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Abstract:

Los gliomas constituyen el tipo mas comun de tumor cerebral primario. En el
caso de los gliomas de alto grado el prondstico es altamente desfavorable y la
tasa de supervivencia es baja, esto se debe en parte a la gran capacidad
invasiva que tienen las células de este tipo de tumores. Las Rho GTPasas son
miembros de la superfamilia de proteinas Rasque juegan un papel importante
en la dinAmica del citoesqueleto de actina y, por lo tanto, en la motilidad celular.
Lograr entender qué papel desempefian estas proteinas, sus efectores y/o sus
reguladores en las células invasivas de glioma podria dar a conocer nuevas
dianas terapéuticas para mejorar el pronostico de los pacientes diagnosticados
con algun tipo de glioma de alto grado. El objetivo de este trabajo es revisar los
avances que se han producido hasta ahora en el conocimiento del papel de las
Rho GTPasas en el proceso de invasion de células de glioma.

Gliomas are the most common type of primary brain tumor. In the case of high-
grade gliomas, the prognosis is unfavorable, and the survival rate is low, this is
partly due to the high invasive capacity of the cells of this type of tumors. Rho
GTPases are members of the Ras superfamily of proteins. Rho proteins play an
important role in actin cytoskeleton dynamics and, therefore, in cell motility.
Understanding the role of these proteins, their effectors and / or their regulators
in invasive glioma cells could provide new therapeutic targets to improve the
prognosis of patients diagnosed with some type of high-grade glioma. The
objective of this work is to review the advances that have been made so far in
the knowledge of the role of Rho GTPases in the process of glioma cell

invasion.
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Abreviaturas:

GBM: Glioblastoma e TM: Microttbulos Tumorales

IDH1: Isocitrato Deshidrogenasa 1 e PI3K: Fosfatidil Inositol 3 Quinasa
GEF: Factores Intercambiadores e mDia: Mammalian formin

de Guanina Diaphanous-related

GAP: Proteinas Activadoras de e ROCK: Proteina Quinasa asociada
GTPasas a Rho

GDI: Inhibidores de la Disociacion e CA: Constitutivamente Activo

de Guanina e IMM: Small-Molecule Intramimmic

ECM: Matriz Extracelular
FAK: Quinasa de Adhesion Focal
GSC: Células Madre de Glioma

Introduccion:

Definicidn v clasificacion de los gliomas.

Las células de la neuroglia son un componente muy importante del sistema
nervioso central ya que son las responsables de dar soporte mecéanico y
aportar energia a las neuronas, asi como también se encargan de la recogida
de sustancias de desecho, este conjunto de células estd formado por los
astrocitos, los oligodendrocitos y las células ependimarias, entre otras (Snell,
2007; Unidad de Neurocirugia RGS, 2018). Los gliomas pueden surgir a partir
de los tres tipos celulares mencionados anteriormente, por lo que existen
diferentes tipos de gliomas como: (i) los astrocitomas, que son los mas
comunes y dentro de los que se incluye el astrocitoma, astrocitoma anaplasico
y el glioblastoma (GBM), el méas frecuente de todos los gliomas. Por otro lado,
tenemos también, (i) los ependimomas que comprende el ependimoma
anaplasico, ependimoma mixopapilar y el subependimoma vy (iii) los
oligodendrogliomas que agrupan el oligodendroglioma, oligodendroglioma

anaplasico y el oligoastrocitoma anaplasico (Mayo Clinic, 2017).



Los gliomas son llamados tumores intra-axiales debido a que aparecen en el
interior del parénquima del cerebro y son el tipo de tumor cerebral primario mas
frecuente, aproximadamente el 33% de los tumores cerebrales son gliomas
(The Johns Hopkins University, no date). Desde 1979, la Organizacién Mundial
de la Salud cre6 un sistema de clasificacion para asignar un grado a los
tumores cerebrales primarios segun las células a partir de la que se origina, el

potencial de crecimiento y la agresividad del tumor (Sinning, 2017).

e Tumores de grado I: son tumores de bordes definidos, las células
parecen casi normales. Son tumores de crecimiento lento y la
probabilidad de que se conviertan en tumores de mayor malignidad es
baja. Los tumores de grado | pueden ser eliminados en su totalidad

mediante neurocirugia.

e Tumores de grado Il: limites del tumor imprecisos o de extension difusa,
crecimiento lento. Algunos pueden dar lugar a tumores de mayor
malignidad.

e Tumores de grado lll: tumores invasivos con células anaplasicas y una
mayor tasa de crecimiento.

e Tumores de grado IV: son tumores con una tasa de mitosis elevada,

presentan angiogénesis y areas de necrosis.

Los tumores infiltrantes (grado I, Il y IV) ademas de la cirugia, para su
eliminacién completa suele ser necesario recurrir a radioterapia y quimioterapia
(Sinning, 2017).

