GLIOBLASTOMA Y AUTOFAGIA: ALGUNOS
EJEMPLOS DEL PAPEL DE LAS CATEPSINAS
EN LA CAPACIDAD INFILTRATIVA DEL TUMOR

Juan M. ESTEVE-ESTEVE
Sociedad Espafiola de Bioquimica y Biologia Molecular

1. INTRODUCCION: GLiA, GLIOMAS Y ASTROCITOMAS

La glia o neuroglia la constituye un conjunto de tipos celulares no
neuronales (principalmente astrocitos y oligodendrocitos en el sistema
nervioso central (SNC) y células de Schwann y anficitos en el sistema
nervioso periférico (SNP)) de procedencia embrionaria neuroecto-
dérmica. Las células de la glia se localizan adosadas intimamente a
las neuronas, envolviéndolas y separandolas entre si y del resto de
elementos del tejido nervioso. En el caso de los astrocitos, también se
localizan adosados a otros astrocitos, a vasos (formando la membrana
limitante glial perivascular) y a meningocitos de la piamadre meningea
(formando la membrana limitante glial superficial). A diferencia de las
neuronas, las células gliales no generan potenciales de accion ni forman
sinapsis, pero, ademas de tener una funcion general estructural de sos-
tén del tejido nervioso, presentaran diversas funciones especificas (por
ejemplo, transporte de nutrientes a las neuronas, homeostasis quimica
y formacion de la vaina de mielina en axones) dependiendo del tipo
celular glial. Los tumores de la neuroglia o gliomas son las neoplasias
del SNC primarias mas frecuentes en adultos. Dentro de los gliomas,
los mas comunes son los de origen astrocitico o astrocitomas, y, de
entre ellos, el glioblastoma multiforme (previamente) o glioblastoma
(actualmente). En los ultimos afios, los estudios en torno al glioblasto-
ma se han centrado en sus propiedades de invasion y evasion inmune.
Alteraciones de la autofagia (el proceso de digestion intracelular en
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lisosomas de organulos y agregados proteicos) se han asociado a pro-
cesos patoldgicos como el cancer y, concretamente, el glioblastoma.
El contenido enzimatico de estos lisosomas incluye a las proteasas
catepsinas, y diferentes evidencias experimentales han mostrado una
relacidn entre estas catepsinas y el desarrollo del glioblastoma.

A partir de la bibliografia, y previo analisis de las caracteristicas
histologicas y algunas clinicas del glioblastoma, son objetivos de
este trabajo: 1) describir el proceso de autofagia (de enorme interés
actual en investigacion biomédica); ii) presentar algunas evidencias
experimentales que demuestran la contribucion de las catepsinas (que
intervienen en la autofagia) en el desarrollo del glioblastoma, concre-
tamente en su capacidad de invasion, y iii) mostrar diferentes rutas de
sefalizacion intracelular que controlan los niveles de las catepsinas
en este tumor.

2. ANATOMIA PATOLOGICA DE LOS ASTROCITOMAS:
EL GLIOBLASTOMA

Segtn la OMS, los tumores astrocitarios o astrocitomas se clasifi-
can en cuatro grados histologicos de malignidad para su diagndstico
anatomopatologico, a saber, de bajo grado: G-I (astrocitoma pilocitico)
y G-II (astrocitoma difuso de bajo grado); y de alto grado ambos difu-
sos: G-III (astrocitoma anaplasico) y G-IV (glioblastoma, en adelante
GB), siendo este ultimo el de peor pronostico. Ademas de no tener un
crecimiento difuso o de si presentarlo, las lesiones de grado I a IV se
clasifican, en general, segiin vayan de mayor a menor grado de diferen-
ciacion, de menor a mayor frecuencia de mitosis y de atipia, y segiin no
se presente o tengan proliferacion endotelial/necrosis. En este sentido,
a nivel celular/histolégico, el GB que nos ocupa muestra un comporta-
miento infiltrativo difuso (que se manifiesta en bordes mal definidos),
un alto grado de proliferacion y una marcada atipia, afiadiéndose a los
grados anteriores necrosis en las areas de mayor densidad celular y
proliferacién de células endoteliales que origina vasos andmalos ca-
racteristicos. El GB presentard un crecimiento local, pero con una alta
capacidad de infiltracion o compresion de las estructuras circundantes,
aunque es infrecuente que metastaticen (resultando sorprendente que
no salgan del SNC, cuando muchos astrocitos estan realmente tapi-
zando los vasos sanguineos, contactando con ellos a través de los pies
perivasculares; en este sentido, pensamos que seria interesante estudiar
algun caso clinico de GB fuera del SNC para analizar en qué aspectos
es diferente a los otros). A nuestro juicio, probablemente estas dos pro-
piedades, a saber, su crecimiento difuso y su alta supervivencia/recidiva
durante su desarrollo y frente al tratamiento, sean lo mas caracteristico
del GB, asi como de mucho interés para estudiar. Finalmente, decir que
es muy raro encontrarlo en médula espinal e incluso en regiones del
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encéfalo distintas del cerebro; pero en cerebro, el GB puede presentarse
en cualquier localizacion.

