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Introduccion

La apariencia histolégica de un grupo de tumores pediatricos entre los que
se encuentra presente el neuroblastoma, el linfoma, el rabdomiosarcoma, el
sarcoma de Ewing y el tumor de Wilms, en su variedad blastemal, ha permitido
agruparlos bajo la denominacion de “tumores de células pequefas, redondas y
azules”. Otra de las neoplasias agresivas y letales en nifios es el tumor rabdoide
maligno (TRM). Este tumor presenta un inicio temprano de metastasis, resistencia
a la quimioterapia y puede localizarse en rifién, sistema nervioso central (SNC) y
otros tejidos blandos.

Se han descripto varios de los mecanismos moleculares y aberraciones
cromosoOmicas implicadas en el desarrollo de sarcomas y tumores rabdoides
renales y extra-renales. Aunque inicialmente el desarrollo de tumores rabdoides se
relacion6 a monosomia del cromosoma 22, posteriormente se ha descripto
deleciones, translocaciones y otro tipo de mutaciones que involucran al gen
supresor de tumor SMARCBZ1/INI1, contenido en el locus 22g11.2. Se considera a
este gen como el principal miembro del complejo remodelador de la cromatina
SWI/SNF y cualquier alteracién del mismo determina a nivel nuclear la disminucién
0 ausencia de la expresion de la proteina codificada. Se estima que la prevalencia
de deleciones/mutaciones germinales es del 15- 30%. Con el fin de brindar un
correcto diagnostico, abordaje terapéutico y asesoramiento genético familiar se
tiene en cuenta la edad, la localizacion tumoral y la histologia. Algunos autores
proponen la aplicacion de técnicas moleculares que precisen el tipo de error en el
gen, cuantifiquen la expresidn proteica e investiguen la participacion de

mecanismos epigenéticos.



Los resultados de las investigaciones actuales sugieren que el gen
SMARCBL1 no sélo actua sobre el ciclo celular sino que, ademas, interviene en la
apoptosis y diferenciacion de algunas lineas celulares. También favorece la
induccién del potencial metastasico, interviene en los mecanismos de reparacion

del ADN y el mantenimiento de la estabilidad gendmica.

Tumores Pediatricos

Debido a su apariencia histolégica semejante y primitiva caracterizada por
nacleos hipercrémicos y escaso citoplasma, muchos tumores de la infancia se han
denominado colectivamente “tumores de células pequefas, redondas y azules”.
En este grupo se incluye el neuroblastoma, el linfoma, el rabdomiosarcoma, el
sarcoma de Ewing y, en ocasiones, el tumor de Wims'. Debido a la
indiferenciacion de estas neoplasias, en ocasiones, los hallazgos
anatomopatolégicos no permiten tipificarlos de manera certera. Es por ello que el
diagnéstico diferencial deberia comprender ademas de los datos clinicos, el
diagndstico por imagenes y el estudio cromosémico. El avance en el conocimiento
de los mecanismos moleculares implicados en la genésis tumoral ha permitido
establecer, para la mayoria, los genes y el tipo de error molecular involucrado
planteando algunas pautas para optimizar la respuesta al tratamiento.

Otra de las neoplasias agresivas y letales en oncologia pediatrica es el
tumor rabdoide maligno (TRM) que inicialmente fue descripto en 1978 como una
variante rabdomiosarcomatoide del tumor de Wilms debido a su localizacion
primaria renal y a la semejanza de sus células con los rabdomioblastos. La

ausencia de diferenciacion muscular llevdo a Haas y colaboradores a acufiar el
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término de tumor rabdoide. A diferencia del tumor de Wilms, el tumor rabdoide
renal se caracteriza por un inicio temprano de metastasis regionales y a distancia
y por su resistencia a la quimioterapia. Este tipo de tumor puede tener otras
localizaciones como sistema nervioso central (SNC) vy tejidos blandos
denominandose en estos casos tumor rabdoide extra-renal.

La apariencia histolégica del tumor rabdoide puede variar ampliamente
incluyendo desde las clasicas células rabdoides con un gran ndcleo, un nucléolo
prominente e inclusiones citoplasmaticas eosinofilicas palidas hasta células con
fenotipo pleomdrfico e indiferenciado. Cuando aparece en SNC se conoce como
teratoma atipico/tumor rabdoide (AT/RT) y demuestra una variedad de células
primitivas neuroectodérmicas, epiteliales o mesenquimales que tornan dificultoso
su diagnostico diferencial con otros tumores neuroectodérmicos primitivos (PNET)
0, incluso, con carcinomas de plexos coroideos.