Segun la clasificacion de tumores del sistema nervioso central del 2016 por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el diagnéstico de estos tumores
ademas de basarse en pardmetros microscopicos también debe tener en
cuenta parametros moleculares (Louis et al., 2016). Esta nueva clasificaciéon
afecta principalmente a tumores gliales del adulto y a tumores embrionarios
(meduloblastomas). Entre los rasgos que destacan en los estudios moleculares
estan: la mutacion de IDH1 en los gliomas difusos; co-delecion 1p/19q en los
oligodendrogliomas, entre otros (Ramirez Garcia, 2017). Segun esta nueva
clasificacion los gliomas se clasifican en focales (BRAF-1) y en difusos con IDH

mutado o nativo (Fig 1.).
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Figura 1. Clasificacién actual de los gliomas segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS).
Imagen recuperada de “Clasificacion de los tumores del SNC, patrones genéticos y
moleculares” de Ramirez Garcia, J.R.

Los gliomas de alto grado, son tumores con una pronostico desfavorable a
pesar de los afios que se lleva investigando, esto se debe a que son altamente
invasivos por lo que es dificil tratarlos quirdrgicamente, por ejemplo, en el caso
de pacientes a los que se les diagnostica con GBM (astrocitoma de grado V)
por primera vez el tiempo estimado de supervivencia es inferior al afio y medio,
mientras que el caso de pacientes con tumores recurrentes, este tiempo
disminuye a s6lo 6 meses (Khalil et al., 2014; Sharma, Juthani, & Vogelbaum,
2017). En los gliomas de grado 1V, la tasa de supervivencia para aquellos que
tienen IDH mutado es del 31%, mientras que para aquellos que presentan un
IDH nativo esta tasa desciende a un 15% (Parsons et al., 2008). Los GBM, que
es el tipo de glioma mas agresivo, se suelen tratar con reseccion quirdrgica
seguida de quimioterapia con temozolomida y radioterapia, sin embargo, en
vista de las bajas tasas de supervivencia se hace necesario seguir investigando
nuevas dianas terapéuticas que permitan mejorar el pronostico de los pacientes

con gliomas de alto grado.



Rho GTPasas: definicion y funcion.

Las Rho GTPasas son una familia de pequefias proteinas G monoméricas,
pertenecientes a la superfamilia de las proteinas Ras. La subfamilia de las
proteinas Rho se caracteriza porque la mayoria actan como interruptores
moleculares que regulan la dindmica de los filamentos de actina del
citoesqueleto. Existen 20 genes que codifican para proteinas Rho en la especie
humana (tabla 2.), la mayoria de estas proteinas se encuentran activas y son
capaces de estimular diversos efectores corriente-abajo cuando estan unidas a
GTP, y se encuentran inactivas al estar unidas a GDP. Existen tres tipos de
proteinas encargadas de la compleja regulacion de la actividad de las Rho
GTPasas: GEFs, que las activan; las GAPs, que catalizan la hidrdlisis de GTP
a GDP actuando como inhibidor de las Rho GTPasas; y los GDIs, que
disminuye los niveles de GTPasas activas (Ridley, 2015). Se conocen
aproximadamente 80 GEFs y mas de 70 GAPs lo que da a entender que tanto
la actividad como la localizacion de las Rho GTPasas estan regulados por una
multitud de complejas vias de sefalizacion que dependeran del contexto

espaciotemporal en el que se encuentren (Sadok and Marshall, 2014)

Tabla 2. Clasificacion y funcion de los miembros de la familia de Rho GTPasas en mamiferos.

Subclase Efecto en el citoesqueleto Miembro de la familia Rho
Subclase Cdc42 flipodios Cdc42, RhoO (TC10), RhoJ (TCL)
Subclase RhoUV filopodios y lamelipodios RhoU, RhoV
Rac Lamelipodios Racl, Rac2, Rac3, RhoG
RhoBTB estabilidad proteica RhoBTB1, RhoBTB2, RhoBTB3
RhoH - RhoH
Subclase Rho regulacion positiva de fibras de estrés y RhoA, RhoB, RhoC
adhesiones focales
Rnd regulacidn negativa de fibras de estrés y Rnd1, Rnd2, Rnd3
adhesiones focales
RhoF Transporte de vesicula, filopodios RhoD, RhoF

Esquema de los miembros de la familia de las Rho GTPasas en mamiferos clasificados en subclases y
segun la funcién que cumplen respecto al citoesqueleto. Nota: basada en la informacion encontrada en
“Boureux, A., Vignal, E., Faure, F. and Fort, P., Evolution of the Rho family of ras-like GTPases in
eukaryotes” https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2665304/



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2665304/

Las Rho GTPasas mas estudiadas son: Racl, RhoA y Cdc42 que también son
los miembros de esta familia de GTPasas mejor conservadas a través de la
evolucién de las especies eucariotas, ya que se pueden encontrar tanto en
animales como en plantas y hongos (Boureux et al., 2007). Se ha establecido
gue Rac es capaz de promover la formacion de lamelipodios en respuesta a la
estimulacion por ciertos factores de crecimiento como PDGF, los lamelipodios
se pueden observar frecuentemente en la region apical de grupos de células,
dirigiendo la migracion (Sadok and Marshall, 2014; Ridley, 2015). Por otra
parte, RhoA posee la capacidad de formar las fibras de estrés de actina y con
esto ensamblar adhesiones focales cuando es estimulado por factores de
crecimiento (Ridley and Hall, 1992). Se descubrio que Cdc42 promueve la
formacion de filopodios que estan implicados en la migracion celular dirigida,
pueden iniciar el contacto célula-célula cuando las células epiteliales se estan
acercando unas a otras y también estan relacionados con el proceso de

angiogénesis (Ridley, 2015).

