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1. RESUMEN

El glioblastoma multiforme (GBM) es el tumor primario mas frecuente del sistema
nervioso central con una supervivencia media a los 5 afios del 5,5% de los pacientes.
Actualmente, el tratamiento de esta tumoracidon es muy agresivo; incluyendo una
reseccion maxima de la tumoracion, radioterapia y quimioterapia. Sin embargo, este
tratamiento no es suficiente para disminuir el indice de mortalidad, por lo que supone
todo un reto para la comunidad medica y cientifica buscar nuevos tratamientos mas
efectivos. En condiciones normales los macrofagos presentes en el microentorno tumoral
deberian luchar a favor del organismo, enfrentandose y eliminando las células tumorales.
Sin embargo, las células del glioblastoma son capaces de reprogramar a estos macréfagos
haciendo que actlen a su favor y promoviendo la progresion y proliferacion celular. Una
posible nueva via terapéutica podria estar basada en la re-educaciéon o reprogramacion
de los macrofagos presentes en el microentorno tumoral. Por lo tanto, una mejor
compresion de los procesos que inducen este cambio en los macrofagos y del modo en
que se podria revertir, alentara en el futuro al desarrollo de nuevas terapias.

Palabras clave: GBM; Glioblastoma Multiforme; TAM; macrophages; microglia; tumor
microenvironment; tumor-associated macrophages.

2. ABSTRACT

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common primary tumor of the central
nervous system with a 5-year median survival of 5.5% of patients. Currently, the
treatment of this tumor is very aggressive, including a maximum resection of the tumor,
radiotherapy and chemotherapy. However, this treatment is not enough to decrease the
mortality rate, so it is a challenge for the medical and scientific community to seek new
more effective treatments. Under normal conditions, macrophages present in the tumor
microenvironment should fight in favor of the organism, confronting and eliminating
tumor cells. However, glioblastoma cells are capable of reprogramming these
macrophages by causing them to act in their favor and promoting cell progression and
proliferation. A better understanding of the processes that induce this change in
macrophages and how it could be reversed, will encourage the development of new
therapies in the future.

Palabras clave: GBM; Glioblastoma Multiforme; TAM; macrophages; microglia; tumor
microenvironment; tumor-associated macrophages.



3. OBJETIVO

El objetivo principal de esta revision bibliografica es analizar y comprender el
comportamiento y el papel de los macréfagos presentes en el microentorno tumoral
(TME) del GBM vy su posible valor terapéutico con el fin de desarrollar nuevos
tratamientos frente a la enfermedad.

Para ello, se han establecido de modo mas especifico los siguientes objetivos:

- Revisar los aspectos generales del GBM como la epidemiologia, la histologia y la
clinica de esta tumoracioén; asi como su tratamiento actual en clinica.

- Caracterizar celularmente el TME presente en el GBM.

- Analizar el papel y el comportamiento de los macrofagos presentes en el TME en
condiciones fisioldgicas y patoldgicas.

- Presentar a los macroéfagos como una posible via terapéutica.

4. METODOLOGIA

Antes de comenzar con la busqueda bibliografica se planted el propdsito de este trabajo.
Dada la alta tasa de mortalidad del GBM es necesario el desarrollo de nuevos
tratamientos que consigan aumentar la supervivencia. Uno de los ambitos de estudio es
el papel de los macréfagos en el TME del GBM.

En esta revision bibliografica se ha dividido la busqueda en dos partes. Por un lado, la
busqueda de aspectos generales del GBM (clinica, terapéutica, epidemiologia...), y por
otro lado, una busqueda mas especifica sobre el objetivo principal de este trabajo: el
papel de los macrofagos en el GBM y su posible valor terapéutico para mejorary controlar
la progresion tumoral. Para el apartado de generalidades del GBM se ha procedido a la
busqueda en diversos manualesy libros de la biblioteca de Medicina de la Universidad de
Zaragoza, mientras que para la busqueda del tratamiento y algoritmos terapéuticos se ha
acudido a la Sociedad Espafiola de Oncologia Medica (SEOM) y Cochrane. El aparatado
centrado en Inmunopatologia y las reacciones de los TAM en el TME se ha realizado la
busqueda sistematica de los Ultimos articulos en la plataforma de PubMed. La busqueda
se realizé mediante el uso de descriptores de ciencias de la salud (DECS), asi como de
filtros temporales (Unicamente se han tenido en cuenta articulos de los Ultimos afios) y
de operadores booleanos; de tal forma que se acotaba la busqueda a los articulos que
realmente eran Utiles para la elaboracion de la revision.



5. INTRODUCCION

5.1.EPIDEMIOLOGIA Y PRONOSTICO

El glioblastoma multiforme (GBM) es la forma mas anaplasica de los astrocitomas. El
origen del tumor es incierto, ya que podria provenir tanto de la desdiferenciacién y
malignizacion de una estirpe celular mas benigna (astrocitoma grado |) como de una
degeneracién directa a GBM.(1)

Ante la aparicién de una lesién cerebral en un paciente adulto, esta se tratara con mayor
probabilidad de una tumoracidn secundaria o metastatica. Sin embargo, si se refiere
exclusivamente a tumoraciones primarias en adultos, el GBM es el principal. Su incidencia
es mucho mayor en pacientes entre 75- 84 afios y los hombres ademas padecen mas esta
tumoracion. (2,3)

El prondstico de esta tumoracion es realmente alarmante, siendo la supervivencia a 5
afios Unicamente del 5,5% de los casos y con una supervivencia media del paciente de
unos 15 meses. Comparativamente con otras tumoraciones cerebrales primarias el GBM
es devastador, siendo el lider en la tasa de sobrevida. Todos estos datos apoyan una
realidad sordida y dificil de aceptar, ya que no se dispone de conocimientos suficientes
para abordar terapéuticamente de forma satisfactoria esta tumoracion.(3-5)

5.2. CLINICA

La clinica del GBM es similar a la del resto de tumoraciones cerebrales. Sin embargo, hay
que tener en cuenta algunas caracteristicas propias de esta tumoracién gracias a las
cuales se pueden diferenciar del resto de neoplasias.

