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Abstract— For many years, the cell that gives rise to cancer has been a subject of a strong debate. In this contribution,
we provide an analysis of the basic concepts around this topic as well as a historical background concerning the evolution of
the theories dealing with the initiation and progression of cancer, from the earliest studies up to the most recent
investigations pointing out to the existence of Cancer Stem Cells. Particularly, we focus our attention on the study of Brain
Tumor Cancer Stem Cells, since the Brain Cancers are the main cause of cancer death in children at global level.
Unfortunately, there is little research about this subject due to its complexity. Finally, we show a strategy for research in the
development of new protocols for Glioblastomas treatment.
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Resumen—La célula que da origen al cancer ha sido un tema debatido fuertemente a través de los anales historicos de la
investigacién del cancer. En esta contribucion, proporcionamos un analisis de los conceptos esenciales acerca del tema en
cuestién, asi como una base histdrica y una sinopsis de como las teorias de la iniciacion y progresién del cancer han
evolucionado desde los primeros tiempos hasta la actualidad, esto Gltimo, en base a investigaciones recientes en pro de la
existencia de las células madre del cancer. En particular, centramos nuestra atencion en el estudio en las células madre
cancerosas de neoplasias cerebrales, ya que los tumores cerebrales son la principal causa de mortalidad por cancer de nifios
a nivel global y en lo que menos investigacion se tiene reportado por lo complicado que resulta el tema. Finalmente,
exponemos una estrategia de investigacion para el desarrollo de nuevos protocolos de tratamiento de Glioblastomas.

Palabras claves—célula madre cancerosa, neoplasia cerebral, glioblastoma.

I. INTRODUCCION

El cancer es una de las principales causas de mortalidad en América. En el 2012, caus6 1,3
millones de muertes, y alarmantemente un 47% de los decesos totales ocurrieron en América Latina y el
Caribe, y no solo eso, se espera que la mortalidad por cancer en América aumente hasta 2,1 millones en
el 2030 [1].

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS; por su siglas en espafiol) en conjunto con la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS; por sus siglas en espafiol) han elaborado un informe
acerca del cancer en las Américas con perfiles de distintas zonas, incluyendo México. En la Tabla 1 se
muestra el nimero de muertes por cancer en algunos paises en la década del 2000 cada 2 afios.

Tablal. Mortalidad por cancer en américa [1].

Paises 2000 2002 2004 2006 2008 2010
Argentina 53,260 52,829 54520 56,382 56,565 57,459
Belice 137 139 155 158 155 148
E.UA 550,865 554,901 551,550 557,271 562,865 560,129
México 54,088 57,516 60,257 62,655 65,827 68,008
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Con respecto a la tabla 1, los datos revelan que México estd muy por encima de paises
latinoamericanos en cuanto al nimero de muertes por cancer pues su indice de mortalidad en este rubro
crece de manera alarmante.

Como se sabe de antemano, el impacto que genera el cancer en la poblacion es de manera
homogénea, por lo tanto, es alarmante el impacto social y econémico que provoca actualmente el cancer
en nifios y adolescentes pues representa que, del 65 al 90% de las familias sin seguro social, no cuente
CON recursos para su atencion y tengan que enfrentarse por lo tanto a gastos econémicos excesivos [2].

Al profundizar mas en el tema de cancer infantil encontramos que los estudios realizados, de 2007 a
2008, se observo que los canceres mas frecuentes son las Leucemias, seguida por los Linfomas,
Tumores del Sistema Nervioso Central (SNC), y los Sarcomas de Partes Blandas. Dentro de las
Leucemias el diagnéstico mas frecuente es la Leucemia Linfoblastica Aguda, le sigue la Leucemia
Mieloide Aguda, y la Leucemia Granulocitica; de los Linfomas, el més frecuente es el Linfoma
Hodgkin, en segundo lugar el Linfoma No Hodgkin; Respecto a los Tumores de SNC, el mas frecuente
es el Astrocitoma, el Meduloblastoma, el Glioma, el Ependimoma, y el Tumor Neroectodérmico
Primitivo; de los Sarcomas de partes blandas el méas frecuente es el Rabdomiosarcoma [2].