Estudios genéticos en las células de los GB han encontrado muta-
ciones en distintos genes, como P53, RB, el que codifica para el factor
de crecimiento o derivado de plaquetas PDGF-o (asi como para su
receptor), MDM?2 y el que lo hace para el receptor del factor de creci-
miento epidérmico EGFR, entre otros. Estas mutaciones suponen una
pérdida o un aumento de actividad de las proteinas codificadas y la
consiguiente alteracion de la ruta de sefializacion intracelular asocia-
da, lo que podria explicar a nivel molecular algunas caracteristicas del
GB, como su alta frecuencia mitotica y su capacidad de supervivencia/
recurrencia durante su desarrollo y frente a las diferentes opciones
terapéuticas. Ademas, es desde hace tiempo conocido que aquellos
GB que tienen metilado el gen de la metil guanina metiltransferasa
(MGMT) (que codifica para un enzima que interviene en la reparacion
del DNA) son mas sensibles a la quimioterapia con temozolomida y a
la radioterapia, por un mecanismo de letalidad sintética.

3. TERAPEUTICA Y PRONOSTICO DEL GLIOBLASTOMA

A pesar de la reseccion quirargica del tumor, seguida de radiotera-
pia con quimioterapia e incluso tratamientos adyuvantes, el analisis epi-
demiolégico sigue mostrando un prondstico nefasto para los pacientes
con GB. Su répido crecimiento, la baja acumulacion local de moléculas
terapéuticas (debido a la barrera hematoencefalica) y su capacidad para
sobrevivir a las mismas y a ambientes hostiles, pueden ser factores
clave para explicar la frecuente recidiva del tumor. Pero también que,
después del tratamiento, las células tumorales hiperresistentes des-
critas como cancer stem cells (CSC) en general, y glioblastoma stem
cells (GSC) en particular, permanecen y se dividen, dando lugar a la
recurrencia del tumor, ahora con una poblacion aumentada en GSC.
De ahi que tenga una importancia de primer orden encontrar dianas
moleculares/celulares de interés, como podrian ser la autofagia y sus
enzimas proteoliticos clave, las catepsinas, e incluso terapias dirigidas
a alteraciones genéticas especificas en pacientes individuales de GB,
sobre las que focalizar nuevos tratamientos en estos tumores de baja
supervivencia.

4. AUTOFAGIA Y CANCER: EL GLIOBLASTOMA
4.1. Autofagia y cancer

La autofagia es el proceso de digestion intracelular en organulos de
la ruta lisosomal, de organulos y agregados proteicos con las corres-
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pondientes regiones citoplasmaticas circundantes. Puede darse tanto
mediante la formacion de autofagosomas (macroautofagia) como sin
ellos. En este texto, y como ocurre normalmente en la bibliografia,
utilizamos el término autofagia para referirnos a este tipo de autofagia
que es la macroautofagia (pero en los articulos, sera el contexto el que
nos lo dird definitivamente). La autofagia tiene lugar en condiciones
fisiologicas al eliminar, por ejemplo, organulos excedentes, obsoletos
y/o dafiados, y agregados protelcos anormales, lo que permite mantener
una funcién celular Optima asi como disminuir la posibilidad de dafio
celular por parte de estructuras alteradas. En este sentido, la autofagia
es responsable de la renovacion subcelular, manteniendo asi la homeos-
tasis de la célula. En tanto que por autofagia se eliminan organulos, un
planteamiento que pensamos podria resultar interesante seria activar
la autofagia en enfermedades cuyas mitocondrias estén dafiadas, como
por ejemplo en melas; no obstante, habria de ser una activacion selec-
tiva, para que la maquinaria autofagica reconociese las mitocondrias
dafiadas en melas y no las sanas. Pero la autofagia también se activa
en condiciones de estrés celular, como, por ejemplo, bajo deprivacion
de nutrientes, en hipoxia o en tumores sometidos a radioterapia y/o
quimioterapia.

