ESTUDIO DE VIAS DE SENALIZACION CELULAR
EN ASTROCITOMAS INFILTRANTES DIFUSOS

TESIS UAB 2015

Elena A. Martinez Sdez







UNnB

Universitat Autonoma
de Barcelona

Departament de Ciéncies Morfologiques

Facultat de Medicina

ESTUDIO DE VIAS DE SENALIZACION CELULAR EN
ASTROCITOMAS INFILTRANTES DIFUSOS

Memoria de tesis doctoral presentada por Elena Antima Martinez
Saez para optar al grado de doctora por la Universitat Autobonoma
de Barcelona.

Trabajo realizado en el Servicio de Anatomia Patoldgica del
Hospital Universitario Vall d’Hebron, bajo la direccion del Dr.
Santiago Ramon y Cajal Agueras y el Dr. Joan Carles Ferreres
Pifas.

Barcelona, 2015

Doctoranda Director Codirector
Elena Antima Santiago Joan Carles
Martinez Saez Ramoén y Cajal Ferreres Pifias

Agueras






Barcelona, 2015

El Dr. Santiago Ramén y Cajal Agleras, catedratico del Departamento de
Anatomia Patoldgica de la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma
de Barcelona y Jefe de Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital
Universtiario Vall d’'Hebron,

CERTIFICA:

Que Doia Elena Antima Martinez Saez ha realizado bajo la direccién de los
abajo firmantes el trabajo de investigacion correspondiente a la tesis doctoral:

ESTUDIO DE VIAS DE SENALIZACION CELULAR EN ASTROCITOMAS
INFILTRANTES DIFUSOS

Revisado el presente trabajo, estimo que corresponde fielmente a los
resultados obtenidos y quedo conforme con su presentacion para ser juzgado

por el tribunal que sea designado para su lectura.

Dr. Santiago Ramoén y Cajal
Barcelona, 2015

Directores de la tesis:

Dr. Santiago Ramoén y Cajal Aguéras Dr. Joan Carles Ferreres Pifias
Departamento Anatomia Patoldgica Departamento Anatomia Patoldgica

H. U, Vall d’Hebron, Barcelona H. U, Vall d’'Hebron, Barcelona






Vi






A Guille, Hugo y Vicente
A mis padres y hermano
A mis abuelos

Vil



Vil



“The most exciting phrase to hear in science, the one that heralds the most
discoveries is not “Eureka!” but “that’s funny...”

Atribuido a Isaac Asimov (1920-1992)
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INTRODUCCION

I. INTRODUCCION

Descritos en 1860 por el patélogo aleman Rudolf Virchow, los gliomas son los
tumores intraaxiales primarios mas frecuentes. Se dividen en tres grandes grupos en
funcion de la célula de la macroglia a la que se asemejan morfolégicamente:
astrocitomas, oligodendrogliomas y ependimomas.

El primer intento de clasificacion de estos tumores lo hicieron Bailey y Cushing en
1926". El concepto de que distintas morfologias implicaban distintos grados de
diferenciacion histolégica y de malignidad lo desarrollaron Kernohan y cols en 19492,
Después de distintos sistemas de clasificacion (Ringertz, Ste Anne-Mayo),
actualmente se utiliza de manera sisteméatica la clasificacion de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), publicada en 1979 y revisada en 1993, 2000 y 2007°.
Este sistema reconoce gliomas de bajo grado (grados | y 1) y de alto grado (Il y V),
combinando la nomenclatura del tumor con un grado implicito, de manera que el
diagnéstico histoldgico correlaciona con el grado histoldgico del tumor.

Los astrocitomas suponen la mayoria de gliomas. Se distinguen dos grandes grupos
de astrocitomas en funcién de su patrén de crecimiento: astrocitomas infiltrantes
difusos (AID), que crecen infiltrando de manera difusa el parénquima cerebral, sin
bordes facilmente delimitables, y los bien circunscritos (de bordes bien delimitados).
Los AID constituyen la gran mayoria de tumores gliales, con distintos grados de
malignidad: astrocitomas difusos grado Il (AD), astrocitomas anaplasicos grado Il
(AA) y glioblastomas grado IV (GBM, los méas frecuentes). Son lesiones de dificil
tratamiento quirargico debido a su caracter infiltrante difuso, y gran morbi-mortalidad,
que varia en funcién de su localizacién. Los astrocitomas bien circunscritos son
tumores de, en principio, mejor prondstico que los difusos debido no sé6lo al menor
grado histolégico (en general bajo grado, con raros ejemplos de lesiones
anaplasicas, grado Ill), sino también a una reseccion quirdrgica que puede ser
completa con mayor frecuencia. El astrocitoma pilocitico (AP), grado | de la
clasificacion de la OMS, es el astrocitoma bien circunscrito més frecuente, suele

afectar a nifios y ser infratentorial.
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I.1. Astrocitomas infiltrantes difusos