Tabla Il. Estadisticas de tumores del sistema nervioso central [2].

) ) 2007 2008
Diagnostico T - ‘ -
Casos Porcentaje Casos ‘ Porcentaje
Astrocitoma 100 4.96 71 3.19
Tumores del Meduloblastoma 46 2.28 65 2.92
Sistema Glioma 13 0.64 30 1.35
Nervioso
Tumor
Central neuroectodérmico 12 0.59 6 0.27
primitivo
Ependimoma 10 0.5 15 0.67
Meningioma 2 0.1 0 0
Schwannoma 2 0.1 0 0
Craneofaringioma 1 0.05 4 0.18
Otros 2 0.1 7 0.31

Como se aprecia en la Tabla 2, el porcentaje de Astrocitomas, Meduloblastomas y Glioblastomas
ocupa un lugar importante, por ello, es de vital importancia dedicarle atencion a estos padecimientos,
pues degeneran la calidad de vida de los pacientes, principalmente infantiles.

La situacion actual del cancer en América Latina es muy preocupante ya que ademas de que la tasa
de incidencia en la poblacion va en aumento, existe poca investigacion sobre el tema en cuestion y
ademas enfrentan el reto de asumir la demanda generada a sus sistemas sanitarios a consecuencia del
cancer y otras enfermedades cronicas.

Pero existe ademés un problema “silencioso” en el caso de los tumores del sistema nervioso central y
del que existen muy pocas estadisticas: la recurrencia de los tumores después de que el paciente ha sido
sometido tanto a cirugias como a tratamientos por quimio o radioterapia. Es decir, que las estadisticas
generales solo se enfocan a decir cuél es el nimero de pacientes tratados por alguna de las modalidades
terapéuticas, pero en los paises de América Latina es muy dificil encontrar un seguimiento de los
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pacientes durante y después del tratamiento. Sin embargo, por estadisticas realizadas en Estados Unidos,
se ha determinado que las neoplasias cerebrales son de los canceres méas agresivos y que a pesar de las
intervenciones terapéuticas, existe una alta recurrencia (reincidencia del cancer) y el tiempo promedio de
sobrevivencia de los pacientes después del diagndstico, es de un afio [3].

En el presente trabajo, tratamos de dar un panorama general de la situacion de la investigacion en
cancer y en particular de los tumores cerebrales. Nos centramos en el hecho de que actualmente se
maneja la hipotesis de las células iniciadoras del céncer, a las que también se responsabiliza de la
recurrencia de las neoplasias. Ademas, mostramos un protocolo propuesto por investigadores
Norteamericanos para determinar si un farmaco nuevo serd efectivo para erradicar tales células
iniciadoras de céancer. Finalmente, mencionamos la estrategia que estamos utilizando para tratar de
volver radio-sensibles a tales células por medio de un farmaco llamado Partenolida y de esa manera
evitar la recurrencia de los tumores cerebrales en los pacientes que lo padecen y mas aun, reducir la
dosis de radiacion para su tratamiento con el fin de evitar los tragicos efectos colaterales irreversibles.

Il. RESENA HISTORICA DE LAS CELULAS MADRE DEL CANCER

Para entender como ha cambiado histéricamente la concepcion del cancer, es necesario conocer las
hipotesis y evidencias que se han ido presentando a lo largo de la investigacién en torno al tema. Al
inicio, se consideraba como un conjunto de mutaciones de una célula de cualquier tipo dafiada al azar,
sin embargo, actualmente se tienen importantes evidencias de que es especificamente una célula madre
cancerosa, esto es, un tipo particular de células que son capaces de auto renovarse e inducir el
crecimiento de los tumores y cuya progenie posee dafios en su material genético, explicando asi, su
renuencia hacia su desaparicion completa [4].

Comenzamos con unos Patdlogos alemanes encabezados por Johannes Mueller en 1840,
especificamente tres alumnos de Mueller quienes comenzaron a estudiar los origenes de los tumores.
Rudolf Virchow fue el primero en reconocer que sélo una pequefia parte de lo que llamo “células” tenia
la capacidad de multiplicarse independientemente. El postuld que el tumor venia de células normales

[5].
Julius Cohnheim, otro discipulo de Mueller, tomé un enfoque diferente, y en 1867 propuso que los

tumores se derivan no a partir de tejidos adultos normales, sino de "restos de células embrionarias”, que
describié como células residuales embrionarias dejadas atrés en el organismo adulto [6].

