
de ciclina D y de CDK4-6, INK4 (codificado por el
gen CDKN2A), en 40%-57% de GBM, como amplifi-
cacién de CDK4 en 12%-14% de GBM o como pérdi-
da de RB en 14%-33% de GBM (18,19). Estas altera-
ciones genéticas permiten la progresion descontrolada
del ciclo celular y son mutuamente excluyentes. Esto
implica que las alteraciones de la via INK4A-CDK4-
RB pueden generar efectos equivalentes. En total, has-
tael 80% de GBM y el 50% de astrocitomas anaplasicos
poseen alteraciones en la via INK4A-CDK4-RB (2).
Su rol en progresién, mas no en iniciacién, tumoral ha
sido sustentado subsecuentemente por estudios efec-
tuados en ratones transgénicos INK4 -/- (20), median-
te inactivacién de RB (21) o por sobreexpresion de
CDK4 (22), los cuales no desarrollan astrocitomas.

Diferencias moleculares entre GBM
primario y secundario

Los GBM primarios, aunque comparten caracteris-
ticas clinicas, histolégicas y moleculares con los GBM
secundarios, poseen una cinética de desarrollo tumoral
diferente (tabla 1).

Las mutaciones en INK4 son comunes en GBM
primario (40%) y raros en GBM secundario (4%) (23),
mientras que mutaciones en TP53 son frecuentes en
GBM secundario (60%) e infrecuentes en GBM pri-
mario (10%) (24). Un hecho importante es que las
mutaciones en TP53 e INK4 son mutuamente
excluyentes en GBM (25).
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Desde el punto de vista funcional, en los GBM pri-
marios la funcién de TP53 parece estar alterada debido
a pérdida de ARF (segundo transcrito del gen
CDKN2A), que estabiliza P53, o por sobreactivacién
de MDM2, mientras que en los GBM secundarios TP53
se encuentra mutado directamente (26,27).

La amplificacién del receptor del factor de creci-
miento epidérmico (EGFR) se ha reportado en 40% de
los GBM primarios, pero es raro en los GBM secunda-
rios (24,28). Ademas, la mayoria (77%) de los tumores
que presentan amplificacién de EGFR también presen-
tan otras alteraciones genéticas intrinsecas del EGFR
que lo activan constitutivamente (29). Sin embargo, s61o
la presencia de alteraciones genéticas adicionales a las
del EGFR, como alteraciones en la via INK4A-ARF,
conducen a la formacién de tumores en modelos
transgénicos murinos (22).
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La pérdida del brazo largo del cromosoma 10 es la
alteracién cromosdémica mds comin en GBM (30).
Dentro de los genes asociados a esta alteracién, la pér-
dida del gen supresor tumoral PTEN (fosfatasa y ho-
mologo de tensina) se ha reportado en 30% de los GBM
primarios, pero es raro en GBM secundarios (31). El
que PTEN regule negativamente la via de superviven-
cia neuronal mediada por PI3K/Akt parece indicar que
esta via es vital en la formacién de GBM (2), como se
discutird en detalle mas adelante.

La activacién de la telomerasa ha sido descrita en
los glioblastomas (32). Los gliomas de bajo grado de
malignidad muestran un porcentaje bajo (0%-33%) de
actividad telomerasa, mientras que en GBM su expre-
sién aumenta y en algunos casos alcanza el 100% (33).

Tabla 1. Caracteristicas generales, genéticas y moleculares encontradas en GBM primario y GBM
secundario (adaptado con autorizacion de Zhu y Parada, 2002).