I.1.a. Caracteristicas anatomo-patolégicas de los astrocitomas infiltrantes
difusos

Los astrocitomas infiltrantes difusos representan la mayoria de los gliomas; son
proliferaciones de células con nucleos hipercromaticos, alargados o irregulares, con
citoplasma eosinofilo que expresa proteina glial (GFAP). Crecen infiltrando el tejido
cerebral sano, sin ejercer practicamente efecto masa en las primeras fases de su
crecimiento. Se localizan principalmente en sustancia blanca de hemisferios
cerebrales, pero pueden darse ocasionalmente en sustancia gris u otras

localizaciones.

Aspecto macroscopico

Macroscépicamente los astrocitomas difusos y anaplasicos presentan un aspecto
similar, con un crecimiento difuso que provoca un borramiento de los limites entre
estructuras anatomicas facilmente discernibles en situaciéon de normalidad. No se
observa destruccion de las estructuras afectadas, sino ensanchamientos, presencia
de microquistes que confieren un aspecto esponjoso, areas granulares o cambios en
la consistencia del tejido (aumento o disminucién). Si las zonas microquisticas son
extensas, pueden presentar un aspecto gelatinoso. Las calcificaciones pueden
darse, si bien con menos frecuencia que en otros tipos histolégicos como el
oligodendroglioma. En el caso del AA, la formacion de microquistes es menos
frecuente y suelen aparecer masas tumorales con bordes delimitables debido a la
mayor densidad celular®*.

La superficie de corte de los GBM suele ser heterogénea, con cambios de coloracion
y consistencia, con areas grisaceas de consistencia blanda y areas amarillentas que
corresponden a necrosis tisular. Se pueden encontrar ademas é&reas rojizas o
marronaceas correspondientes a hemorragias mas o0 menos antiguas. La necrosis y
la hemorragia pueden representar amplias zonas de la lesion, haciendo dificil la
identificacion de tejido tumoral viable (fig. 1.1). Pueden existir lesiones quisticas que
contienen un fluido turbio correspondiente a tejido necrético licuefactado, a
diferencia del fluido transparente de los quistes de retencion del AD.

Los AID de hemisferios cerebrales de cualquier grado suelen ser unilaterales pero
puede haber extension contralateral a través del cuerpo calloso o de las columnas
del fornix. Aguéllos de troncoencéfalo suelen ser bilaterales y simétricos. EI AD se

localiza con mayor frecuencia en la zona supratentorial, en lébulos frontales vy
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temporales, tanto en nifios como en adultos. Las localizaciones que siguen a ésta en

frecuencia son el troncoencéfalo y la médula espinal, siendo muy infrecuente en

cerebelo.

Figura 1.1. Pieza de reseccion de GBM en la que se observa una lesion heterogénea, que
alcanza superficie subpial y margen de reseccion profundo, con areas amarillentas-
anaranjadas, irregulares, sugestivas de necrosis, y areas de corteza macroscépicamente
identificable.

Caracteristicas histoldgicas

ASTROCITOMA DIFUSO

Histolégicamente el astrocitoma difuso, grado IlI, es una lesion hipercelular
compuesta por astrocitos neoplasicos bien diferenciados con atipia nuclear
ocasional, sin que exista actividad mitésica, necrosis o proliferacion vascular. Las
células tumorales son astrocitos fibrilares o gemistociticos (células astrocitarias con
citoplasma eosinofilo prominente, bien delimitado, con nucleo lateralizado), sobre un
fondo laxo que presenta microquistes con relativa frecuencia. La densidad celular es
moderadamente mayor que el tejido cerebral normal, con atipia huclear ocasional.

El diagnostico diferencial puede plantearse, en lesiones donde la hipercelularidad es
discreta, con un parénquima cerebral normal, o bien con situaciones de reactividad
(gliosis reactiva). La lesion neoplasica presentara en principio mayor monotonia

nuclear que la gliosis®.
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Se distinguen tres variantes histolégicas de AD, segun el tipo celular prevalente:
astrocitoma fibrilar, astrocitoma gemistocitico y astrocitoma protoplasmico.