Finalmente, Wilhelm Waldeyer detall6 que los carcinomas se obtuvieron a partir estructuras
epiteliales adultas y concluyd que el cancer comienza en una célula y puede propagarse a otras partes
del cuerpo por las células que migran desde el sitio original a través de la sangre o el sistema linfatico, lo
cual se conoce como metastasis [6].

Paralelamente a estos estudios que abarcaron dos siglos, la genética basica del cancer empezaba a ser
aclarada, empezando por Percivall Pott quien unia la exposicion ambiental al desarrollo del cancer, y
culminando en los ensayos de mutagénesis (referido a algin cambio, o conjunto de ellos en el material
genético que son heredables [7]) desarrollados por Bruce Ames, quien demostré que un tipo de cancer
era causado por mutaciones genéticas [8].

Sin embargo, muchos sostienen la cuestion, ¢Cuantas mutaciones y en que células se necesitan para
iniciar el cancer? Para resolver esta cuestion, se desarrollo la teoria de la tumorigénesis de varios pasos.
Se propuso que mdltiples eventos independientes deben ocurrir en una sola célula. Esta teoria de la
tumorigénesis de varios pasos se centra en la naturaleza y el nimero de mutaciones, en lugar de las
propiedades de la célula en las que se produce [5]. A pesar de una serie de limitaciones, los principios y
conceptos de esta teoria han sido incorporados en el paradigma actual de la investigacion del cancer.
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En este punto, la creencia de la formacion del cancer ya estaba cimentada, hasta que Pierce GB Jr. en
un trabajo de estudio sobre teratocarcinomas en ratones se dio cuenta que al implantar células tumorales,
estas fueron capaces, sorprendentemente, de formar una progenie normal, lo que lo llevo a especular que
el tumor contenia un pequefio numero de “células madre malignas™ [9].

Por lo tanto, la propuesta de identificacion de la célula cancerigena cerro el circulo. La idea inicial de
que una célula diferenciada era responsable de la carcinogénesis, fue progresando hasta la aceptacion de
que una célula progenitora inmadura era responsable de la iniciacion del tumor. Por lo tanto, un siglo
después de que se propone, la teoria de restos celulares embrionarios de Julio Cohnheim comenzaba a
resurgir [10].

A pesar de que con el paso del tiempo cada vez hay méas pruebas que apoyen la hipétesis de la
existencia de las células madres cancerosas, ain hay puntos acerca de su origen que lo hace un tema aun
controversial. Una posibilidad es que las células madre cancerosas (Cancer Stem Cells CSCs, en inglés)
son el resultado de la transformacion oncogénica de las células madre de tejidos normales [11]. En este
caso, las mutaciones en mecanismos reguladores que controlan la auto-renovacion de células madre son
posibles para promover la formacién de CSCs [12,13], generando células cancerosas jerarquicas y
heterogéneas, lo que sugiere que la célula del cancer que se origina tiene la capacidad de generar
multiples tipos celulares (es decir, plasticidad multi-diferenciable), una caracteristica de troncal de las
células [14, 15, 16].

Por ello hay que tener en cuenta que el concepto central de las CSCs se apoya en la observacién de
que, no todas las células en un tumor son iguales [4]. Para poner de manifiesto lo dicho anteriormente,
en la figura 1 se muestra un posible esquema de la evolucion clonal del cancer. De arriba hacia abajo: la
evolucién clonal conlleva a una progresion tumorigénica. (1) La primer mutacion oncogenica (vector
iluminado) ocurre en una célula madre (alternativamente, en un progenitor o igualmente en una célula
diferenciada) de un tejido epitelial sano, resultando en el crecimiento de una lesién benigna
genéticamente homogénea. (2) La segunda afectacion en el blanco de una de las células en la lesion
benigna, que deja el crecimiento de un clon méas maligno e invasivo dentro del tumor primario. (3) Una
tercera afectacién en la célula dentro de un subclon maligno provoca una nueva transformacion,
visualizado como la entrada en un vaso sanguineo de metéstasis a distancia. Los sub-clones
genéticamente independientes pueden coexistir dentro del tumor. (4) Una ultima afectacién en el tumor
deja un tumor completamente absorbido por las células que se comportan como CSCs. Se muestra, de
arriba a abajo: en cada etapa de esta evolucion clonal, clones y subclones dentro de tumores que
contienen algunas células que se comportan como CSCs, haciendo que el concepto de CSC tome sentido
en estas etapas [4].