La edad de aparicidbn generalmente se describe en la infancia temprana,
aunque se han publicado casos en los que los afectados son adolescentes o
adultos®®,

La técnica de inmunohistoquimica es una herramienta habitualmente
aplicada aqui debido a la tipica expresion de actina en muasculo liso, antigenos de
membrana epitelial y miogenina. El estudio de la pérdida de expresion de la
proteina SMARCB1 es uno de los métodos planteados en la actualidad para

establecer el diagndstico diferencial de estas neoplasias *.



Hallazgos Citogenéticos, moleculares y epigenéticos en el desarrollo de
tumores

El advenimiento de diferentes técnicas moleculares aplicadas al diagndstico
ha permitido esclarecer en la actualidad algunos de los mecanismos implicados en
el desarrollo de ciertas neoplasias de la infancia. Se describen actualmente los
mecanismos moleculares y los hallazgos citogenéticos para varios tipos de
sarcomas y tumores rabdoides renales y extra-renales.

Osuna y Alava postularon en el 2009 cinco tipos de mutaciones
responsables del desarrollo de sarcomas®. Delecién : pérdida de material genético
gue puede afectar el brazo de un cromosoma, un fragmento de un gen o so6lo un
par de bases nucleotidicas. Amplificacién: la presencia de varias copias de un
gen que conserva su estructura normal. Translocacion: intercambio de material
genético entre cromosomas no homoélogos. El término translocacion balanceada
no implica pérdida de material genético, sin embargo, el intercambio puede
resultar en el movimiento de secuencias génicas que coloque de manera contigua
genes que codifican proteinas de fusion con actividad tumorigénica como la
descripta en el sarcoma de Ewing (EWS/FLI1). Inversion: involucra un
cromosoma en donde ocurren dos puntos de quiebra y el segmento delimitado se
invierte y reinserta. Si el rearreglo incluye al centrémero se denomina pericéntrica.
Mutaciones puntuales: incluyen la sustitucion de una base nucleotidica por otra.

Desde el punto de vista citogenético se agrupa a los sarcomas en dos
categoria: la primera incluye alteraciones cromosomicas relativamente simples

como las translocaciones balanceadas, la segunda est4 caracterizada por



cariotipos complejos, presencia de genes de fusion e incluso signos de
inestabilidad cromosémica.

El desarrollo de tumores rabdoides, por su parte, ha sido inicialmente
asociado a monosomia del cromosoma 22. Posteriormente se ha descripto
deleciones, translocaciones y otro tipo de mutaciones que involucran el locus
220911.2 que contiene al gen supresor de tumor SMARCB1/INI1.

En relacion a la funcién supresora de tumor de este gen se describe otro
mecanismo involucrado en el desarrollo de neoplasias referido a la epigenética®.
Bajo este término se agrupan cambios heredables en la funcién de un gen, en
ausencia de algun cambio en la secuencia de ADN. Estas alteraciones incluyen
modificaciones covalentes del ADN y las histonas asi como cambios en el
posicionamiento de nucleosomas que terminan por alterar la estructura de la
cromatina y, como consecuencia, la accesibilidad de ciertos factores de

transcripcion a determinados genes blanco.

Rol de SMARCB1 como miembro del complejo remodelado  r de cromatina

El nombre del gen SMARCB1 (SWI/SNF-related, matrix associated, actin-
dependent regulator of chromatin, subfamily B, member 1) también conocido
como INI1, SNF5 o BAF47, es el miembro principal del complejo remodelador de
la cromatina SWI/SNF.

Se postula que los complejos remodeladores regulan la estructura de la
cromatina y son componentes criticos que median la expresion de un gen. Estos
complejos pueden dividirse en dos categorias: algunos modifican covalentemente

a las histonas mediante acetilacion, metilacion o fosforilacion. Otros, como el
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complejo SWI/SNF, utilizan la energia proveniente de la hidrdlisis del ATP para
desplazar nucleosomas a lo largo de la hélice de ADN. Este desplazamiento se
produce de una manera dindmica y sirve para regular la transcripcion de blancos
especificos. En mamiferos los complejos SWI/SNF, de aproximadamente 2 MDa,
comprenden aproximadamente entre 8-14 subunidades proteicas. En células
humanas se describen dos clases de complejos SWI/SNF conocidos como BAF
(hSWI/SNF-A) y PBAF (hSWI/SNF-B) que difieren en la constitucion proteica
segun se muestra en la Figura 1. Se ha establecido que esta heterogeneidad
responde a actividades enzimaticas diferentes y les confiere especificidad
funcional. Algunos estudios demuestran que PBAF estaria relacionado con la
progresion del ciclo celular, mientras que BAF mediaria procesos de diferenciacion
celular. En ambos la presencia de la subunidad BRG1 habria sido ligada al

crecimiento y tumorigénesis’.
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Figura 1. Escuuema representativa que nmestra la diferecte composicdn proteica de log dos tipos de
complejos remodeladores de la cromatuia (WSWI SNF) en celulas humanas conocidos como BAF v
PBAF Serepresenta la diferencia en cuants a lag subunndades constitutivas. Imagcen modificada.
Stojanovaand Penn Biochem. Cell Biol {20093