En ambos casos, tanto para mantener la homeostasis celular como
en situaciones de estrés, la autofagia actia como un mecanismo de
supervivencia, disminuyendo la posibilidad de toxicidad celular por
parte de estructuras dafiadas permanentes, o por ausencia de nutrientes
o en presencia de agentes fisicos/quimicos/farmacologicos externos.
Toxicidad que podria desembocar en carcinogénesis o llevar a necrosis
celular o a la activacion de programas de muerte apoptotica. Para evitar
esto, la autofagia conduce a la formacion de precursores metabodlicos y
a la produccion de ATP o, en su caso, a la denominada muerte celular
autofagica: una autofagia excesiva en niveles y/o en el tiempo puede
desembocar en la muerte de la célula, siendo numerosas las evidencias
experimentales sobre la interrelacion entre las rutas de sefalizacion
intracelular de apoptosis y autofagia. Por tanto, aunque la autofagia
primariamente es un mecanismo de supervivencia, también puede ac-
tuar en sentido contrario y llevar a la muerte de la célula. En el cancer
en general, y en el GB en particular, vamos a encontrar trabajos que
sitian a la funcion autofagica tanto en uno como en otro plato de esta
balanza: a partir de estudios donde se demuestra que la autofagia es un
mecanismo de supervivencia para las células tumorales, el beneficio
para el paciente se lograria inhibiéndola; sin embargo, si la autofagia
es un mecanismo de muerte para las células tumorales, el beneficio se
conseguiria activandola.

La autofagia esta en un continuo y regulado dinamismo, denomina-
do flujo autofagico, que conlleva una serie de pasos consecutivos que
a nivel morfoldgico implican: i) la formacién de una doble membrana



GLIOBLASTOMA 'Y AUTOFAGIA: ALGUNOS EJEMPLOS DEL PAPEL... 113

o fagoéforo, que va creciendo hasta cerrarse; 11) la formacion de una
vesicula de doble membrana o autofagosoma (resultado del cierre del
fagoforo) con porciones de citoplasma en su interior, y iii) la fusion
del autofagosoma con un lisosoma primario o lisosoma, que es la ve-
sicula de membrana unica que contiene los enzimas hidroliticos (entre
ellos, las proteasas catepsinas), dando lugar a un autofagolisosoma o
autolisosoma, donde ambos, la doble membrana y el contenido del
autofagosoma, seran degradados. Este flujo autofagico estd condu-
cido y regulado por rutas de sefializacion intracelular con multiples
proteinas. Entre estas rutas, upstream de la formacion del fagoforo, el
complejo inhibidor de la autofagia de la kinasa mTOR tiene un papel
central (aunque la autofagia también puede ser inducida sin pasar por
mTOR): la activaciéon de mTOR por PI3K-I/Ak o por MAPK/Erk1/2,
por ejemplo, inhibe la autofagia; y la inhibicion de mTOR por AMPK
(que se activa por déficit energético intracelular), por ejemplo, hace
que mTOR inhiba menos la autofagia. Respecto al proceso mismo de
formacion del autofagolisosoma a partir del fagdforo, decir que esta
dirigido y controlado, entre otros, por los denominados genes de au-
tofagia (autophagy-related genes), que codifican para proteinas muy
conservadas en la escala evolutiva. Proteinas importantes que intervie-
nen en este flujo autofagico son SQSTM1/P62 y LC3-II (homdlogo a
ATGS-II en levadura) [la union de fosfatidiletanolamina (PE) a LC3-I1
(citosolico) da lugar a LC3-II, la forma lipidada de LC3 que se va a
unir a la membrana del autofagosoma, siendo por esto un buen marca-
dor de autofagosomas].

4.2. Complejidad de los estudios de autofagia en el cancer

En la actualidad, el nimero de trabajos sobre autofagia en las bases
de datos es elevadisimo, y los referidos a su funcion en el cancer se han
incrementado notablemente en la ultima década. Y es que el proceso
de autofagia ofrece en si mismo una posibilidad de regulacion de la
evolucion tumoral en nuestro beneficio, a pesar de, como hemos dicho
arriba, su papel dual.