Las Rho GTPasas son importantes en diversos procesos celulares, ya que
pueden regular el metabolismo lipidico, los microtibulos y estructuras de
actina, las proteinas reguladoras del ciclo celular y de la apoptosis, entre otros.
Todo esto es posible gracias a que los diferentes miembros de la familia de las
Rho GTPasas esta relacionado con un gran numero de efectores celulares, por
lo que una alteracion en estas proteinas efectoras o en las proteinas
reguladoras de las Rho podria dar lugar a diferentes enfermedades, entre estas

el cancer (del Pulgar et al., 2005).

Objetivo del trabajo:

El objetivo principal de este trabajo es hacer un estudio bibliografico de los
avances mas recientes que se han establecido en la relacion que existe entre
la capacidad altamente invasiva de los gliomas de alto grado y las GTPasas
Rho.



Métodos y técnicas:

Desde hace mas de 15 afios, se busca la relacion que puede existir entre la
Rho GTPasas y la capacidad invasiva de los gliomas de alto grado, hoy en dia
conocer el papel exacto que pueden tener las proteinas Rho GTPasas podria
ser un gran avance a la hora de establecer nuevas dianas terapéuticas que

permitan mejorar el prondstico de pacientes que con gliomas de alto grado.

Busqueda de la literatura:

Para la busqueda de la literatura se emplearon las bases de datos
computarizadas PubMed/MEDLINE (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/),

principalmente, y Google Scholar (https://scholar.google.es/). Para empezar, se

realizaron busquedas relacionadas con los gliomas y su clasificacion e
incidencia y busquedas entorno a las proteinas Rho GTPasas: sus
caracteristicas y los miembros mas estudiados de esta familia. Finalmente,
para el cuerpo del trabajo se hicieron busquedas avanzadas en PubMed
relacionando los gliomas, las Rho GTPasas y la invasién/migracion tumoral.

Las palabras claves mas empleadas en los motores de busqueda fueron:

e Glioma

e Glioma classification

e Rho GTPases AND invasion/migration

« Rho GTPases AND cancer

e Rho GTPases AND glioma

e Glioma AND Rho GTPases AND invasion/migration

Empleando estas palabras claves, se encontraron diversos articulos que
podian ser de utlidad para el trabajo. Para acotar la busqueda se
seleccionaron sélo los articulos de revision. También se acot6 la busqueda a

los ultimos cinco afios.

La introduccion se realiz6 a partir de la busqueda de las siguientes palabras
claves, centrdndonos en los gliomas y las Rho GTPasas y sus aspectos mas

generales como clasificaciéon y caracteristicas.
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Palabras clave Publicaciones (PubMed) | Publicaciones (Google Scholar)
Glioma 8371 393000
Glioma classification 243 --
Rho GTPases + cancer 5887 --
glioma + Rho GTPases 274 21800

Para el desarrollo del trabajo, se revis6 que en los articulos se relacionara la
capacidad invasiva de los gliomas con algun miembro de la familia de las Rho
GTPasas. En el caso de las busquedas realizadas en Google Scholar se
seleccionaron también los articulos con mayor cantidad de citaciones y los mas
recientes (ultimos cinco afos). De esta manera, se seleccionaron un total de 8
articulos para basar el presente trabajo y a partir de las referencias
bibliograficas de éstos se encontraron mas articulos de interés para el trabajo

gue también fueron empleados.

Palabras clave Publicaciones Publicaciones (Google
(PubMed) Scholar)
glioma + Rho GTPases + invasion 8 --
glioma + Rho GTPases + migration 10 --
glioma+ Rac 5 6270
Glioma+ RhoA 28 6720
Glioma+Cdc42 12 4560

Resultados:

Caracteristicas del proceso invasivo de los gliomas:

En general, el proceso de invasion por parte de las células tumorales depende

de diversos factores como la interaccion con la matriz extracelular (ECM) y con
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células adyacentes y diferentes procesos de motilidad celular. La motilidad es
una capacidad que presentan las células sélo en determinados estadios, como
durante el desarrollo embrionario, y es un proceso que estd altamente
controlado por diversas proteinas, por lo tanto, que una célula tumoral presente
esta capacidad sugiere que dicho proceso de regulacién esta alterado (Demuth
and Berens, 2004).