El astrocitoma fibrilar es la variante mas frecuente, compuesta principalmente por
astrocitos fibrilares (fig. 1.2). La atipia nuclear (nucleos alargados, en forma de
cigarro-puro o hipercromaticos e irregulares) es la principal caracteristica que
diferencia las células neoplésicas de las normales o reactivas. Los citoplasmas
celulares pueden ser escasos y dificilmente discernibles, dando a veces un aspecto
de ndcleo desnudo, formando un fondo laxo en las zonas mas celulares, con
frecuente formacién de microquistes con contenido mucinoso.

Conceptualmente todos los astrocitomas difusos muestra expresion de S100 (a nivel
de citoplasma o nicleo)*. El estudio inmunohistoquimico con GFAP muestra una
expresion constante de dicha proteina en estos tumores (aunque no en todas las

células tumorales), con una positividad difusa en la matriz fibrilar de fondo.

Figura 1.2. Astrocitoma fibrilar. Proliferacibn moderadamente celular de nucleos alargados,
irregulares, de aspecto astrocitario (A, hematoxilina-eosina) con una fina trama de proteina
glial de fondo (B, GFAP). 200x.

El astrocitoma gemistocitico se caracteriza morfologicamente por la presencia (en
proporcion variable) de astrocitos gemistociticos anaplasicos. Se considera que
éstos deben suponer al menos un 20% de la poblacion celular neoplésica para
establecer un diagnéstico de esta variante de astrocitoma®. Estas células presentan
un citoplasma amplio, eosindfilo, angulado, en vidrio esmerilado, con nucleo
excéntrico y unos procesos citoplasmicos cortos, que pueden ser finos o gruesos (a
diferencia de los minigemistocitos del oligodendroglioma). Con frecuencia estas

lesiones presentan manguitos linfocitarios perivasculares (fig. 1.3).
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Ademéas de las células gemistociticas se identifican unas células con poco
citoplasma y nucleo hipercromatico de mayor tamafo, distribuidas de manera difusa
en la lesién, que presentan mayor actividad proliferativa que la poblacion de
gemistocitos. La presencia de estas células es un signo de progresiéon a malignidad
y otorga a estos tumores una mayor tendencia a la progresion respecto a otras
variantes morfologicas de AD. No obstante, la designacién de un grado Il esta
condicionada por la presencia o ausencia de figuras mitdsicas en la lesion, por lo
gque si no se encuentran, la lesion corresponderd todavia a un grado Il de
malignidad.

Los gemistocitos expresan de manera constante GFAP, con una actividad

proliferativa media inferior al 4% (significativamente menor a la de las células con

ratio nucleo:citoplasma elevado). Se encuentra con frecuencia expresion nuclear de

Figura 1.3. Astrocitoma gemistocitico. Células de citoplasmas amplios, eosindfilos,
angulados, con manguitos linfocitarios (A, hematoxilina-eosina) y expresion de GFAP en los
citoplasmas de estas células (B). 200x.

El astrocitoma protoplasmico es una entidad infrecuente, caracterizada por la
formacion de microquistes y degeneracion mucoide. La densidad celular es baja, y
se compone principalmente de astrocitos con escaso citoplasma fibrilar, con nicleos
mondtonos redondos-ovales, y ausencia de actividad mitética. Las células muestran
escasa expresion de GFAP y el indice mitésico es inferior al 1%. Se localiza
preferentemente en regidn fronto-temporal, y para algunos autores es mas un patron

histol6gico poco frecuente que una variante de diagndéstico reproducible.
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ASTROCITOMA ANAPLASICO

El astrocitoma anaplasico, AID grado Il de la clasificacién de la OMS?®, presenta

mayor densidad celular que el AD, mayor pleomorfismo e hipercromasia nuclear y
actividad mitotica (fig. 1.4.A). La evaluacion de la actividad mitotica ha de hacerse
teniendo en cuenta el tamafio del material que se estd valorando, de manera que
una Unica mitosis es suficiente para dar un diagnostico de AA en una biopsia
estereotaxica, pero no en una pieza de gran tamafio. La presencia de necrosis y
proliferacién vascular (ya sea como hiperplasia endotelial o como proliferacion
microvascular) descartan el diagnéstico de AA. Pueden existir sin embargo vasos
prominentes y grupos de delicados capilares, revestidos por una Unica capa de
células endoteliales.