SMARCBL1 y su rol supresor de tumor en la clinica

El gen SMARCBLI1 tiene 9 exones, se localiza en 22q11.23 y funciona como
supresor de tumor. Se sabe que la presencia de mutaciones germinales o
deleciones en uno de sus alelos predispone al desarrollo de tumores rabdoides.
Los individuos productos de mutaciones germinales en algunos de sus
progenitores en este gen estarian predispuestos al desarrollo de mdultiples
tumores rabdoides y en diferentes localizaciones ya que, cualquier mutacién en
una célula somética (teoria del doble impacto) o alteracion en el segundo alelo,
ocasiona la aparicion de estas neoplasias. Se deduce, consecuentemente, que en
estos pacientes las manifestaciones clinicas se presentan generalmente antes del
afo de vida y el prondstico suele ser reservado.

En la mayoria de los nifios, las mutaciones germinales y deleciones ocurren
“de novo”. Estos casos se consideran esporadicos, este paciente es el Unico
miembro afectado y sus padres, por consiguiente, son sanos. Sin embargo,
también se ha reportado familias con varios afectados en la descendencia de
matrimonios sanos. En estas familias se aplica el mecanismo de mosaicismo
gonadal. Este mecanismo de herencia propone que uno de los progenitores
presenta la mutacion en una proporcion de sus células gonadales y, por lo tanto,
puede transmitir la alteracion a su descendencia sin presentar €l mismo
manifestaciones fenotipicas. Se estima que la prevalencia de deleciones/
mutaciones germinales es del 15- 30%, por lo tanto debe tenerse en cuenta el
estudio molecular para brindar un correcto asesoramiento a la familia.

Por ultimo, y en el contexto de las deleciones germinales que comprenden

la region 22g11.2, se estima que, dependiendo del tamafo de la delecion, puede
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aparecer en los pacientes, ademas de tumores rabdoides, una serie de dismorfias
asociadas como malformaciones cardiacas y auditivas, dismorfias faciales, retraso
en el desarrollo psicomotor. Esto guarda estrecha correlacion con la presencia de
secuencia codificante presente (dosage sensitive genes)®. Este tipo de desorden
genomico surge como consecuencia de la agrupacion de secuencias repetidas
(LCR low copy repeat) en esta regidbn cromosomica lo que genera inestabilidad
genomica y favorece la presencia de eventos de recombinacion no alélica entre

cromosomas homologos (NAHR).

Rol de SMARCB1 en el desarrollo de tumores

El andlisis del gen SMARCB1 en biopsias de tumores rabdoides ha
demostrado una variedad de mutaciones que incluye deleciones homocigotas,
mutaciones sin sentido y mutaciones que alteran el marco de lectura. Cualquiera
sea la alteracidén presente en este gen determina a nivel nuclear la disminucién o
ausencia de expresion de la proteina codificada. Basados en estos principios,
varios estudios estan orientados a determinar las alteraciones en el gen como:
andlisis por secuenciacion directa, deteccion de delecion/duplicacion mediante
MLPA (multiplex ligation probe amplification), SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) y CGH arrays (Comparative Genomic Hybridization). Otras
técnicas como la inmunohistoquimica y el Western Blot estdn abocadas a la
deteccion del producto proteico. Por dltimo, ciertos autores investigan la
intervencion de mecanismos epigenéticos a través del estudio del ARN mensajero

(ARNm) y ciertos factores de transcripcion.



Si bien las alteraciones iniciales en el gen SMARCB1 fueron descriptas para
tumores de tipo rabdoide con localizaciéon renal y extra-renal, la ausencia de la
proteina codificada por el mismo comenzd a ponerse en evidencia en algunos
otros tipos histologicos como el sarcoma epitelioide y el carcinoma medular renal
910 Kreiger demostré la pérdida de expresion proteica INI1 a nivel nuclear en 5 de
17 muestras de sarcomas pediatricos indiferenciados a nivel histol6gico.
También se describe la coexistencia de mutaciones en los genes SMARCB1 y
NF2 en familias con Schwanomatosis®?. Un estudio reportado por Biegel y
colaboradores en el afio 2002 demostré que en el 75% de una muestra de 100
tumores rabdoides primarios y de sistema nervioso se encontré alguna alteracion
genética en SMARCB1. En el 25% de estos tumores se observd delecion
completa de los 9 exones del gen, lo que se tradujo en una ausencia total de la
proteina a nivel nuclear.