Caracteristicas GBM primario GBM secundario
Edad promedio (biopsia) 55 + 12 afios 39 =12 afios
Relacién hombres:mujeres 1,37:1 1:0,76
Amplificacién EGFR 60% 10%
Mutaciones P53 10% > 65%
Expresion MDM2 50% 10%
Expresién PDGFR <10% 60%
Pérdida PTEN 30% 4%
Mutaciones INK4 40% 4%
Telomerasa 100% 100%

La via PI3K/Akt-PTEN y su potencial
regulador de la iniciacion y progresion de GBM

Las neuronas requieren sefiales mediadas por fac-
tores de crecimiento para su supervivencia y prolifera-
cién. Muchas de las vias de sefializacion asociadas a
factores de crecimiento estdn mediadas por receptores
transmembrana que poseen un dominio tirosina quinasa
intracelular: los receptores tirosina quinasa (RTK) (34).
Luego de la unién de factores de crecimiento a RTK,
se activan sefiales corriente abajo asociadas a activa-
cién de las vias de sefializacion celular MAPK y PI3K/
Akt (35,36). Estas vias son una de las mas comprome-
tidas en diversos cénceres, ya que su alteracion libera a
las células de la necesidad de factores de crecimiento
externos para su proliferacién y supervivencia.

Descripcion de la via PTEN-PI3K/Akt

Las vias PI3K/Akt y MAPK (Raf/MEK/ERK) son
un punto crucial en el cual convergen diversas sefiales
de supervivencia celular (37,38). En las neuronas, la
fosfatidil-inositol-3-quinasa (PI3K) y su mediador co-
rriente abajo protefna quinasa B o Akt (PKB/Akt) me-
dian sefiales de supervivencia, diferenciacion y proli-
feracion neuronal (39,40).

La activacién de PI3K por RTK puede ocurrir por
medio de proteinas adaptadoras, como el sustrato del
receptor de insulina (IRS) (41), o directamente, por me-
dio de la via Ras (42). Esto parece indicar una alta
interrelacién entre Ras y PI3K (43,44).
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PI3K es un complejo heterodimérico que consiste
de una subunidad reguladora de 85kDa y una catalitica
de I00kDa que se encarga de la fosforilacion de lipidos
de inositol para generar 3-fosfoinositoles (PI: PI(3)P,
PI(3,4)P2 y PI(3,4,5)P3). Estos se unen a un dominio
homologo a plekstrina presente en una gran variedad
de moléculas de sefializacién, alterando su actividad y
localizacion subcelular (45). La regulacion de la su-
pervivencia por PI3K, en particular, estd mediada por
la activacion de Akt (46,47). Recientemente se ha de-
mostrado que la activacion de Akt requiere su transloca-
cion a la membrana plasmatica y la fosforilacion en
treonina 308 (Thr3Q8) y serina 473 (Ser473) (48,49).
La fosforilacion de Thr308 por accion de PI3K esta
mediada por la activacion de la quinasa-1, dependiente
de fosfoinositol (PDK1) (50). La quinasa que fosforila
Ser473, denominada PDK2, también depende de PI3K
pero no se ha identificado todavia. Los posibles candi-
datos abarcan la proteina Akt misma (por autofosforila-
cion) (51), la quinasa-2 activada por la quinasa activa-
da por mitégenos (MAPKAPK-2) (52) y la quinasa li-
gada a integrinas (ILK) (53).

Los blancos corriente abajo de Akt son diversos y
se han asociado a repuestas metabdlicas y de supervi-
vencia celular (54,55). Los sustratos de Akt incluyen
la inactivacion de mediadores proapoptéticos (Bad,
Bax, caspasa-9, factor de transcripcion Forkhead, GSK-
3, p53) y la activacién de proteinas antiapoptéticas (Bcl-
2, Bel-xL, IAP y mTOR) (47,56-58), que en conjunto
determinan las diversas funciones de la via PI3K/Akt.
Recientemente, la activacion del blanco mamifero de
rapamicina (mTOR) se ha asociado a la regulacién del
metabolismo y a la proliferacion celular mediante la
regulacién de la proteina ribosomal p70 quinasa S6
(P70S6K) (58) y a la resistencia a quimioterapia (59).
La inhibicion de mTOR mediante rapamicina o sus
analogos sintéticos ha demostrado efectividad contra
diversos canceres (59). Sin embargo, la funcién de
mTOR y su regulacion por la via PI3K/Akt es tumor-
especifica y poco conocida en gliomas (60).

El gen supresor tumoral PTEN es esencial en la su-
presion tumoral de un buen nimero de canceres (61,62).
La identificacion de PIP3, producto PI3K, como sustra-
to de PTEN indica que la principal funcién de PTEN
es ser regulador negativo de la via PI3K/Akt (63). Esto
se ha comprobado al establecer un aumento de la fun-
cion de Akt en casos de deficiencias en PTEN (64).