El diagnéstico de AA puede hacerse en un paciente previamente diagnosticado de
AD, que progresa, o directamente en una primera biopsia. Puede ocurrir que el
material no sea representativo de la totalidad de la lesion, y que los hallazgos
morfolégicos en el material estudiado no sean extrapolables a las zonas no
estudiadas.

El estudio inmunohistoquimico de estas lesiones muestra expresion de GFAP (fig.
1.4.B) y S100. La expresion de vimentina es de poca utilidad diagnostica, pero sirve

para validar el estado antigénico de la muestra. La actividad proliferativa en los AA

es muy variable, con valores que pueden estar en el rango de los AD pero también
en el de los GBM.

a7 T e & o T P al” = e i ?.'Ii‘..&‘."- 1 ‘:'.-# TRyt
Figura 1.4. Astrocitoma anaplasico. A. Lesién astrocitaria hipercelular con mitosis (mitosis en
campo sefialada por cabeza de flecha amarilla). HE, 400x. B. Densa trama de proteina glial.
GFAP, 400x.
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GLIOBLASTOMA

El glioblastoma corresponde al extremo mas alto del espectro de malignidad de los
AID. Es el mas frecuente de los tumores cerebrales primarios, y se caracteriza
histolégicamente por atipia nuclear, pleomorfismo celular, actividad mitosica,
trombosis vascular, proliferacién vascular y necrosis (fig. 1.5)*. La gran mayoria de
estos tumores muestran una marcada heterogeneidad morfologica (de ahi el adjetivo
“multiforme”), de manera que es dificil establecer un patrén tipico que los englobe a
todos.

Los rasgos morfolégicos que los definen y diferencian de astrocitomas de menor
grado son la presencia de necrosis y de proliferacion vascular. Para un diagnéstico
de GBM se ha de encontrar al menos una de estas dos caracteristicas.

La necrosis es el hallazgo morfolégico que con mayor fuerza se asocia a una corta
supervivencia. Puede encontrarse como grandes zonas necroticas de bordes
geogréficos, o la caracteristica necrosis en pseudoempalizada (zona necrotica
central rodeada por células tumorales, de manera que los nucleos de éstas se
disponen mas o menos a la misma distancia del centro de la necrosis, adoptando
una apariencia en empalizada que no es real, fig. 1.5.A). Actualmente existen
distintas teorias para explicar este fendmeno. Por un lado, el rpido crecimiento de
la lesion provoca que en algunas zonas las necesidades metabolicas superen e
aporte nutricional que reciben. Por otro lado, el estado procoagulante en que se
encuentran los pacientes con gliomas de alto grado (por la secrecion de factores
procoagulantes por parte de las células tumorales) favorece las trombosis
vasculares, dando lugar a grandes zonas necroticas. Sin embargo parece existir un
componente migratorio: como respuesta a la hipoxia, algunos de los clones
tumorales adquieren caracteristicas moleculares que permiten una migracion mas
activa. Esto hace que las células abandonen el area central mas susceptible a
hipoxia, que queda acelular>®

Se admiten, como criterio diagnostico de GB, dos formas de proliferacion vascular:
la proliferacion microvascular y la hiperplasia endotelial. La proliferacion
microvascular (més frecuente) esta compuesta por masas globulares con pequefas
luces vasculares irregulares que recuerdan a los glomérulos renales (fig. 1.5.C y D).
Suele encontrarse alrededor de las areas de necrosis, incluso con cierta disposicion
radial hacia el centro de la necrosis. Estas formaciones aparecen en respuesta a la
liberacion de factores tisulares como el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) por parte de las células tumorales isquémicas™®. Estan compuestas por
células endoteliales, pero también proliferan las células de musculo liso y los

pericitos.
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La segunda forma aceptada de proliferacion vascular diagndstica de GBM es la
hiperplasia endotelial, que puede afectar a vasos de pequefio y mediano tamafio.
Consiste principalmente en la proliferacion y aumento de tamafio de las células
endoteliales, quedando siempre una Unica luz (que puede trombosarse). Es menos
comun que la proliferacion microvascular, pero su asociacion con gliomas de alto

grado y peor prondstico es mayor (fig.1.5.B).