En el caso de las células de glioma, se observa que principalmente invaden
zonas extracelulares del cerebro como las areas alrededor de los vasos
sanguineos o las zonas de parénquima cerebral, rara vez metastatizan fuera
del cerebro y no lo hacen a través del sistema circulatorio ni el linfatico (Manini
et al.,, 2018). Las células de glioma a la hora de invadir lo hacen
preferentemente de manera individual de forma ameboide o mesenquimal y
para esto siguen diferentes rutas. Esta forma de invasion es la mas efectiva y
es casi imposible de detectar por técnicas de diagnoéstico por imagen (Manini et
al., 2018).

La célula genera protrusiones, gracias a la elevada polimerizacion de los
filamentos de actina, dirigidas en el sentido de la migracion, para poder avanzar
segregan metaloproteasas para degradar la ECM, de manera que crean
nuevos caminos a traveés de los cuales la célula puede avanzar. Esto es posible
gracias a los grupos de integrinas presentes en las protrusiones o
pseudoépodos que interactian con la ECM, estas integrinas reclutan proteinas
sefalizadoras, lo que desencadena la fosforilacion/desfosforilacion de las
adhesiones focales gracias a la accion de la FAK. Es en las zonas de contacto
focal entre la célula y la ECM donde se comenzaran a reclutar las proteasas
gue finalmente acaban degradando la ECM para favorecer el progreso de la

invasion (Manini et al., 2018).

Al igual que las células madres neurales, las células de glioma prefieren migrar
empleando estructuras cerebrales preexistentes, en base a esto se han
determinado varias rutas de invasién que las células de glioma pueden emplear
(Fig 2) (de Gooijer, Guillén Navarro, Bernards, Wurdinger, & van Tellingen,
2018), como:
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Los conductos de sustancia blanca compuestos en su mayoria por
axones mielinicos y el cuerpo calloso, que es la estructura mas grande
de estos conductos, es una gran red de fibras nerviosas que conecta
ambos hemisferios cerebrales y, por lo tanto, suele ser empleado por las
células de glioma para invadir el hemisferio opuesto del cerebro donde
se genera el tumor (de Gooijer et al., 2018).

El espacio perivascular que rodea los vasos sanguineos, donde las
células tumorales tienden a desplazar a los astrocitos y tienen mejor
acceso a nutrientes y oxigeno.

El parénquima cerebral que debido a su alta densidad supone una
barrera fisica de importancia contra la invasion, sin embargo, como ya
se mencion6 antes, las células de glioma son capaces de modificar la

ECM para continuar su invasion (Manini et al., 2018).

Espacio leptomeningeo o subaracnoideo

Leptomeningeal
space
Sed Brain
T B parenchyma

Perivascular
space
White matter tracts:

corpus callosum

Tronds in Molecular Medicine

Figura 2. Esquema representativo de las rutas de invasion seguidas por las células de glioma.
Las células prefieren migrar a través de estructuras cerebrales ya existentes como el espacio
leptomeningeo, el parénquima cerebral, el cuerpo calloso o el espacio perivascular. De
Gooijer, M.C., Guillén Navarro, M., Bernards, R., Wurdinger, T. & van Tellingen, O. (2018). An
Experimenter’s Guide to Glioblastoma Invasion. Trends in Molecular Medicine. Imagen
recuperada de https://doi.orq/10.1016/j.molmed.2018.07.003.
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Las caracteristicas que presentan estas células tumorales invasivas hacen
pensar que son las Glioma Stem Cells (GSC) las responsables del inicio, la
capacidad invasiva y de la recurrencia del tumor. Las GSC estan muy
influenciadas por el microambiente que las rodea, al cual se le conoce como
microambiente tumoral (TME) y a su vez este TME esta influenciado por las
GSC, esta relacion promueve la proliferacion, la angiogénesis y la invasion
(Manini et al., 2018).

En relacién a la invasion y el papel de las proteinas Rho GTPasas, se ha
descubierto que las células de glioma son capaces de regular algunos
miembros de esta familia como Racl, Cdc42 o RhoA en funcion de la ruta de
invasion preferente. En un estudio, en el que se empled la transferencia de
energia por resonancia de fluorescencia (FRET) se observé en las imagenes
obtenidas que las células en la periferia del tumor que presentaban varias
protrusiones tenian mayor actividad de Racl. También se observd que las
células que invaden via el parénquima cerebral tienen mayores niveles de
Racl y Cdc42 y una menor actividad de RhoA (Hirata et al., 2012). Por lo que
es interesante seguir investigando si existen patrones similares en las otras

rutas de invasion seguida por las células de glioma.