Una conclusion general que podemos sacar, a partir de esta am-
plia bibliografia, es que, a pesar de que las rutas de sefializacion y los
mecanismos de autofagia estan bastante conservados en la evolucion,
como hemos visto, el que la autofagia esté: 1) aumentada o disminuida,
0 ii) tenga una funcion de supervivencia o de muerte en las células, en
determinadas situaciones, por ejemplo, en condiciones de estrés y, par-
ticularmente, durante el desarrollo tumoral, esta lejos de ser conocido
con exactitud.

Esto da cuenta de las numerosas variables en juego respecto a la
autofagia en el cancer. No solo las anteriores, mas especificas del tema



114 J. M. ESTEVE-ESTEVE

que nos ocupa, sino también otras, propias de todo estudio en biologia
del cancer, por ejemplo: i) el propio proceso de carcinogénesis (con
cuatro pasos clave a nivel celular, a saber, aumento de la proliferacion,
resistencia a la muerte, invasion y colonizacidn); ii) a nivel molecu-
lar, la alteracion de los niveles/actividad de oncoproteinas y protei-
nas supresoras de tumores implicadas (proteinas fundamentalmente
relacionadas con los procesos bioldgicos anteriores de ciclo celular,
muerte celular programada, invasioén y supervivencia); también algu-
nas variables puestas de manifiesto y estudiadas mas recientemente,
como por ejemplo; iii) el microambiente biomolecular del tumor; iv) la
interrelacion de las células tumorales con los tipos celulares vecinos
(tumorales o0 no), y relacionada con las anteriores, v) la heterogeneidad
intratumoral (e intertumoral) tanto dentro de las propias células tumora-
les como de tipos celulares normales. Logicamente, esta complejidad se
ve incrementada con las caracteristicas propias del GB, contempladas
desde diferentes areas de conocimiento: bioquimica, biologia celular,
histologia, anatomia patoldgica, farmacologia, biomedicina y medicina.

A esta complejidad intrinseca se le afiade la debida a los multi-
ples: i) métodos descritos para caracterizar autofagia y su interpreta-
cion; ii) sistemas (modelos) experimentales (in vitro, ex vivo, in vivo),
y iii) organismos objeto de estudio con su variacidon intraespecifica
(el problema de la existencia de diferentes tejidos, que se manifiesta,
por ejemplo, en la autofagia debido a que muchos de sus reguladores
son diferencialmente expresados segun el tipo celular); y variacion
interespecifica (debido a la heterogeneidad genética y a la historia
clinica (enfermo o no, edad, dieta, medicacion,...), entre otros. En este
sentido, resulta fundamental la adecuacion de estas ultimas variables
a la pregunta a resolver.

4.3. Sistemas experimentales de interés para estudios
de autofagia en cancer

Los primeros trabajos sobre el papel de la autofagia en el GB apa-
recen a partir de mediados de la primera década de este siglo, si bien su
numero se ha incrementado notablemente en la Gltima década. Aunque
se realizaron muchos estudios en lineas celulares (y se siguen realizan-
do), son de mayor interés traslacional las evidencias experimentales que
se obtienen fuera de los estudios in vitro. En este sentido, los resultados
a partir de biopsias clinicas de pacientes y de xenografias de GB huma-
no, pensamos que seria lo mas alineado con la realidad de este tumor,
lo mas proximo a lo real para acelerar poder acelerar la aplicacion de
tratamientos contra el GB. Respecto a los estudios clinicos, a pesar de
disponer de moléculas aprobadas para su uso clinico en el tratamiento
de otras patologias, que se ha demostrado son también reguladoras de
la autofagia (como rapamicina, los inhibidores lisosomales cloroquina



GLIOBLASTOMA 'Y AUTOFAGIA: ALGUNOS EJEMPLOS DEL PAPEL... 115

e hidroxicloroquina, ademas de colchicina y cisteamina, la baja selecti-
vidad en sus dianas y sus efectos adversos importantes impiden su uso
para hacer estudios clinicos en autofagia. En cualquier caso, los estu-
dios clinicos son un paso posterior, y primero hay que conocer el estado
de la autofagia en el GB con el objetivo de mejorar la prueba clinica.
En definitiva, lo recomendable es que los estudios sobre la autofagia
en humanos tengan diversos origenes bioldgicos. Segun esto, pensamos
que seria interesante una actualizacion sobre el papel de la autofagia
en el GB, pero con resultados obtenidos solo a partir de biopsias y de
modelos in vivo preclinicos.