En conclusién, este pequefio resumen histérico refleja los acontecimientos principales por los que
tuvieron que pasar las investigaciones bioldgicas del cancer antes de llegar hasta donde estamos, pero,
¢En qué punto estamos? Con sinceridad se debe admitir que aun no se han consolidado de manera
estable cualquiera de las teorias acerca del cancer, pues éstas generan controversia, sin embargo las
investigaciones recientes apuntan mas hacia la existencia de las CSCs como las originarias de los
tumores y las causantes de las recurrencias de éstos después de tratamientos quirargicos o por radiacion

[3].
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Fig. 1. Posible esquema de la evolucién clonal del cancer. Imagen adaptada de [4].

I11. NEOPLASIAS CEREBRALES

Las neoplasias o tumores cancerosos cerebrales son la principal causa de mortalidad por cancer en
los nifios; a pesar de los avances en cirugia y terapia, siguen siendo dificiles de curar [17]. La
investigacion mas actual de tumores cerebrales se centra en el analisis molecular y celular de la masa
tumoral mayor. Los tumores cerebrales son tipicamente compuestos de células morfoldgicamente
diversas que expresan una variedad de marcadores de linaje neural.

El estudio de la morfologia bésica y fenotipo de los tumores cerebrales sélo ha dado una cantidad
limitada de conocimiento en cuanto al comportamiento clinico del tumor. Con esto nos referimos al
hecho de que existen tumores cerebrales con similitud en proporcién, morfologia y fenotipo pero que
tienen un diferente prondstico y respuesta a un tratamiento por radioterapia [18].

Esto nos hace pensar que hace falta un ensayo funcional de las células del tumor cerebral que podrian
determinar cual de las morfolégicamente diversas células tumorales son capaces de mantener el
crecimiento del tumor. La determinacion de las células clave en una poblacion tumorigénica que son
capaces de mantener el tumor, dara informacion sobre el mecanismo de tumorigénesis cerebral, y nos
permitird rastrear de nuevo a la célula de origen en un cerebro normal [19].

Hay pruebas abrumadoras en otras neoplasias malignas, como la leucemia, de que la poblacién clonal
de células neoplasicas exhibe una marcada heterogeneidad con respecto a la proliferacion y la
diferenciacion [20]. Las células madre “raras” dentro de una poblacion leucémica posee la proliferacion
y la capacidad de auto-renovacion que no se encuentra en la mayoria de las células leucémicas. La
capacidad para fraccionar y analizar cuidadosamente a las células madre leucémicas condujo a la
determinacion de que son pocas las necesarias y suficientes para mantener la leucemia [20], y
probablemente ocurra lo mismo en las neoplasias (canceres) cerebrales.

IV. METODOS DE IDENTIFICACION Y AISLAMIENTO DE CSCS DE NEOPLASIAS CEREBRALES

Hasta ahora, los protocolos para identificar y aislar las CSCs se basan en los ya establecidos para la
obtencién de células madre sanas. Pero aqui existe la gran diferencia de que las muestras deben ser
tomadas de pacientes con tumores cerebrales. De este modo, el primer paso es la parte ética. Por ello, las
investigaciones con este tipo de células deben seguir los lineamientos establecidos en la Declaracion de

Vol. 1 No. 2 15



Revista Iberoamericana de Ciencias ISSN 2334-2501

Helsinski, por lo que se debe hacer del conocimiento tanto de los pacientes como de sus familiares,
quienes tienen que otorgar su consentimiento por escrito.