Por norma general los tumores cerebrales producen una clinica progresiva, siendo en el
caso del GBM mas caracteristica la presencia de sintomatologia inespecifica durante unos
meses, acompanandose cercanamente al diagnostico de convulsiones y sintomatoldgica
focalmente mas definida. La focalidad suele estar relacionada ademas con el edema que
produce esta tumoracién. Es por esto que en el momento del diagndstico el GBM tiene
ya rasgos de invasion y malignidad tumoral provocando asi las bajas tasas de
supervivencia que reflejan las estadisticas.(6,7)

Entre todas las posibles manifestaciones clinicas se pueden destacar las siguientes:



Hipertension intracraneal

En el caso de los adultos, al situarse la tumoracion con mas frecuencia en zonas
frontotemporales, los signos clinicos aparecen mas tarde gracias a la plasticidad de esta
zona cerebral; pero cuando se llega al punto en que la plasticidad no se adapta al tumor
aparece la hipertension intracraneal. En el caso del GBM es muy importante el
componente edematoso peritumoral claramente apreciable en la resonancia nuclear
magnética (RNM) y en la secuencia FLAIR (como se detallard mas adelante en este
apartado). El amplio tamafio de la zona tumoral que suele tener el GBM junto con su gran
zona edematosa son los que provocan en conjunto el efecto masa que dard como
consecuencia el aumento de la presién intracraneal.(5,7)

Ademas, la cefalea es la sintomatologia mas frecuente en las tumoraciones cerebrales,
siendo caracteristica de predominio nocturno, llegando incluso a despertar al paciente.
Se produce debido a la traccidon o compresion de ciertas estructuras sensibles, asi como
a la propia elevacién de la presién intracraneal.(3)

La triada clasica de la hipertensién intracraneal consistira en la aparicion de cefalea junto
con nauseas y vomitos en escopeta y la aparicién de edema de papila a la exploracion del
fondo de ojo debida a la compresion tumoral.

Hemorragia intratumoral

Este sintoma es caracteristico de procesos metastaticos y del GBM primario por su alta
irrigacion sanguinea, produciendo una clinica de agudizacién en la cual el paciente
empeora bruscamente. Es tipico escuchar en consulta: “mi familiar estaba muy bien
hasta ahora, que esta fatal”. Esto pone de manifiesto la brusquedad con la que se
descubre esta tumoracion y en una situacion en la que la enfermedad ya es avanzada.
(7,8)

Focalidad neuroldgica

Este sintoma esta claramente relacionado con la zona de compresién, infiltracion o
desplazamiento cerebral producida por el crecimiento tumoral. Se pueden observar
sintomas como trastornos en el lenguaje, alteraciones en la visidn, alteraciones de la
marcha, alteraciones sensitivas...

En el caso del GBM es muy relevante la aparicion de crisis epilépticas. Dentro de los
gliomas de alto grado entre el 30% y el 60% de los pacientes sufren de estatus epiléptico,
siendo, por lo tanto, un factor a tener en cuenta tanto en el diagnéstico de la tumoracién
como en la pauta terapéutica. Otro de los modificadores neuroldgicos a tener en cuenta



es tanto los cambios de personalidad (posible formalizacion), como el obnubilamiento y
las alteraciones de la conciencia.(3,5,8)

Es por esto que un paciente de mediana y avanzada edad con clinica de focalidad
neuroldgica de nueva aparicion, asi como crisis epiléptica sin antecedentes previos, debe
estar sin lugar a dudas en nuestro diagnostico diferencial la causa tumoral.

5.3. DIAGNOSTICO

El principal motivo por el que se sospechara de la presencia de una tumoracion cerebral
serd por una de las consecuencias que produzca el mismo; es por esto que el paciente
con GBM acudird con uno de los cuadros descritos en el apartado anterior.

Para realizar el diagnodstico clinico se realizaran las siguientes pruebas:
Examen neuroldgico

Ante un paciente que acude por sospecha de tumoracion cerebral serd realmente
importante la realizacién de una correcta anamnesis, asi como la exploracién neurolégica
para poder localizar y centrar la lesion.(5,7)

Tomografia computarizada

La tomografia computarizada (TC) esta en un nivel inferior a la resonancia nuclear
magnética (RNM) en cuanto a detalle en la visualizacion, pero es sin lugar a dudas
imprescindible para el diagnostico de sospecha del GBM. No es sino mediante la
realizacién de un TC en la que la mayoria de las veces se visualiza por primera vez la
tumoracion. EITC es el que permite distinguir el origen de la sintomatologia neuroldgica
que padece el paciente pudiendo conducir al diagnostico.(6,7)

En la TC se observard una masa grande la cual provoca un borramiento de las
circunvoluciones adyacentes. Debido a este gran tamafio, en las zonas centrales de la
tumoracion se disminuye el aporte sanguineo llevando a la formacion de zonas necréticas
(areas hipodensas en el centro de la tumoracién). En torno a la masa, ademas se
producird una zona de inflamacion generalizada. Este edema, aunque apreciable con la
tomografia se apreciara mejor en la secuencia FLAIR de la resonancia.(9)