32
Revista Colombiana de Cancerologia 2004;8(3):28-38

Regulacion del metabolismo celular mediado
por PI3K/Akty su importancia en cancer

Ademas de su funcién en supresion de la muerte celu-
lar, los factores de crecimiento via PI3K/Akt también
regulan el metabolismo celular al modular la captacion
celular de glucosa (65,66), pero poco se conoce acerca
de su funcién en la regulacion del metabolismo de la
glucosa (glicolisis) y de como esta funcién contribuye a
las decisiones de supervivencia/muerte celular (67,68).

Las hexoquinasas (tipo 1y II), principales enzimas
reguladoras de la glicélisis, se asocian al canal anionico
dependiente de voltaje (VDAC) del poro de permeabi-
lidad transicional mitocondrial y utilizan el ATP deri-
vado de la mitocondria para catalizar el primer paso de
la glicolisis (69), que alimenta la mitocondria con NAD
(P)H y FADH2 requeridos para la produccién de ATP
(70). Con lo que, aunque la glicdlisis y la fosforilacion
oxidativa son dos mecanismos moleculares altamente
compartimentalizados, estan asociados de tal forma que
alteraciones de la generacion de sustratos mitocondria-
les derivados de la glicolisis causan alteracion de la
homeostasis mitocondrial (71,72). En modelos de au-
sencia de factores de crecimiento y de glucosa, la dismi-
nucién de la glicélisis se ha asociado de forma consis-
tente a estadios iniciales en apoptosis como reduccion
de ATP, translocacion mitocondrial de Bax, activacion
de JNK, disminucién ((m y liberacién de citocromo ¢
al citoplasma (73,74).

La sobreexpresién de Akt previene las alteraciones
asociadas a ausencia de factores de crecimiento y man-
tiene la supervivencia celular al estabilizar la bioenergé-
tica celular via incremento del transporte y el metabo-
lismo de glucosa (75). Se ha demostrado que Akt incre-
menta, o puede redistribuir, la actividad hexoquinasa,
de tal forma que la hexoquinasa permanece asociada a
la mitocondria y la muerte celular disminuye (76).

Estos estudios indican que el acoplamiento entre la
glicdlisis y la funcién mitocondrial es un prerrequisito
para que los factores de crecimiento y en particular Akt
medien sus efectos en supervivencia, particularmente
asociada a actividad hexoquinasa (76). De tal forma
que, a diferencia de las proteinas antiapoptoticas de la
familia Bcl-2, que mantienen la homeostasis mitocon-
drial y la supervivencia celular ain en presencia de
metabolismo celular disminuido (77,78), la superviven-
cia celular mediada por PI3K/Akt requiere un suple-
mento continuo de sustratos metabdlicos derivados de
la glucosa y por lo tanto depende del metabolismo ce-



lular (75,79). La inhibicién de la via glicolitica a través
de la inhibicién de la via PI3K/Akt podria determinar
eventos que llevan las neuronas a su muerte celular y
constituyen un blanco terapéutico poco explorado en
cancer y en GBM en particular.

En conjunto, estos estudios demuestran la importan-
cia del metabolismo de la glucosa en las neuronas como
un regulador clave de eventos tempranos que modulan
las decisiones de muerte/supervivencia celular.

La alta tasa glicolitica del cdncer (conocida como
el «enigma metabdlico» del cancer), que constituye la
base molecular de los estudios actuales de imagenologia
en neoplasias (80), es uno de los principales fenotipos
asociados con la transformacién maligna y ha sido re-
conocido por mas de setenta aflos (81). Estudios re-
cientes han demostrado que tal fenotipo se basa en un
aumento de la expresién y actividad de hexoquinasa
(81,82). Esto ocurre por mecanismos de amplificacién
génica (83), por sobreactivacién del promotor de
hexoquinasa (84) y por modificaciones epigenéticas
(85). Los avances en el conocimiento de las vias
moleculares involucradas en el fenotipo altamente
glicolitico del cancer, en particular el rol pivote de la
hexoquinasa y su regulacién por la via PI3K/Akt, con-
vierten de nuevo el perfil bioenergético del cancer en
un 4rea importante de investigacién y en un blanco te-
rapéutico que merece un andlisis profundo (86).