Por dltimo, es valido recordar los resultados aportados por Hoot y
colaboradores en relacion a la utilidad del analisis inmunohistoquimico de la
proteina INI1 para distinguir tumores rabdoides de otros tipos de tumores
pediatricos de partes blandas. En este estudio se observo la pérdida de expresion
de la proteina INI1 en 44 muestras tumorales correspondientes al tipo histolégico
rabdoide. Ademas, con la finalidad de determinar la especificidad de este analisis,
se aplicé el mismo ensayo en 45 muestras de tumores pediatricos de partes
blandas, algunos de los cuales ocasionalmente mostraron diferenciacion rabdoide.
Esta segunda muestra incluyo los siguientes tipos histoldgicos: sarcoma de Ewing,
tumor de Wilms, tumor desmoplésico de células redondas y pequefias, sarcoma

de células claras, nefroma mesoblastico congénito, sarcoma sinovial, sarcoma
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indiferenciado, rabdomiosarcoma y sarcoma epitelioide. En este grupo se observo
un patron de tincion nuclear positivo en todos los tumores no rabdoides
examinados demostrando la presencia de proteina INI1 y, por lo tanto, la ausencia
de alteraciones en SMARCBL1. Un dato interesante para destacar fue que el patron
de tincion de los sarcomas sinovial y epitelioide mostro variabilidad en relacion al

resto’®. Esto concuerda con lo publicado por otros autores.

Rol de SMARCBL1 en el ciclo celular

Los resultados de las investigaciones actuales sugieren que el gen
SMARCBL1 no solo actua sobre el ciclo celular sino que, ademas, interviene en la
apoptosis y diferenciacion de algunas células. También favorece la induccion del
potencial metastasico en células tumorales.

Varios estudios sugieren que el mecanismo por el cual este gen supresor
de tumor ocasiona proliferacion celular es a través de su interaccion con otros
genes que median la progresion del ciclo. Los resultados de varias investigaciones
indican que la continuidad del ciclo es debido a una disminucion en la produccion
de p16™“®* y a un aumento de la expresién de las moléculas E2F y ciclina D1.
Ademas de causar una sobre-regulacion de los genes asociados a proliferacion
celular, SMARCB1 también activa los puntos de control del ciclo celular y puede,
por lo tanto, inducir secuestro y apoptosis. Otros trabajos afirman que puede
cooperar con p53 potenciando sinérgicamente la accion de ambos como factores
altamente oncogénicos™**°.

En relacion al comportamiento agresivo de los tumores rabdoides se ha

establecido que el potencial metastasico de estos estaria relacionado con el

11



control que SMARCB1 ejerce sobre el citoesqueleto de actina mediando un
incremento de la sefalizacion via RhoA realzando, de esta manera, la actividad
migratoria de ciertas lineas celulares'®*’.

Se ha demostrado la importancia del complejo remodelador de la cromatina
SWI/SNF, no solo en la diferenciacion de células neuronales y adiposas sino
también en tipos celulares miogénicos, mieloides y eritropoyéticos. Esto, sumado a
la accion que ejerce SMARCB1 sobre el ciclo celular, arroja las dos principales
caracteristicas de este tipo de neoplasias: la escasa diferenciacion y la constante
induccidn a la proliferacion celular.

Por udltimo, debe resaltarse que aun es motivo de investigacion la accion del
complejo remodelador de cromatina SWI/SNF en los mecanismos de reparacion
del ADN y el mantenimiento de la estabilidad gendmica en la génesis del cancer
18,19,20.

De lo expuesto en esta revisibon se hace notar la importancia de
complementar los estudios anatomopatolégicos e inmunohistoquimicos con
técnicas moleculares. Esto permitiria optimizar el conocimiento de los mecanismos
subyacentes en las neoplasias pediatricas para mejorar el diagnéstico precoz y
poner en evidencia aquellos sindromes de predisposicidén familiar. De esta manera
podria realizarse el monitoreo continuo de los individuos susceptibles.

Ademas, el entendimiento de los mecanismos oncogénicos permitira, en un
futuro, identificar nuevas estrategias terapéuticas orientadas a mejorar el

prondstico para este grupo de tumores pediatricos.
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