RNM

Es la técnica por excelencia para la visualizacién del GBM. Gracias a la utilizacion de
contraste (gadolinio) se permitira una mejoria en la visualizacién de la lesion, asi como
beneficiarse de las distintas secuencias que se podran obtener.(6,7,10)



Como norma general se apreciard una lesion de caracteristicas heterogéneas junto con
importante efecto de masa. Estas caracteristicas concuerdan y deben compararse con su
composicidn histoldgica. Las caracteristicas de heterogenicidad se corresponden a una
tumoracion con dareas con mayor y menor concentracion de células, asi como zonas
quisticas y areas en las que se aprecian importantes zonas de necrosis y hemorragias
intratumorales.(4,9,10)

En la secuencia T2 (FIGURA 1) se aprecia de forma mas clara los cambios relacionados
con la celularidad tumoral, siendo las zonas con mas concentracién hipointensas. Se
diferencia también de forma caracteristica los cambios hemorragicos intratumorales,
siendo importantes debido a su repercusion clinica (FIGURA 1).(9)

FIGURA 1 RNM de un GBM T2 (primera imagen), T1 con contraste (sequnda imagen)y FLAIR (tercera imagen). En las
imdgenes se aprecia una gran masa tumoral de bordes mal delimitados y muy heterogénea que atraviesa la linea
media. Es notorio el gran edema perilesional el cual se aprecia mejor en la secuencia FLAIR, este edema junto al gran
tamafio del GBM provoca un gran efecto masa. Es destacable los cambios de intensidad en la zona centrotumoral de
las distintas secuencias atribuible a la necrosis que produce el GBM por su progresion y falta de aporte sanguineo a
la zona central.(30)

Mediante la secuencia FLAIR es posible anular la sefial generada por el liquido
cefalorraquideo, siendo util para ciertos casos como la visualizacién del edema. Gracias
a la secuencia FLAIR se podra valorar el nivel de edema perilesional de la tumoracién el
cual es caracteristicamente muy extenso; por lo tanto se suman tanto el tamafio tumoral
como el edema generando un efecto masa muy considerable.(4,9)

La biopsia esterotactica se reserva para la tumoracion de dificil acceso quirldrgico. En el
caso del GBM es necesario realizar la biopsia de dos trayectos debido a la alta
heterogenicidad del tumor; de esta forma se asegura un diagnostico concordante a la
lesion.(9)

5.4. ASPECTOS ANATOMO-PATOLOGICOS
El GBM deriva de una estirpe celular del sistema nervioso central conocida como

neuroglia. La neuroglia esta constituida por un conjunto de células situadas en torno a las
neuronas en el sistema nervioso central. Su principal funcion es generar un



microambiente iddneo para el correcto funcionamiento del sistema nervioso, controlar
ademas la homeostasis, asi como participar en la defensa tisular. El GBM se caracteriza
por derivar de células de estirpe glial con una alta mitosis, asi como un alto contenido en
células con polimorfismo nuclear.(11,12)

Macroscopicamente el GBM se suele apreciar como una masa de gran tamafio con
multiples focos tanto hemorragicos como necréticos (ver FIGURA 2). Suele aparecer mas
frecuentemente en los hemisferios cerebrales siendo su localizacion preferente en el
tronco encéfalo-cerebelo y mucho mas rara en la medula espinal. La muerte en los
pacientes se suele producir por la expansion y el aumento del tamafio del tumor, aunque
puede acompafiarse de procesos metastasicos por todo el neuroeje. (13)

FIGURA 2 Pieza macroscopica GBM. Se aprecia un cerebro humano en corte coronal con una gran masa tumoral y
extensa zona necrotica. La tumoracion infiltra linea media y hemisferio contrario. (30)

La tumoracién avanza de forma muy agresiva, tanto, que no es capaz de nutrir y
proporcionar oxigeno a sus propias células creando zonas extensas de necrosis
(sobretodo en zonas centrales) y, liberando sustancias proinflamatorias que favoreceran
la aparicion de edema que es responsable principal de las manifestaciones clinicas
anteriormente descritas. Es realmente caracteristico y distintivo en este tumor la
distribucién celular en los bodes del tumor en pseudoempalizada (las células malignas se
ordenan paralelamente entre ellas recordando a una empalizada) presente alrededor de
la zona necrosada (ver FIGURA 3).



Al hacer el examen microscopico se observan células astrociticas con una diferenciacion
muy pobre, con nucleos atipicos y una alta actividad mitética; lo que se relaciona con una
alta malignidad tumoral. El GBM recibe su nombre por su composicién celular
heterogénea que consiste en un conjunto de células con morfologia muy variable,
redondeadas, en forma de huso, polinucleadas, gigantes, pequefias... En ocasiones
debido a la alta indiferenciacién celular es complicado analizar el origen astrocitico de la
tumoracion. Por ello a los anatomopatdélogos en situaciones en las que reciben muestras
muy escasas (biopsias esterotaxicas), se les dificulta realmente la labor de analizar y
tipificar la tumoracién.

FIGURA 3 Pieza microscdpica GBM. Se trata de una tumoracién muy celular con gran pleomorfismo e hipercromatismo.
Destaca la abundante vascularizacion (V), asi como una zona de necrosis central (#). Las células se disponen formando
pseudoempalizadas en torno al area necrética.(30)

Ademas de todo lo anteriormente descrito se encuentra una amplia proliferacion
vascular con numerosos vasos algunos de los cuales se encuentran trombosados.(14)

5.5. TRATAMIENTO

Como se ha mencionado anteriormente, a tasa de supervivencia del GBM es desoladora,
con tan solo un 5,5% de supervivencia a los 5 afios tras su diagndstico. Estos datos
demuestran el pobre resultado del tratamiento actual frente al GBM.