5. CATEPSINAS Y GLIOBLASTOMA

A pesar de todo lo expuesto con anterioridad, los estudios reali-
zados en los ultimos aproximadamente quince afios sobre el rol de la
autofagia en el GB, con (por) la complejidad subyacente a que hemos
hecho referencia arriba no ha permitido concluir inequivocamente si
la autofagia tiene una funcidon prosupervivencia o promuerte en las
células del GB, o, mas bien, en qué sentido regular, y 6ptimamente,
los niveles de un proceso con tantos pasos, altamente regulado, como
la autofagia, para que resulte en beneficio para el paciente. Se estan
buscando posibles fargets de actuacion sobre la autofagia en el GB, y
se continuan realizando ensayos clinicos para estas moléculas. La falta
de consenso respecto a su papel dual en el desarrollo y tratamiento del
GB, hace que traslademos nuestra atencion desde la autofagia en su
totalidad hacia un componente molecular individual de la misma que
son las catepsinas. Las catepsinas podrian constituir un farget mas facil
y especifico, susceptible de regulacion, que el proceso de autofagia
entero. El posible papel de las catepsinas en el GB apenas esta revi-
sado en la bibliografia. Mostramos a continuacion algunas evidencias
experimentales que sugieren o demuestran que estas catepsinas tienen
una funcion en el GB.

5.1. Catepsinas y cancer: el glioblastoma

Las catepsinas (CTS para el gen que la codifica, CTS para la protei-
na) son proteasas lisosomales, clasicamente divididas en dos grandes
grupos segun el residuo del centro activo importante para su activi-
dad: 1) las de cisteina (como CTSB, CTSL y CTSS), y 2) las de acido
aspartico (como CTSD). CTS acttan tanto en el proceso de autofagia
como de heterofagia, y se localizan en el compartimento lisosomal,
pero también fuera del mismo, libres.

Diferentes evidencias basicas y clinicas relacionan a las CTS con
alguna etapa del desarrollo tumoral en general y del GB en particular.
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Asi, se ha observado que algunas CTS, como la CTSL, son sobreex-
presadas y excretadas por células tumorales, lo que sugiere una posible
funcidn en su evolucion. Ademas, la deteccion de metaloproteinasas de
la matriz y de CTSB nos mide la agresividad de un tumor. En relacion
con el GB, CTSB es un marcador de mal pronostico en pacientes con
GB. CTSS estd sobreexpresado en diferentes tipos de cancer, inclu-
yendo astrocitomas, y se ha demostrado que es un factor prondstico de
supervivencia en GB.

A partir de la bibliografia, concluimos que las CTS han sido im-
plicadas para actuar en diferentes puntos de la progresion tumoral en
general y del GB en particular. De entre todos estos puntos, los estudios
de los ultimos afios sobre CTS y GB parecen centrarse en: i) la evasion
inmune del GB; ii) su resistencia a la toxicidad molecular y recurrencia,
y iii) su capac1dad de invasion. Dada la importancia diferencial del
comportamiento infiltrativo difuso del GB (a nuestro juicio, probable-
mente sea lo mas caracteristico), nos vamos a centrar en este ultimo
aspecto, presentando a continuacion algunos ejemplos que sugieren o
demuestran el papel de las CTS en la invasividad del GB.

5.2. Ejemplos del papel de las catepsinas en la invasion
del glioblastoma

Se ha demostrado que diversos factores contribuyen al comporta-
miento invasivo del GB, a saber, la activacion de la ruta de senalizacion
de la fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K), factores de crecimiento y
proteasas, entre estas ultimas las CTS.