Posteriormente, las células disociadas de las muestras de los tumores cerebrales de los pacientes se
etiquetan con 1 mL de esferas micromagnéticas con CD133, por cada millon de células, utilizando para
ello el Kit de aislamiento celular CD133 (MACS, Milteny Biotech) [21]. EI CD133+ es una
glucoproteina transmembranal que se utiliza como marcador de superficie ya que se ha visto que se
expresa en las células madre cancerosas de glioblastomas [22]. Posteriormente, las células con CD133+
se cultivan en un medio libre de suero (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) DMEM/F12 (GIBCO)
suplementado con N2 (R&D), 10 ng/mL de Factor de Crecimiento Bésico de Fibroblasto (bFGF) (R&D)
y 10 ng/mL de Factor de Crecimiento Epidérmico EGF [21,23].

Una vez que se ha aislado a esta particular poblacion de células madre, se procede a la determinacion
de sus propiedades de tipo célula madre cancerosa. Para éste proposito, se ha observado lo siguiente
[23]:

1) Las células con CD133+ tienen una mayor tasa de proliferacion que CD133- (células que no
poseén CD133), lo cual ha sido verificado por el estudio de Methil Thiazole Tetrazolium (MTT
assay).

2) El estudio in-vitro de Invasion Matrigel Transwell revelé que las células CD133+ resultaron ser
mas invasivas al ser comparadas con las CD133- .

3) Al colocar un namero igual de células en agar suave, las CD133+ tienen una mayor habilidad
de formar colonias tumorales que las CD133-.

4) Para determinar la capacidad tumorigénica del CD133+ y CD133-, se inyectaron dentro del
estrato del cerebro de un ratén SCID, un nimero creciente de células (300, 10°, 3x10°, 10%). Los
resultados mostraron que 10* CD133- no indujo formacién de tumor pero 3000 CD133+ de
nueve pacientes (100%) y 300 CD133+ de uno de cuatro pacientes (25%) generaron tumores
visibles en ratones xeno-trasplantados 8 dias después de la inyeccion.

5) Mas aun, un ciento de CD133+ aisladas de un tumor trasplantado pueden volver a generar un
nuevo segundo tumor.

Con este protocolo tan minucioso, queda claramente establecida la existencia de las células madre
cancerosas de los tumores cerebrales. En este punto es necesario afiadir que sus caracteristicas van mas
alla de su particular forma de generar una poblacion potencialmente peligrosa, su obstinacion a su
exterminio tiene una explicacion, ya que también tienen una resistencia innata a la radiacion y a
medicamentos (expresion de altos niveles de transportadores ABC, lo que le confiere la resistencia) que
pongan en peligro su existencia, asi como la increible capacidad de entrar en un estado quiescente (GO,
lo que aumenta su duracion de vida), reparar su ADN y su resistencia a la apoptosis [19].

Por otra parte, es de mucha importancia mencionar que hasta ahora las CSCs han sido identificadas
en un gran namero de neoplasias, incluyendo leucemia, cancer de mama, de préstata, de ovario y de
colon y por supuesto tumores cerebrales. Todos estos estudios se fundamentan en el xenotransplante de
una subpoblacién de CSCs de un tumor humano en un raton, dando origen al mismo tipo de tumor [24]
(y referencias ahi). Sin embargo, aunque esto resulta ser muy Uutil, este sistema (raton) no refleja con
precision los factores criticos para la carcinogénesis, tales como el microambiente y la respuesta inmune
[24].

V. BIOMARCADORES EFICACES CONTRA LAS CSCS

El primer paso para erradicar un problema, es encontrar la raiz. En el caso de los tumores cerebrales,
en los dltimos afios se ha encontrado que las células madre cancerosas son altamente migratorias,
recapitulan los tumores y ademas son responsables de la recurrencia tumoral [25,18].
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De tal manera, que la siguiente etapa sugiere de manera natural el hecho de disefiar estrategias para
dirigir un tipo especifico de “misil” exclusivamente a tales células, considerando que las hay en un
nimero muy bajo, a decir, una en un millon.