El esquema terapéutico del GBM es realmente agresivo, siendo la cirugia un pilar
principal mediante el cual se intentara eliminar la mayor cantidad de tumoracion. Debido
a la gran capacidad migratoria de sus células y su gran malignidad, se deberd acompafar
de un tratamiento con quimioterapia y radioterapia para intentar conseguir una mayor
eficacia en el resultado.
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La cirugia ademas de mejorar la adyuvancia permite el analisis anatomopatoldgico de la
tumoracion. Actualmente es posible mejorar el porcentaje de reseccién mediante el uso
de la fluoresceina sddica la cual es capaz de adentrarse en la zona tumoral asi como las
areas de invasion de la barrera hematoencefdlica, ayudando de esta forma al cirujano a
mejorar la visualizacion completa de la lesidon y por consecuencia el éxito de la
cirugia.(9,15)

Tras la extirpacién debe realizarse una RNM de control a las 24-48h, de esta forma se
valora la cirugia sin que intervengan factores secundarios como la hemorragia, isquemia
e inflamacién (aparicién a las 72h).(3,4)

La cirugia debe ir seguida de radioterapia concomitante en el lecho quirdrgico para
mejorar la efectividad. Esta suele consistir en la administracién de una dosis total de 60Gy
dividida en varias dosis de unos 2 Gy al dia, 5 dias por semana afiadiendo ademas de la
zona tumoral un margen de 1-2 cm para asegurar la maxima eliminacién de células
malignas.(16)

La quimioterapia afiadida mejora significativamente la supervivencia de los pacientes que
solo han recibido radioterapia. El tratamiento quimioterdpico con temozolomida
concomitante y adyuvante ha demostrado una mejoria significativa en la supervivencia
como ofrecen los datos de los metaanalisis de la Sociedad Espafiola de Oncologia Medica
(SEOM). Se suelen dar 6 ciclos en total, no habiendo evidencia para aumentar los
ciclos.(16)(17)

En pacientes de edad avanzada se ha demostrado mejoria con dosis de RT
hipofraccionada (40Gy en 15 sesiones) mas la temozolomida seguido de otros 12 ciclos
de la misma. En los casos de recurrencia debe proponerse la inscripcion en un ensayo
clinico, aunque también puede seguirse el algoritmo de la SEOM (FIGURA 4).(16)

reseccion mas quimioterapia multisistémica
Focal No bulky reseccion mas BCNU wafer

STR mas quimioterapia multisistémica

) T™Z
Glioma de alto e
d o >4 meses tras finalizar TMZ o nunca TMZ
rado recurrente
9 ensayo clinico

difuso, bulky or

L tumor sintomatico con efecto masa considerar bevacizumab
multicéntrico

<4 meses tras finalizar TMZ nefermedad difusa sin claro efecto masa nitrosoureas

ensayo clinico

FIGURA 4 Esquema tratamiento GBM (SEOM) (16)

Ademads de la terapia oncoldgica propiamente dicha se debe tener en cuenta otra serie
de farmacos para paliar los trastornos secundarios producidos por el tumor. Se incluirdn
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para ello glucocorticoides y corticoesteroides como antiinflamatorios para reducir el
edema, antiepilépticos (carbamacepina, gabapentina, levetiracetam...), fdrmacos para
reducir la émesis (vomitos), Ademas, se proporcionara apoyo psicoldgico a estos
pacientes, muy importante sobretodo en los tratamientos paliativos.(3,6,8)
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6. MICROAMBIENTE TUMORAL DEL GBM

El GBM se encuentra rodeado de una serie de estructuras y células que conforman el
microentorno tumoral (TME) y que juegan un papel fundamental en su progresiéon y
comportamiento. En condiciones fisioldgicas, las células del TME son las encargadas de
mantener el correcto funcionamiento del SNC; sin embargo, en condiciones patoldgicas
estas células son condicionadas por las propias células tumorales para mantener y
“favorecer” al tumor.

El entendimiento y estudio del TME es necesario para la comprension del funcionamiento
de este tumor. En este particular TME aparecen las propias células tumorales, las células
madre del glioma, los astrocitos y las células del sistema inmune (linfocitos T, células NK,
macréfagos asociados al tumor o TAM...). Estas ultimas juegan un papel importantisimo
en la patogenicidad del tumor (ver FIGURA 5).
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FIGURA 2 Esquema del TME donde destacan las principales células presentes en el GBM (31)

Las células madre del glioma (GSC) estdn muy relacionadas con las células endoteliales,
situandose cerca de las zonas de la vascularizacién y facilitando de esta forma la
liberacién de sustancias al torrente circulatorio (ver FIGURA 5). Se ha demostrado que la
concentracion de este tipo de célula esta relacionada con el aumento del grado tumoral.
Estas células ademds son capaces de reclutar de forma activa monocitos originales de la
medula ésea por mecanismos como la secrecién de CCL2 y CSF-1. (18,19)
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Otro tipo celular presente en el TME y caracteristico del SNC son los astrocitos. Estas
células de forma fisioldgica se encargan de forma general del mantenimiento del SNC.
Son responsables de un proceso muy especial conocido como gliosis reactiva, por el cual
estas células promueven la curacion de lesiones mediante la secrecion de factores de
crecimiento y citosinas. En el caso de la presencia del GBM el tumor es reconocido como
una lesion por lo que los astrocitos mediante la liberacion de estas sustancias favorecen
la proliferacion tumoral (ver FIGURA 5). EIl GBM consigue alterar la percepcion que tienen
los astrocitos de él, provocando que lo reconozcan como una “herida” la cual deben
reparar. (18)

Ademas, dentro del TME del GBM aparecen las células del sistema inmune (ver FIGURA
6). El objetivo de este complejo sistema es el de proteger al organismo de las posibles
amenazas tanto infecciosas como tumorales. Ante la aparicion de una célula mutada
potencialmente maligna, los linfocitos T participan en su destruccion, librando de esta
forma al cuerpo del “futuro tumor”. Sin embargo, en esta tumoracidn existe una escasa
poblacién de linfocitos T citotdxicos los cuales en situaciones fisiolégicas serian los
encargados de la destruccion de las células malignas. Estos linfocitos componen menos
de un 0.25% de las células inmunes presentes en el TME.