Recientemente, se ha descubierto la existencia de unas protrusiones de
membrana dinamicas formadas principalmente por actina y conexina 43, que
pueden medir aproximadamente 50 pum o mas de longitud y que ademas son
ultradelgadas y se extienden a partir del tejido formado por los gliomas de alto
grado. Se considera que estas estructuras tienen una gran importancia en la
invasion y en la proliferacion de estas células tumorales y son conocidas como
TM (Osswald et al., 2015). Estos TM forman una especie de red que es capaz
de conectar las células tumorales entre si, permitiéndoles mejorar su
homeostasis y capacidad invasiva gracias a la comunicacion que se establece
entre ellas. También se considera que los TM son responsables de la
resistencia que este tipo de tumores presentan a la radioterapia (Weil et al.,
2017a).
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Rac 1:

La funcidn principal de las proteinas Rac es la regulacion de la organizacion del
citoesqueleto, el crecimiento celular y el mantenimiento de las células madres
durante el proceso de desarrollo, las proteinas Rac estdn formadas por 4
miembros: Racl, Rac2, Rac3 y RhoG (Lai et al., 2017).

La proteina Racl es uno de los miembros mas estudiados de la familia de las
Rho GTPasas, es uno de los principales reguladores del citoesqueleto en
relacion con la endocitosis y al trafico de vesiculas, la progresion en el ciclo
celular, la migracion y la adhesion celular (Cardama et al., 2014). El estudio
realizado por Salhia et al., sugiere que existe una relacion entre Racl y la
migracion e invasividad de los gliomas demostrando que en los astrocitomas de
alto grado existe una hiperactivacion de esta proteina en comparacion a los
gliomas de bajo grado, se observd que dicha proteina se encuentra localizada
en la membrana plasmatica de células de GBM, pero no en astrocitomas de
bajo grado. El estudio sugiere que la hiperactivacion de Racl se debe a la
accion de sus GEF como Trio, Ect2, Vav3, que se encuentran sobre
expresados. Aparentemente los niveles de Racl en GBM estan regulados a
nivel postranscripcional, ya sea por un aumento en la estabilidad de su ARNm,
en su tasa de traduccion o en la estabilidad proteica (Jarzynka et al., 2007;
Salhia et al., 2008). Segun este mismo estudio realizado in vitro, sobre lineas
celulares de GBM (U87MG y SNB19), el hecho de que Trio, Ect2 y Vav3 se
encuentren sobre expresados en GBM, favorece la invasividad de las células
tumorales, lo que convierte a estos GEF en posibles dianas terapéuticas
(Salhia et al., 2008).

En el caso de los GBM, una de las vias de sefalizacion que mas
frecuentemente se ve alterada es la via de PI3K a causa de la pérdida parcial o
total de la expresion de PTEN (causa mas comun); mutaciones en los
receptores de factores de crecimiento o bien mutaciones en la propia enzima
(Brennan et al., 2013). P-Rex1 es también un GEF y por lo tanto un activador
de Rac, cuya actividad se ve favorecida en presencia de fosfatidilinositol 3,4,5
trifosfato (PIP3), un segundo mensajero de la via de la PI3SK (Welch et al.,

2002). Recientemente, un estudio realizado in vivo demostré que P-Rexl se
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encuentra sobre expresado en varios GBM y se relaciona esta proteina con la
capacidad invasiva de las células tumorales de GBM, al igual que ya se ha
hecho con otros tipos de canceres como el cancer de prostata (Qin et al., 2009;
Gont et al., 2017). El hecho de que P-Rexl1 se encuentre sobre expresado en
este tipo de tumores podrian ser un puente de union entre una de las
mutaciones mas comunes presentes en el GBM y las proteinas Rac, que como
ya se ha visto anteriormente, juega un papel muy importante en la
estructuracion del citoesqueleto y la motilidad celular, por lo tanto, relaciona
directamente las alteraciones en la via de PI3K con la gran capacidad de
invasion de los GBM (Gont et al., 2017).

Otro GEF cuyos niveles también se ven alterados en los gliomas de alto grado,
es Dock7, perteneciente a la familia de DOCK, su funcion es la de activar a la
proteina Rac. Segun otro estudio, los niveles de Dock7 se estan
significativamente mas elevados en astrocitomas de alto grado en comparacion
con tejido nervioso no tumoral, se observa también que al comparar los niveles
de Dock7 de pacientes con una esperanza de vida corta (media 401 dias) y
pacientes con una esperanza de vida mas larga (media 952 dias), empleando
la base de datos GSE4290, los niveles de expresion de Dock7 son mas
elevados en el primer grupo. En dicho estudio, se sugiere que Dock7 es el
responsable de mediar la activacion de Rac a través HGF, un factor de

crecimiento capaz de activar a Racl en diferentes tejidos (Murray et al., 2014).

Por otro lado, las semaforinas son una familia de proteinas que actian como
guimiorepelentes que guian el crecimiento axonal, se ha observado que la
semaforina3A interactia con el receptor neuropilinl, un receptor que ya habia
sido relacionado con la invasion de células de GBM. La interaccion entre este
ligando y su receptor promueve la activacion de Racl (Bagci et al., 2009). Por
otra parte, se ha observado que la semaforina5A y su receptor plexin-b3 son
capaces de inhibir de manera significativa la migracion e invasion de células de
glioma a través de la inactivacion de Racl gracias a la accion de RhoGDla y a
la estimulacion de la diferenciacion de las células de glioma. En los casos de
los astrocitomas de alto grado, se ha observado que, a diferencia de la

semaforina3A, la semaforina5A tiene una expresién reducida (Li, Law and Lee,
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2012; Fortin Ensign et al, 2013), lo que también podria explicar la
hiperactivacion en este tipo de gliomas.