Por consiguiente, el desarrollo de terapias dirigidas
contra componentes especificos de la via PI3K/Akt y
sus blancos corriente abajo es, en la actualidad, una de
las principales opciones para el control de los GBM,
asf como para disminuir su resistencia a las terapias
actuales (87,88).

La telomerasa en cdncery su
correlacion con la via PI3K/Akt

Los telémeros son las estructuras que se encuen-
tran en los extremos de los cromosomas, constituidas
por secuencias repetitivas de ADN (TTAGGG)n, y que
contribuyen al mantenimiento y la estabilidad cromoso-
mica, a la viabilidad y al control del ciclo celular (89).
La telomerasa es una ribonucleoproteina compuesta por
una subunidad catalitica ("TERT) y una subunidad de
RNA (hTER), que se encarga de la sintesis de los tel6-
meros por medio de adicion de repeticiones teloméricas
(90). Las células germinales poseen niveles altos de
telomerasa, mientras que las células somaticas son de-
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ficientes en telomerasa y sus telémeros se acortan con
cada division celular hasta alcanzar una longitud criti-
ca, lo que lleva a muerte o senescencia celular (91). La
expresion de la telomerasa y el mantenimiento telomé-
rico se han asociado con proliferacion ilimitada e
inmortalidad celular, y se ha determinado reactivacion
de telomerasa en una gran variedad de canceres (92),
de tal forma que aquélla podria constituir un paso esen-
cial de la tumorogénesis (33,93).

Pocos estudios han analizado el potencial de la via
Pi3K/Akt de regular la actividad telomerasa. Se ha
demostrado que Akt regula positivamente la actividad
telomerasa por regulacion de la expresion a nivel trans-
cripcional y postranscripcional de su subunidad cataliti-
ca (94,95), pero tales anélisis en GBM no se han
explorado.

Debido a que recientemente se demostré que la
subunidad catalitica de la telomerasa, mas no la
inactivacién de P53 o P53/RB, es el tinico cambio capaz
de iniciar tumorogénesis (96), se sugiere que la expre-
sién de telomerasa se asocia con la progresién de
gliomas no malignos a malignos (96). Con base en estos
hallazgos y en la alta expresion de telomerasa en GBM,
la regulacién de la actividad telomerasa mediada por
PI3K/Akt en GBM merece ser analizada en detalle.
Tales andlisis podrian contribuir a definir terapia
antitelomerasa en GBM.

Conclusiones

Se considera que la via de supervivencia neuronal
mediada por RTK, PI3K/Akt y sus blancos corriente
abajo es de primordial importancia en la iniciacién y
progresion del proceso neopldsico anivel del SNC. Sin
embargo, poco se conoce acerca del papel que cumple
tal via en la regulacion de la alta rata metabdlica tumoral
y en la regulacién de la telomerasa.

La hipétesis de trabajo que manejamos se basa en
que la via PI3K/AKkt estd alterada en los GBM, debido
a amplificacién de EGFR, mutaciones en PTEN o mu-
taciones propias de PI3K, y su sobreactivacién cumple
un papel clave en la regulacion de la alta tasa glicolitica
por medio de la regulacién de la expresion y/o la fun-
cién de la hexoquinasa, en la proliferacion celular por
regulacién de mTOR y en la malignizacién por regula-
cién de la expresion de telomerasa. Todas estas altera-
ciones actian de forma conjunta para determinar la ele-
vada tasa de resistencia a la terapia observada en GBM.
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Nos hemos planteado un proyecto de investigacién
in vivo e in vitro con el cual buscamos realizar una
correlacidn clinica/histolégica/molecular de via PI3K/
Akt y sus blancos corriente abajo (hexoquinasa, mTOR

y telomerasa), para contribuir al conocimiento de su
papel en la iniciacién y progresién tumoral, y como
posibles blancos de inhibicién farmacolégica.
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