Tumor extrinsic Immune cells

A. NK cells B. Macrophages and microglia

s [
Q P

factors

C. Lymphocytes

e

Anti-CTLA-4 41 CTLA-4
Anti-PD-1 —{t PD-1
Anti-TIM3 —{t TIM3

FIGURA 3 Principales células del sistema inmunes presentes en el GBM en las cuales observamos algunas de sus
interacciones con el TMIE que provocan el estado de inmunosupresion tumoral. (18)

Se ha sospechado que existe una relacion entre la ausencia de estos linfocitos y el
potencial maligno tumoral. Adema3s, al igual que en otras tumoraciones, es destacable la
asociacion entre la efectividad del tratamiento y la presencia de estos linfocitos. Cuantos
mas linfocitos aparezcan en la tumoracidon, mas efectiva serd la terapia. Al estudiar estas
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células en el TME del GBM se ha demostrado que se produce un estado de agotamiento
y deterioro de los mismos, lo que provoca un estado de inmunosupresion que empeorara
el prondstico.(18,20)

Dentro del grupo de células del sistema inmune, son realmente destacables los
macrofagos asociados a tumores (TAM), los cuales son un eslabdon fundamental a la hora
de comprender los mecanismos de adaptacién tumoral. La disminucidn de linfocitos y la
inmunodepresidn presente es la consecuencia de una alteracion de estas células que no
solo producen alteraciones en el sistema inmunitario, sino que son capaces de alterar
todo el TME del GBM. Debido a que estas células son el objeto del presente trabajo se
dedicara un apartado exclusivo para ellos a continuacion.
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7. MACROFAGOS ASOCIADOS A TUMORES O TAMS

Las células fagocitarias conforman un sistema mas amplio conocido como sistema
fagocitico mononuclear el cual comprende las células procedentes de la medula dsea, y
los macréfagos tisulares de cada tejido, en el caso del SNC las células de la microglia. Los
TAM existentes en el GBM tienen por lo tanto dos origenes embrionarios muy distintos.
Por un lado, aparecen las células fagociticas originales del SNC denominados microglia, y
por otro, los macrofagos derivados de monocitos infiltrados que son atraidos por la
tumoracion (ver FIGURA 7). (21) (22)

N ,//Yolksac

A . Microglia
* @ Macrophage
Microglia Gsc
Tumor cell
Healthy CNS Stromal cell

Glioma CNS

Macrophage/ ;j ;
%Aqtivated
microglia

FIGURA 4 TAMs presentes en el GBM. En la imagen A se muestra como se produce el reclutamiento de macrdéfagos
procedentes de la medula 6sea. En la imagen B se observa la distribucion de los TAMs en el GBM (20)

Monocyte

Los macréfagos son células esenciales en las reacciones inmunoldégicas del organismo
formando parte del sistema inmunitario y participando en la respuesta inflamatoria
innata. Los macroéfagos tienen un origen en células monociticas producidas en la medula
6sea y que son atraidas por el GBM, siendo en ese entorno donde se diferencian
mediante la union a sus receptores de ligandos especificos. Los macrdéfagos se activan y
ponen en marcha mecanismos como el proceso de fagocitosis, o la atracciéon de otras
células del sistema inmunitario mediante la liberacién de quimiotacticos, favoreciendo
de este modo la respuesta inflamatoria. Tras el proceso inflamatorio, los macréfagos
crean un ambiente reparador fagocitando las células muertas y liberando sustancias que
provocan la reparacion celular.(22,23)

Por otro lado, la microglia son células que proceden de células del saco vitelino. Esta
diferenciacion se produce durante el periodo embrionario temprano. Su funcion principal
es la del mantenimiento de la homeostasis cerebral controlando la fagocitosis de células
apoptodticas, asi como el apoyo a la génesis neuronal. Una de las principales dificultades
de los distintos estudios centrados en el analisis de los TAM es la diferenciacion celular
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de las mismas ya que funcional y estructuralmente son casi idénticas. Se consigue la
distinguir ambas poblaciones por la expresion de ciertos marcadores, en el caso de la
microglia con baja proporcién en CD11b/ CD45 y los macréfagos con alta proporcién
CD11b/ CD45. (23)(21)

De la totalidad de los TAM que infiltran la masa tumoral el 85% son monocitos/
macrofagos procedentes de la medula ésea, mientras que solo un 15% proceden de la
microglia original del SNC. Ademas, se ha observado una disposicion espacial
caracteristica para cada una de estas estirpes celulares. La microglia se sitla en zonas
principalmente periféricas de la tumoracion y en la materia blanca peritumoral. Existe
evidencia suficiente para creer que su papel se centra mas en la invasion de las células
tumorales. Por otro lado, los macréfagos se presentan en areas perivasculares, y focalizan
su actividad en la gliomagénesis y el crecimiento tumoral (relacionado directamente con
la secrecion de IL-1) asi como la formacion de neovasos que irriguen la tumoracién (ver
FIGURA 7). (23)(20)(24)
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8. RECLUTAMIENTO Y POLARIZACION DE LOS TAMs

En el momento en el que se produce una alteracién en la homeostasis del SNC las células
de la microglia, gracias a sus extensiones podociticas (alargamientos del citoplasma
celular mediante las cuales pueden obtener informacién directa de zonas mas alejadas
de su nucleo), lo detectan y liberan sustancias que promueven la glicogénesis y la
reparacion. Entre estas sustancias liberadas se encuentra el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) que facilita la infiltracion de células monociticas desde la periferia. A
consecuencia del aumento del numero de estas células se produce una respuesta
inflamatoria, que ademds favorece la angiogénesis. El TNF-oo es capaz incluso de
aumentar la adhesién plaquetaria, pudiendo llegar a provocar por tanto trombos. Por
otro lado, se produce una liberacion de oxido nitrico el cual genera una vasodilatacién de
la zona tumoral lo que provoca un llamamiento y activacién de los linfocitos By T. (25).