RhoA:

RhoA esté involucrado en diferentes funciones celulares como la adhesion
celular, supervivencia, migracion celular, division celular, transporte de
vesiculas y la expresion de diversos genes. En cuanto a la motilidad celular,
RhoA actlia activando a dos proteinas: mDia (mammalian formin diaphanous-
related) y ROCK (proteina quinasa asociada a Rho). mDia est& relacionada con
la polimerizacion de los filamentos de actina, favoreciendo la adicion de
monomeros de actina por el extremo de crecimiento rapido del filamento
(Wheeler & Ridley, 2004) y ROCK, ademas de favorecer el crecimiento de los
filamentos de actina, también es capaz de inducir la contraccion celular gracias
a la actomiosina, la cual es importante en el proceso de desprendimiento de la
parte posterior de las células, lo que permite la migracion celular (Wheeler &
Ridley, 2004). La accion conjunta de mDia y de ROCK es importante en la

regulacion de los microtubulos y en la formacion de las fibras de estrés.

En el caso de los gliomas de alto grado, como el GBM, se ha demostrado que
tanto mDia como ROCK pueden estar involucrados en el establecimiento de la
direccion que seguiran las células durante el proceso de invasion (de Gooijer et
al., 2018). Se ha demostrado que la inhibicibn de mDia provoca la pérdida de la
migracion direccional en células U251, pero no inhibe la migracion aleatoria in
vitro (Arden et al., 2015). Por otra parte, se ha demostrado que como estrategia
terapéutica para el tratamiento de GBM es mucho mas efectivo la activacion de
mDia a través de sus agonistas, como IMM (Small-Molecule Intramimmics), una
pequefia molécula capaz de evitar la auto-inhibicién de mDia. Con la activaciéon
de mDia se inhibe la motilidad celular y también se disminuye la invasién por
parte de las células del GBM cuando estan dispuestas de forma esferoide,

tanto en modelos in vivo como ex vivo (Arden et al., 2015).

Un estudio con neuroesferas derivadas de gliomas de alto grado IDH1-Wild
type de diversos pacientes, donde también se evallan los efectos del agonismo
de mDia con IMM, tanto en la invasividad como en la formacion de los TM

(protrusiones ricas en microtubulos estabilizados, F-actina y conexina 43,
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mencionados anteriormente), determiné que en estas muestras clinicamente
mas relevantes, IMM es capaz de inhibir la invasion, provocando la
transformacion de las células de los bordes de las neuroesferas a una
morfologia ameboide no movil y también inhibe la formaciéon de los TM
enriquecidos, a los que se les responsabiliza de la quimioresistencia de los
gliomas de alto grado y de su gran invasividad (Pettee et al., 2019). Se observo
también que IMM no es citotoxico y ademas los efectos observados eran
reversibles al eliminar a IMM, demostrando que IMM era el responsable de
dichos efectos, por lo tanto podria emplearse como tratamiento de un sélo
agente (Pettee et al., 2019).

Los gliomas de alto grado tienen tendencia a desplazarse a la zona
subventricular de los ventriculos laterales, aunque en el caso del GBM no se
sabe si se desplaza hasta dicha zona o si este es su punto de origen (Qin et al.,
2017). Sin embargo, un estudio ha demostrado que las células precursoras
neurales presentes en la zona subventricular secretan pleiotrofina, un factor de
crecimiento que junto con otras proteinas actla como quimioatrayente para las
células de glioma (Qin et al., 2017). La pleiotrofina es capaz de activar la via
Rho/ROCK. ROCK, como ya se mencion6 antes, favorece la motilidad celular
es por este motivo, que se considera que la pleiotrofina actia como
guimioatrayente al activar esta ruta. También cabe destacar que el uso de
inhibidores de ROCK disminuy6é la invasibn en la zona subventricular,
involucrando aun mas la activacion de ROCK con la invasion de esta zona
concreta del cerebro (Qin et al., 2017). Este hecho es importante teniendo en
cuenta que el contacto entre el glioma y la zona subventricular esta asociada
con una mayor mortalidad y mayor recurrencia en el caso del GBM (Mistry et
al., 2017).

StarD13 es un GAP de Rho que funciona inhibiendo la actividad de RhoA y de
Cdc42 y que, ademas, actla como un supresor tumoral en algunos tipos de
cancer como el carcinoma hepatocelular (Khalil et al., 2014), sin embargo, en el
caso de los astrocitomas, el knock down de StarD13 resulté positivo en el
sentido que esto disminuia la migracibn de las células tumorales,
aparentemente, la disminucién de la expresion de este GAP provoca que haya

una reorganizacion de los filamentos de actina en fibras de estrés y aumenta el
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namero de adhesiones focales, hechos que dificultan el desprendimiento de las
células de la matriz celular. Estos efectos se relacionan con la accion de RhoA
CA (Khalil et al., 2014).