Desde hace mas de veinte afios, se han ido aportando resultados de
la existencia de una asociacion entre las CTS y el GB. Se tiene solida
evidencia, fundamentalmente histologica, a partir de biopsias y mode-
los in vitro (cultivos celulares primarios y lineas celulares), de que la
regulacion positiva de catepsinas en astrocitomas esta asociada con as-
trocitomas de alto grado, y, concretamente, con su capacidad invasiva:
1) los niveles de mRNA y proteina, asi como la actividad de CTSB, son
mayores en cultivos de astrocitomas de alto grado comparado con culti-
vos de astrocitomas de bajo grado y de cerebro normal; ii) en biopsias
de glioma, los niveles de CTSB se correlacionan positivamente con evi-
dencias clinicas de invasion; iii) los niveles de CTSD estan elevados en
astrocitomas de alto grado; iv) CTSL estd también significativamente
incrementada en astrocitomas de alto grado con respecto a los de bajo
grado y cerebro normal; v) las actividades de inhibidores enddgenos
de cistein peptidasas son mas altas en astrocitomas de bajo grado que
en los de alto grado, y vi) hay una correlacion entre la expresion in-
crementada de C7SS y la invasividad de células del GB. Todos estos
datos revelan la existencia de una asociacion casual o causal entre las
CTS y el proceso de invasion propio del GB.



GLIOBLASTOMA 'Y AUTOFAGIA: ALGUNOS EJEMPLOS DEL PAPEL... 117

Recientemente, siguen apareciendo datos como que las CTS estan
asociadas con la invasion del GB. En este sentido, se ha documentado
un incremento significativo de la invasividad y de la CTSL en células
de glioma humano U251 con respecto a los controles después de ser
sometidas a rayos X. Ademas, en las lineas celulares de GB U87-MG y
U21-MG, el tratamiento con PHA-767491 hydrochloride (un inhibidor
de la proteina quinasa 7 relacionada con el ciclo de division celular,
que fosforila a nivel del complejo de replicacion del DNA, siendo ne-
cesaria para el inicio de la replicacion), atentia la invasividad al tiempo
que la expresion de varios mRNAs y miRNAs, en concreto tiene lugar
un descenso significativo de la expresion y de los niveles de CTSS (el
mayor descenso de todos los mRNA cuya expresion resultaba reducida
correspondia a C7SS). El que este trabajo se haya realizado in vitro y
el que se utilice un inhibidor farmacologico (susceptible de falta de
especificidad, como todo bloqueante farmacologico) para CTSS, hace
que este estudio quede en una asociacion entre CTSS y el comporta-
miento invasivo del GB.

Como acabamos de ver, diferentes resultados indican que las CTS
estan asociadas a la invasion tisular provocada por el GB. No solo eso,
sino que también se ha podido demostrar que esta asociacion es cau-
sal, que las catepsinas intervienen en el comportamiento invasivo del
GB, como mostramos a continuacién. De hecho, ya hace tiempo que
se tuvieron las primeras evidencias, por ejemplo: i) que el anticuerpo
anti-CTSD inhibe parcialmente la invasion del GB, y ii) que la capaci-
dad invasiva del GB baja significativamente cuando se transfecta con
siRNA para CTSL o cuando se utilizan anticuerpos contra CTSL. Mas
recientemente, se ha documentado un incremento significativo de la
invasividad y de la CTSL en células de glioma humano U251 con res-
pecto a los controles, después de silenciar el gen CTSL, el incremento,
causado por rayos X, de la migracion e invasion por parte de la linea
celular de glioma humano U251, se reducia en presencia del inhibidor
farmacologico especifico de CTSL Z-FY-CHO, pero también mediante
transfeccion con siRNA contra CTSL. Estos datos demuestran que las
CTS estan implicadas en el proceso de invasion propiamente dicho.