Por otro lado, las células tumorales, liberan quimioatrayentes como MCP-1 (proteina

guimioatrayente monocitica 1, también llamada CCL2) ¢ la IL-6 (interleucina 6), cuya
secrecion es favorecida por estados de hipoxia (ver FIGURA 8). Estas moléculas
promueven el reclutamiento de macréfagos e inducen su diferenciacion de forma
indirecta en M2 (subtipo de macréfago pro tumoral) (las diferencias se explican en el
apartado de polarizacion). Otros autores indican que la proteina encargada de llevar a
cabo la quimioatracciéon de los macréfagos es la proteina MCP-3 (proteina
guimioatrayente monocitica 3).(23)(26)(21)

recruitment

invasion ‘

FIGURA 5 E quema de las vias de reclutamiento para los TAMs donde se indican alguna de las moléculas responsables
de este fendomeno (21)

Otra de las vias utilizadas por el GBM para el reclutamiento de los macrofagos es la
liberacién del factor estimulante de colonias 1 (CSF-1) el cual aparece sobreexpresado en
gliomas de muy alto grado. Esta quimiocina es capaz de atraer monocitos para que
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infiltren el tumor pero no modula sus estado de polarizacidon provocando un aumento de
la infiltracion de los macréfagos en la tumoracion.(23)

Ademds de las moléculas destacadas anteriormente existen otros quimioatrayentes
secretados por las células tumorales como SDF-1, GM-CSF o EGF (ver FIGURA 8); los
cuales también participan en el reclutamiento de los macrofagos.

8.1.POLARIZACION DE LOS TAMS

Una vez los monocitos atraviesan la barrera hematoencefdlica atraidos por el tumor se
diferencian en macrdéfagos. Su diferenciacion inicial suele ser en un subtipo conocido
como M1. Este subtipo de macréfagos se distingue por presentar caracteristicas
principalmente inflamatorias; es decir, provoca la liberacién de metabolitos oxidativos y
citosinas proinflamatorias. Todo este proceso bioguimico tiene como objetivo aumentar
las caracteristicas inflamatorias de la zona produciendo una destruccion tisular. Esta seria
la respuesta principal en una situacion en la que el sistema inmunolégico pretendiese la
destruccion de la tumoracion, pero como se vera a continuacion el tumor se aprovecha
del sistema provocando que este le ayude en lugar de que lo destruya. (20)(27)(28)

El otro subtipo en el cual se pueden diferenciar los macrofagos es el M2. Estas células se
caracterizan por centrarse mas en la curacidn y restablecimiento de las heridas
disminuyendo la destruccion e induciendo la reparacion. Este tipo de macrofagos serdn
los “ayudantes del tumor” y proporcionan un ambiente adecuado para la progresién del
mismo. (20)(27)(28)

Los TAM actuan sobre el tumor al igual que harian sobre una herida infectada. En primera
instancia se produce una lucha contra la infeccion, provocando inflamacion y destruccion
de células del entorno natural de la herida. Una vez superada la infeccion estos mismos
macrofagos ayudan en la reparacion de la herida creando un ambiente regenerativo. En
el caso del tumor esta regeneracion es la que mas interesa por lo que intentara por todos
los medios la polarizacion de los macréfagos en un perfil M2, permitiendo un ambiente
comodo y propicio para la proliferaciéon de esta “herida”.

En un principio se pensaba que solo existian 2 subtipos, M1y M2; sin embargo, se han
llegado a diferenciar dentro de los macréfagos tipo M2 subtipos a, b, c y/o d. Ademas, se
ha descrito que los macréfagos son células realmente plasticas y tienen la capacidad de
modificar su estructura cambiando de M1 a M2 y viceversa. Por lo tanto, los macrofagos
cambiaran su morfologia en funcion de las condiciones externas.

Por otro lado, a las células madre del tumor, les interesa mantener a los macréfagos en
subtipo M2. Esto se consigue mediante la liberacién de quimiocinas y otras sustancias,
creando asi una situacién mucho mas favorable para el avance tumoral. Una posible via
para conseguirlo es la liberaciéon de M-CSF por las células tumorales, la cual induce el
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cambio a M2. Ademas, se ha demostrado la asociacion del aumento de malignidad, asi
como la resistencia al tratamiento con una mayor concentracion de macréfagos tipo M2
(ver FIGURA 9).