El papel que puede tener RhoA puede parecer contradictorio ya que se
necesita tanto su activacion como su inactivacion para el proceso de migracion,
todo depende de su ubicacion dentro de la célula. RhoA es necesario para la
migracion ya que propicia la estabilizacion de las protrusiones en el extremo
celular que dirige la migracion y genera la fuerza contractil a lo largo del cuerpo
de la célula necesaria para separarla de la matriz, pero también es importante
gue RhoA se encuentre inactivo en las adhesiones focales de la parte posterior
de la célula, para que asi de puedan deshacer estas adhesiones y la cola se
pueda retraer (Khalil et al., 2014). Es importante encontrar la manera de
impedir la migracion a través de RhoA teniendo en cuenta estos patrones de

activacion/inactivacion necesarios para la motilidad celular.

Cdc42:

Cdc42 o proteina del control del ciclo celular 42 es un miembro de la familia de
las Rho GTPasas relacionada con la regulacion del ciclo celular, descubierta
por primera vez en S. cerevisiae. La activacion de Cdc42 resulta en la
estimulacion de diversas cascadas de sefializacibn que controlan diversos
procesos celulares como la remodelacion del citoesqueleto, la polaridad,
regulacion de la migracién o la proliferacion (Stengel & Zheng, 2011). Se
considera que es una proteina oncogénica y se ha visto que se encuentra
sobre expresada en diferentes tumores malignos, también se la ha asociado
con la aceleracion de la migracion y la invasion tumoral a través de la

reorganizacion del citoesqueleto (Shi et al., 2017).

En un estudio donde se investigd el papel que podia tener Cdc42 en la
morfologia, tumorigenicidad y patrén de crecimiento de células de GBM, se
demostré que la activacion de la expresion de Cdc42 favorecia la migracion y la
invasion de células de glioma humano en un modelo ortotépico de glioma
(Okura et al., 2016).
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En dicho estudio se observd que las células que poseian Cdc42 CA,
presentaban mayor numero de filopodios que las células con un Wild type o las
células Dominant Negative. También se observo que las células con Cdc42 CA
presentaban un mayor numero de adhesiones focales. Estas adhesiones
focales son importantes porque la interaccidbn entre los receptores de
membrana y la EMC est4 involucrada en el control de la contraccion de los
filamentos de actina. Para que una célula se expanda, primero es necesario
gue esté en contacto con la ECM para después poder formar protrusiones que
favoreceran la migracion. Por lo tanto, si la adhesiéon a la EMC se ve afectada
las células no podran formar protrusiones como los filopodios. Es debido a esto
gue el aumento de adhesiones focales inducido por Cdc42 CA puede potenciar
la migracion y la invasion (Okura et al., 2016).

FAK, que es una proteina quinasa citoplasmatica, esta presente en diferentes
tipos celulares y tiene un papel importante en la activacion de diferentes vias
de sefalizacion, asi como en la potenciacion de la migracion celular (Natarajan,
Hecker, & Gladson, n.d.). Se ha demostrado que la expresion de FAK es
elevada en GBM y se observé que FAK fosforilado esta colocalizado con las
adhesiones focales, debido a que Cdc42 CA es capaz de aumentar la cantidad
de adhesiones focales, se ha relacionado la presencia de FAK fosforilado en
las adhesiones focales con Cdc42. Se cree que Cdc42 puede controlar la
localizacion de FAK fosforilado, potenciando asi la invasividad de los gliomas
(Okura et al., 2016).

Segun un estudio la disminucion en la expresidon de unos microRNAs
especificos (MiR29a/b/c) puede estar estrechamente relacionada con la sobre
expresion de Cdc42 en gliomas (Shi et al., 2017). MiR29a/b/c son tres
miembros de una familia de microRNAs humano, que estan relacionados con la
apoptosis, la diferenciacién y la proliferacion celular. ActGan como supresor
tumoral en diversos casos y su baja expresion ha sido relacionada con
diferentes tipos de cancer como el melanoma, la leucemia, el cancer de higado,

de colon, entre otros (Kriegel, Liu, Fang, Ding, & Liang, 2012).

Este mismo estudio, destaca que una regulacién positiva de estos microRNAs
podria disminuir la migracion y la invasién de células de glioma al actuar
directamente sobre Cdc42 (Shi et al., 2017). En los 147 muestras de glioma
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humano de grado I-IV segun WHO analizadas en el estudio, se observé que las
que mejor pronostico tenian eran aquellas con niveles mas altos de miR-
29a/b/c y mas bajos de Cdc42, de manera que estas dos moléculas podrian
actuar como biomarcadores para futuros prondsticos y podrian jugar un papel
importante en la terapia contra este tipo de tumores ya que miR-29a/b/c podria
actuar como un supresor tumoral de gliomas astrociticos (Shi et al., 2017).