En esta direccion, la compafia Stemina Biomarker Discovery Inc. se encuentra disefiando
biomarcadores metabolomicos que sean potenciales indicadores de la eficacia de los farmacos contra las
CSCs de tumores cerebrales (Brain Tomour Stem Cell) BTSC.

Para este proposito, los investigadores de Stemina han planteado el disefio experimental bosquejado
en la figura 2 y el cual consta de los siguientes pasos [26]:

1) Determinar las pequefias moléculas de metabolitos que son comunes entre tres lineas diferentes
de BTSC. Esto tiene la finalidad de establecer BTSC de huella metabolémica comun.

2) Este conjunto de biomarcadores de BTSC se comparé con las no-CSC, con las celulas
diferenciadas de Glioblastoma Multiforme (GBM) y células madre neuronales humanas
(hNSCs). Como resultado, la metabolémica comparativa aport6 un medio para identificar
biomarcadores especificos de BTSC que no estan presentes en las otras dos lineas celulares.

3) Estas pequefias moléculas se pueden utilizar para monitorear diferentes modalidades
terapéuticas de GBM o para llevar a cabo el cribado de bibliotecas quimicas con el fin de
determinar la eficacia de tales pequefias moléculas o productos bioldgicos contra las BTSCs.

4) Llevar a cabo una correlacién de la eficacia y respuesta del biomarcador.

1. Establecer BTSC de [TEstRCE |
huella metabolomica comin biomarcadorzs dnices
J para BTEC
’E-fg.?sr':ﬁa-:ora; Biomarcador BTSC candidate
== come farmaco eficaz
es T5C2
Anzlisic difzrencial
\ J E— —> | NsC GBM

BTSC3

Terapia GMB Terapia GMB
estandard o nusva estandard o nueva

3.;_5_\'i|.asiér de < 3

£fics

Fig. 2. Diagrama simplificado para el establecimiento de biomarcadores de BTSC [26].

La presentacion de este protocolo es de vital importancia para la investigacién de nuevos planes de
tratamiento de pacientes con neoplasias cerebrales, ya que ahora las nuevas estrategias se deben centrar
en aniquilar especificamente a las CSCs. Esto queda de manifiesto en al articulo publicado en octubre
del 2013 por Cooper y Wang titulado “Cancer stem cells in glioma: challenges and opportunities” [27],
en el cual hacen énfasis en la importancia de considerar como valida la hipétesis de las células
iniciadoras del cancer para iniciar nuevas estrategias de tratamiento.

VI. CONCLUSIONES

Pese a que ha sido un tema fuertemente debatido, en la actualidad ya es aceptado que las CSCs
existen y que estan intrinsecamente relacionadas tanto al surgimiento como a la resistencia del tumor
ante la radioterapia y la reincidencia del cancer, en particular de las neoplasias cerebrales. Es decir, el
nuevo reto en la actualidad para el tratamiento de este mal, es buscar la manera de aniquilar
especificamente a las CSCs.
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Hasta donde es de nuestro conocimiento, Investigadores del Departamento de Biotecnologia de la
Facultad de Ciencias de la UAEM son los primeros en México en llevar a cabo Investigaciones
encaminadas a desarrollar nuevos protocolos de tratamiento de pacientes con neoplasias cerebrales al
emplear una molécula bio-activa llamada Partenolida para provocar que las CSCs de Glioblastomas sean
maés sensibles a la radiacion, con lo que se espera que la dosis necesaria para erradicar el tumor en los
pacientes sujetos a tratamientos por Radioterapia se reduzca y ademas, que no exista recurrencia del
tumor.

Inicialmente, estas investigaciones se estan llevando a cabo en colaboracion con el Hospital de
Oncologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI, el Instituto nacional de Investigaciones Nucleares, el
Biotechnology Research and Innovation Center de Copenhagen y el Centre Hospitalier Universitaire
Vaudois de Lausanne Suiza, para lo cual se plantean las siguientes 2 fases:

I.  Aislamiento de las células madre cancerosas de Glioblastomas pediétricos.

I. Evaluacion del efecto de la Radioterapia sobre las células madre cancerosas de Glioblastomas
tratadas con Partenolida.
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