Después del reclutamiento por parte del tumor de los macréfagos y de favorecer su
polarizacion a subtipo M2 o fenotipo pro-tumorgénico, estos macréfagos se implican de
forma activa en “reparar la herida”, provocando un aumento del crecimiento, migracién
e invasion de las células tumorales. Este proceso se promueve por la liberacion de
guimiocinas (CCL22, CCL17, CXCL2, CXCL3 y CXCL16), asi como citocinas
inmunosupresoras (IL10 y TGFB) que disminuyen la concentracion de otras células
inmunes implicadas en la destruccion tumoral (ver FIGURA 9).
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FIGURA 6 Esquema de las vias utilizadas por los TAMs para favorecer la progresion del GBM y las distintas
interacciones que produce con los componentes del TME.(21)

Glioma cells

Ademas, mediado por sustancias como VEGF (factor de crecimiento vascular endotelial),
bFGF (factor de crecimiento fibroblastos), IL-6 (interleuquina) o IL1f se produce un
aumento de la angiogénesis. Este aumento de los vasos en el entorno tumoral aumenta
la capacidad de atraccion de mdas macrofagos y promueve un microambiente
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inmunosupresor. El GBM es capaz de utilizar a estos macrofagos, haciéndoles creer que
no es maligno para el sistema sino una “herida” que se debe reparar (ver FIGURA 9).

Los macréfagos ademas son capaces de secretar altos niveles de factores angiogénicos
(como el VEGF o IL6) creando un ambiente idéneo para la progresion y el desarrollo del
tumor. Esto es una de las premisas de la fisiologia, a mas vascularizacién tumoral mayor
aporte nutricional y de oxigeno, lo que se traduce en una mejora en el ambiente tumoral
y por tanto, un aumento de la proliferacion del mismo (ver FIGURA 9).

Por otro lado, el GBM hace una funcién similar a la barrera hematoencefdlica. La
diferencia es que en vez de modificar las sustancias que quieren entrar produce
variaciones en la barrera, de forma que modula de forma indirecta el paso de células. De
este modo procesos como la hipoxia o el edema favorecen la formacidon de neovasos que
nutren el tumory de este modo, lo ayudan en su proliferacion. (20)(18)3
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9. ESTADO DE INMUNOSUPRESION

Dos de las razones principales por las que se cree que los macréfagos son responsables
del crecimiento tumoral son sus propiedades angiogénicas y su capacidad
inmunosupresora. Como ya se ha descrito anteriormente el GBM tiene la habilidad de
transformar los macréfagos en M1 en M2, es decir, promover el perfil protumoral frente
al proinflamatorio.

Una de las cualidades de los macréfagos M2 es la capacidad regeneradora y potenciadora
de crecimiento tumoral, pero otra muy importante también es la cualidad de evitar que
el resto del sistema inmune destruya las células tumorales, creando una situacién de
inmunodepresiéon. Es una estrategia Util y eficaz evitando de esta forma la principal
defensa que tiene el organismo contra la formacion de tumores.

(o“‘o“ng tumor o

Q O“"fé

TAM

(Tumor-associated
macrophage)

FIGURA 7 Vias utilizadas por los TAM y el GBM para inhibir la accion de los linfocitos Ty asi favorecer el estado de
inmunosupresion en la zona tumoral.l (20)

Los macréfagos M2 producen una serie de vias que regulan de forma negativa la
activacién y proliferacion de las células T disminuyendo por lo tanto la respuesta inmune.
Una de las vias mas importantes es mediante la secrecion de grandes cantidades de PD-
L1 (ligando 1 de muerte programada). Esta molécula al unirse con su receptor produce
una seflal de inhibicion mediante la cual se disminuye la proliferacién de linfocitos T,
llegando incluso a producir una apoptosis en los mismos (ver FIGURA 10). (20)(19)
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Otra forma que tiene los macréfagos de evitar la destruccion de las células tumorales es
mediante interacciones directa célula-célula. En la membrana plasmatica de los
macrofagos se expresa un ligando muy caracteristico conocido como Fas. En la
membrana de los linfocitos T se encuentra expresada otro ligando, en este caso FasL, que
al interactuar con la de los macréfagos inducen mecanismos de apoptosis celular en los
linfocitos, evitando asi la respuesta inmune. Se demostré en modelos in vitro que la
inhibicién de FasL produce un aumento considerable de infiltracion de linfocitos T en el
tumor comprobando asi la via de anulacién producida por los macrofagos. (21)

Al conseguir tanto por una via como por otra la desactivacion o destruccién de los
linfocitos T, el GBM priva al organismo de su mecanismo antitumoral mas potente, ya
que son estas células las encargadas fisiolégicamente de destruir a las células malignas y
conservar asi la homeostasis del sistema. El GBM consigue engafar de esta forma a los
macrofagos, los cuales, al encontrarse polarizadas en el subtipo antiinflamatorio, no
tienen interaccion con el resto del sistema inmune y por lo tanto, no conciben al tumor
como algo malo. Al producirse esta disminucion de linfocitos T se priva al sistema de su
principal defensa contra la destruccion de células tumorales provocando este ambiente
inmunosupresor.

23



10. POSIBLES VIAS TERAPEUTICAS BASADAS EN MACROFAGOS

El GBM como se ha descrito anteriormente es un tumor desalentador que tiene
desconcertada a la sociedad médica y cientifica. Con una tasa de supervivencia alarmante
baja, y sin un tratamiento efectivo, despierta en la comunidad cientifica un gran interés
sobre todo a la hora de buscar nuevas vias terapéuticas.

Los recientes descubrimientos en el campo de la oncoinmunologia, asi como los buenos
resultados de la inmunoterapia frente a distintos tipos de tumores establecen un punto
de partida para posibles tratamientos contra el GBM.

Uno de los planteamientos que se realizan en la terapia del GBM es evitar los procesos
de inhibicion que se producen por los macréfagos, intentando intervenir de esta forma
sobre los macrofagos para que no apoyen a la tumoracién y devolverles en cierta medida
su perfil mas fisiologico. (19)

Uno de las futuras vias terapéuticas basadas en la inmunologia y la mds ambiciosa a la
hora de hacer frente al GBM, seria la de reprogramar a los macréfagos para que de nuevo
realicen tareas de proteccién para el organismo. La re-educacion o re-programacion de
los macréfagos resulta alentadora, siendo un factor clave para la progresion de la
neoplasia. El principal objetivo de esta via terapéutica se centraria en la polarizacién de
los macréfagos a su estado proinflamatorio M1 en lugar del M2 que promueve el GBM.