Ademas de lo anterior, también se han postulado o caracterizado
diferentes rutas de sefializacion que controlan la funcion de las CTS en
la invasion del GB. Rutas que no son especificas para las CTS. Asi, por
ejemplo, en el ultimo estudio que hemos expuesto, el silenciamiento
génico de CTSL producia una bajada de la invasion, pero también de
quinasas Rho, lo que ha llevado a hipotetizar que la inhibicion de la
expresion de CTSL podria disminuir la invasion por medio de la re-
duccion de la actividad RhoA y CDC42. En otro ejemplo, en la linea
celular de GB humano LN-18 y en cultivos primarios realizados a partir
del procesamiento de muestras de tejido tumoral de GB de pacientes, el
tratamiento con diferentes inhibidores de la ruta de mTOR (como la ra-
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pamicina) regula varios factores del microambiente tumoral, entre ellos,
reduce los niveles de mRNA de la diana de NFkB CTSB (la reduccion
es pequefia en comparacion con la de otros fargets de NFkB) y suprime
la capacidad de migracion e invasion del GB; ahora bien, estos inhibido-
res serdn mas o menos especificos y, ademds, como su uso altera varios
factores (y no solo CTSB, tal como se demuestra en el articulo), al final
no sabemos si CTSB simplemente esta asociada a la invasion o bien
contribuye a ella. También se ha visto, en varias lineas celulares de GB
y en xenografias en animales, que la expresion, los niveles de proteina
y la actividad de CTSB, de las quinasas p-FAK y p-ERK y la invasion
son dependientes de la ruta de sefializacion de la proteina quinasa aso-
ciada a Rho ROCK. Este trabajo indica que CTSB esta asociada con la
invasion del GB, pero no demuestra si contribuye a ella, pues vemos
que se produce un incremento tanto de la expresion de CTSB como de
la invasion, pero no inhibiendo directamente CTSB sino que después
del tratamiento con cafeina (y el problema del grado de inespecificidad
de los inhibidores quimicos) se inhiben todos los elementos de la ruta
de senalizacion ROCK-CTSB/FAK/ERK, incluida la CTSB, asi como la
invasion, la proliferacion y el tamafio del tumor; en definitiva, aqui no se
ve el papel de CTSB en la invasion porque no se inhibe especificamente
CTSB. Por tultimo, en células de GB aisladas de un paciente, la interac-
cion del péptido de la familia de las relaxinas C1g/TNF-related protein
8 (CTRPS) con su receptor de membrana asociado a proteinas G relaxin/
insulin-like family peptide receptor 1 (RXFP1 receptor) expresado en
GB humano, activa una ruta de sefalizacion intracelular especifica, de
la que son miembros PI3K y las proteina quinasas PKC3 y PKCC, para
estimular finalmente: i) la expresion de CTSB, y ii) la degradacion de
matriz extracelular y la migracion a través de la matriz de células del
GB ambas mediadas por CTSB. Este mecanismo podria explicar, al
menos en parte, el patron fenotipico invasivo del GB.

6. CONCLUSIONES

Dado que, la reseccion quirtrgica del GB, seguida de radioterapia
con quimioterapia e incluso tratamientos adyuvantes, apenas ha venido
mejorando el ya de por si nefasto pronostico de los pacientes, la auto-
fagia en general, y las catepsinas en particular, podrian ser una posible
diana para futuras y eficaces terapias contra el GB. La autofagia, pri-
mariamente, es un mecanismo de supervivencia celular, pero también
puede actuar en sentido contrario y llevar a la célula a la muerte. En el
cancer en general, y en el GB en particular, nos vamos a encontrar con
trabajos que sitiian el papel de la autofagia en uno u otro de estos dos
planos: a partir de estudios donde se demuestra que la autofagia es un
mecanismo de supervivencia para las células tumorales, el beneficio
para el paciente se lograria inhibiéndola; sin embargo, si la autofagia
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es un mecanismo de muerte para las células tumorales, el beneficio
se conseguiria activandola. Este papel dual, no consensuado, para la
autofagia en el desarrollo y tratamiento del GB, hace que dirijamos
nuestra mirada a un componente individual de la misma: las proteasas
lisosomales CTS. Diferentes evidencias basicas y clinicas relacionan
a las CTS con alguna etapa del desarrollo tumoral en general y del
GB en particular. Dada la importancia del comportamiento infiltrativo
difuso del GB, hemos presentado algunos ejemplos que sugieren o
demuestran el papel de las CTS en la invasividad del GB. Asi, por
ejemplo: 1) en biopsias de glioma, los niveles de CTSB se correlacio-
nan positivamente con evidencias clinicas de invasion; ii) los niveles
de CTSD estan elevados en astrocitomas de alto grado, y iii) hay un
incremento significativo de la invasividad y de la CTSL en células de
glioma humano U251 después de ser sometidas a rayos X. Todos estos
datos revelan la existencia de una asociacion, casual o causal, entre
las CTS y el proceso de invasioén propio del GB. Se ha demostrado
que esta asociacion es causal: las catepsinas contribuyen al fenomeno
invasivo del GB. Como ejemplos: 1) el anticuerpo anti-CTSD inhibe
parcialmente la invasion del GB, y ii) la capacidad invasiva del GB
baja significativamente cuando se transfecta con siRNA para CTSL o
cuando se utilizan anticuerpos contra CTSL. Por tltimo, también se han
postulado o caracterizado diferentes rutas de sefializacion que controlan
la funcién de las CTS en la invasion del GB.
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