Discusion:

Los gliomas de alto grado son dificiles de tratar ya que se caracterizan por la
alta invasividad, proliferacion y resistencia a la quimioterapia y radioterapia.
Identificar qué rutas se encuentran desreguladas favoreciendo estas
caracteristicas es crucial en la identificacion de dianas terapéuticas que puedan

suponer una mejor perspectiva para el pronostico de estos pacientes.

En el proceso de motilidad celular estan involucradas diversos tipos de
proteinas, entre ellas la familia de las Rho GTPasas, que en humanos estan
compuestas por 20 miembros, algunos de los cuales se ha observado que se
encuentran desregulados en los gliomas de alto grado, incluyendo su
manifestacion clinica mas agresiva, el GBM. Esta desregulacion se debe
principalmente a la alteracion de los GEF que regulan a las Rho GTPasas y los

efectos que esto produce son ejecutados por sus diversos efectores.

Segun la informacion recogida, en los gliomas de alto grado se puede observar
una hiperactivacion de algunos miembros de la familia de las Rho, como Racl,
probablemente debido a la accién de sus GEF como Trio, Ect2, Vav3 o P-Rex,
lo que convierte a estos GEF en posibles dianas terapéuticas (Jarzynka et al.,
2007; Salhia et al., 2008; Gont et al., 2017).

En el caso de RhoA, su papel en la invasion por parte de los gliomas de alto
grado es algo mas complicado, puesto que sus dos principales efectores
parecen tener efectos opuestos en la migracion celular. Mientras que la
activacion de mDia parece disminuir la invasion tanto en experimentos in vivo
como ex vivo (Arden et al., 2015; Pettee et al., 2019), la activacién de ROCK

mediada por la pleiotrofina parece favorecer la invasiébn de la zona
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subventricular, hecho que se relaciona a una mortalidad aun mayor al igual que
a una mayor recurrencia por parte del tumor (Mistry et al.,, 2017; Qin et al.,
2017). Esto sugiere que agonistas de mDia como IMM o inhibidores de ROCK
podrian ser candidatos efectivos en ensayos clinicos para el tratamiento de
GBM.

Por otro lado, la hiperactivacion de Cdc42 parece ser otra caracteristica de los
gliomas mas invasivos (Okura et al., 2016). Se cree que Cdc42 podria controlar
la localizacion de FAK fosforilado, una quinasa conocida por potenciar la
invasion de algunos tumores y por tener unos niveles elevados en gliomas de
alto grado (Natarajan et al., n.d.; Okura et al., 2016). El uso de los microRNAs
MiR29 a/b/c podrian ser de utilidad para tratar la hiperactivacion de Cdc42, ya
gue se ha relacionado la disminucién de los niveles de estos microRNAs con
una mayor expresion de Cdc42, el cual actia como supresor tumoral en

diversos casos (Shi et al., 2017).

Actualmente, se estan llevando a cabo ensayos clinicos con metformina, un
conocido farmaco en el tratamiento de la diabetes. Se ha descubierto que dicho
medicamento es capaz de afectar la migracién y la motilidad celular en las
lineas celulares SF267 y U87 (Al Hassan et al., 2018). Se cree que la proteina
antiapoptotica AKT de la via de sefializacion PI3K es la principal mediadora del
mecanismo de accidon del medicamento (Al Hassan et al., 2018). La metformina
actuaria inhibiendo a AKT, provocando a su vez la inhibicion de la via de
sefalizacion de la PISK que entre otras cosas es responsable de la activacion
de Racl (Welch et al., 2002).

También cabe destacar, la importancia de los TM y el papel que juegan en la
comunicacion celular y como su presencia se asocia a una mayor malignidad y
resistencia a la radioterapia y quimioterapia (Weil et al.,, 2017a).
Recientemente, se les ha atribuido también la capacidad de inducir la
repoblacién con células malignas de zonas del cerebro donde se ha realizado
una reseccion quirdrgica del tumor (Weil et al.,, 2017b). Seria interesante,
estudiar el papel que pueden jugar las proteinas Rho en la formacion y

estabilidad de esta red de microtubulos como una estrategia para evitar su
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formacion y asi sensibilizar estas células malignas a los tratamientos ya

existentes.

En resumen, se ha demostrado que el nivel de actividad de algunas Rho
GTPasas se encuentra alterado en los gliomas de alto grado, como el GBM, el
glioma clinicamente mas agresivo y el mas frecuente. La hiperactivacion de
Racl y de Cdc42 posiblemente es uno de los rasgos més caracteristicos de las
células invasivas de GBM. Dicha hiperactivacion en las células tumorales
provoca que éstas puedan modificar la dinamica del citoesqueleto en favor de
una mayor capacidad invasiva. Es por esto, que estas proteinas, sus
reguladores y/o efectores son de tanta importancia a la hora de encontrar una
diana terapéutica que permita terminar o controlar la alta invasividad, una de

las caracteristicas mas preocupantes de los GBM.
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