Como se ha explicado con anterioridad existen multitud de vias por las que el GBM
modifica la polaridad de los macrofagos, por lo que existen distintos enfoques que se
centran en el bloqueo de la union de los quimioatrayentes a sus receptores. Existen
trabajos centrados, por ejemplo, en inhibir al receptor de CSF-1. Este ligando explicado
con anterioridad es secretado por el glioma con el fin de reclutar macroéfagos. Los ensayos
realizados con antagonistas de CSF-1 como el pexidartinib mostraron una disminucién de
la infiltracidon de macréfagos en ratones. Sin embargo, su uso en humanos con GBM
recurrente no mostré la eficacia esperada; por lo que esta en estudio su aplicacién junto
con otros farmacos que puedan mejorar su accién. (21)(23)

Otra de las moléculas liberadas por las células tumorales para aumentar el reclutamiento
de los macréfagos es la proteina quimioatrayente monociticas (MCP-1). El grado de
expresion de MCP-1 estd asociado directamente con el grado del glioma, asi como con la
capacidad del mismo para la promocién de la angiogénesis y la invasion tumoral. Esta es
otra de las vias de bloqueo que se encuentran en estudio. Existen tres fdrmacos no
citotoxicos que consiguen disminuir MCP-1: la minociclina (antibidtico), el telmisartan
(antihipertensivo) y el zoledrénico (bifosfonato). Estos farmacos que han sido utilizados
para otras aplicaciones, traspasan muy eficazmente la barrera hematoencefalica, por lo
tanto, son prometedores en el tratamiento o apoyo del tratamiento del GBM. (21)
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Otro punto sobre el que se podria incidir es a través de la proteina fosfoglicerato quinasa
1 0 PGK1. El mantenimiento de las células tumorales es debido en gran parte a su forma
de obtencion de energia a través de la glucdlisis aerdbica. Este proceso es regulado por
los macréfagos a través de PGK1. Para activarse esta proteina debe estar fosforilada; por
lo que, inhibiendo la fosforilacién se podria conseguir anular la funcidon protumogénica
de los macréfagos evitando asi en teoria la progresion del tumor (ver FIGURA 11).(27)

Macrophage

Glucose

Glycolysis R

FIGURA 8 Esquema via de la PGK1 (27)

El objetivo es claro, conseguir en un futuro farmacos para la reprogramacion de los
macrofagos, con el objetivo de disminuir el grado de inmunodepresién presente en el
microentorno tumoral y controlar la progresion del GBM.(21)(18)(29)
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11. CONCLUSIONES

El GBM como se ha descrito es una tumoracién devastadora, con tan solo una
supervivencia del 5,5% de los pacientes a los 5 afios de la deteccion de la enfermedad.

En la actualidad el tratamiento del GBM se basa en una combinacién muy agresiva de
cirugia, la cual pretende resecar la mayor cantidad de tumoracion posible, acompafiada
de quimioterapia (temozolomida) y radioterapia. El objetivo principal de afiadir estos dos
ultimos tratamientos es la de eliminar las células tumorales que puedan quedar tras la
reseccién. Es sin embargo desalentador ver que tras esta impetuosa terapia la
supervivencia sigue siendo tan baja.

La interrelacidon entre las células presentes en el TME y el GBM abre un abanico de
posibilidades terapéuticas sobre todo en el dmbito de la inmunoterapia. Los recientes
hallazgos respecto al comportamiento de los macrdéfagos en el GBM son muy relevantes.
Es sorprendente la capacidad de estas células de adaptarse a las distintas situaciones que
se le plantean y aun es mas sorprendente, la influencia que ejercen las células tumorales
en los macréfagos para convertirlos en sus aliados y facilitar la progresion del GBM.

El GBM favorece la transformacién de los macrofagos del subtipo M1 (proinflamatorio)
al M2 (protumoral). Este Ultimo subtipo actia como complice de la tumoracion y permite
que prospere. Una posible intervencién terapéutica se centraria en evitar esta
polarizacion de los macrofagos de M1 a M2, permitiendo de esta forma el mantenimiento
de su forma pro inflamatoria, por la cual en lugar de ayudar al GBM actuaria contra él.

Sin lugar a dudas este nuevo planteamiento terapéutico basado en la repolarizacion o
reprogramacion de los macréfagos abre una nueva posibilidad terapéuticas. Son
hallazgos recientes y necesitan ser investigados para que en algin momento estas
hipodtesis y planteamientos terapéuticos se puedan llevar a clinica y permitan frenar el
devastador progreso del GBM.
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12. ABREVIATURAS

TME: microentorno tumoral

TAM: macréfago asociado a tumores.

M1: subtipo de TAM proinflamatorio

M2: subtipo de TAM protumoral

GBM: glioblastoma multiforme

SEOM: Sociedad Espafiola de Oncologia
DECS: descriptores de ciencias de la salud
RNM: resonancia nuclear magnética
TC: tomografia computarizada

TMZ: temozolomida

SNC: sistema nervioso central

GSC: células madre del glioma

IL: interleuquina

TNF: factor de necrosis tumoral

MCP-1: proteina quimioatrayente monocitica
CSF: factor estimulante de colonias

VEGF: factor de crecimiento vascular endotelial
PD-L1: ligando 1 de muerte programada

PGK1: fosfoglicerato quinasa 1
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