Figura 1.5. GBM, caracteristicas histoldgicas: necrosis con pseudoempalizada (A: HE, 100x),
hiperplasia endotelial (B: HE, 200x), proliferacion microvascular (C: HE, D: CD34, 200x).

Podemos encontrar otros cambios vasculares en los GBM, como vasos
telangiectasicos, engrosamiento colageno de paredes vasculares, proliferaciones
vasculares de tipo malformacién vascular, que no constituyen criterios diagnosticos
de glioblastoma.

En algunos casos la lesion muestra signos morfolégicos claros de diferenciacion
astrocitaria, con grandes areas de astrocitoma de menor grado y signos de alto
grado. Aqui las células muestran extensa expresion de GFAP. En otros casos la
lesion es mas homogénea y esta totalmente compuesta por células anaplasicas,
incluso células gigantes multinucleadas, o células de pequefio tamafio con elevada

relacion nadcleo:citoplasma, elevada densidad celular, ausencia de expresion de

10
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GFAP y elevada actividad proliferativa. Este ltimo tipo de GBM (“GBM de células
pequefas”) ha de ser diferenciado del oligodendroglioma anaplasico.

Actualmente se reconocen dos variantes histolégicas de GBM: el de células gigantes
(GBCG) y el gliosarcoma (GS). El GBCG representa alrededor del 5% de todos los
GBM. Se caracteriza por la presencia de abundantes células gigantes
multinucleadas bizarras (que pueden contener hasta mas de 20 ndcleos), y una rica
trama de reticulina (fig. 1.6); molecularmente se caracterizan por una elevada
frecuencia de mutaciones de TP53. Algunos estudios indican que el GBCG presenta
un comportamiento algo mejor que el resto de GB, tal vez porque su crecimiento es
menos infiltrante’®. El GS representa alrededor del 2% de los GB. Muestra un patrén
bifasico que alterna areas gliales con areas de diferenciacion mesenquimal. Estas
Ultimas carecen de expresién de proteina glial. Se ha sugerido que el GS podia
tener mejor pronéstico que el GBM usual, pero no existen actualmente datos que lo

corroboren®.

Figura 1.6. Glioblastoma de células gigantes, hematoxilina-eosina (A) y GFAP (B). 400x.

Las vias de diseminacion que siguen las células del GBM para migrar son las
denominadas estructuras secundarias de Scherer'®. Las células se acumulan en la
zona subpial, en la zona subependimaria, alrededor de las neuronas (satelitosis
perineuronal), y alrededor de los vasos, asi como en las vias mielinizadas (donde las
células pueden adoptar un aspecto polarizado, fusiforme). Estas estructuras
secundarias no son exclusivas del GBM, sino que también pueden encontrarse en
casos de gliomatosis cerebri y oligodendrogliomas. Suelen ser de gran utilidad para

el diagnéstico de GBM en muestras pequefias (biopsias estereotaxicas).

11
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Glioblastomas primarios y secundarios

Los GBM pueden ser primarios (0 de novo), o secundarios (a partir de un
astrocitoma difuso de menor grado); esta diferencia fue descrita en 1940 por
Scherer''. Clasicamente, para realizar un diagnéstico de GBM secundario hacia falta
una evidencia radiol6gica o histoldgica de una lesién de menor grado separada en el
tiempo de la lesiébn de alto grado. Sin embargo, actualmente el conocimiento
molecular de estos tumores permite establecer un diagndstico de GBM secundario
en base a un perfil de alteraciones moleculares. La pérdida de heterocigosidad del
cromosoma 10 y la amplificacion del gen del receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) son los eventos mas frecuentes en GBM primarios (70% y 36%
respectivamente)’?, mientras que la mutacién del gen de la isocitrato
deshidrogenasa (IDH) 1 o 2 lo es en GBM secundarios, presente en el 88% de los
casos™ (ver figura 1.7 y apartado l.1.e). Los GBM primarios constituyen la gran
mayoria de los GBM (més del 90%), el curso clinico es corto (hormalmente menos
de 3 meses) y afectan a pacientes mayores (edad media de 62 afios). Los GBM
secundarios suponen menos del 10% de los GBM, y afectan a pacientes jovenes
(edad media de 45 afios). El tiempo de evolucion desde la lesibn de menor grado
puede variar desde meses a mas de 10 afios (tiempo medio 4-5 afios)'**®. La
supervivencia media de estos pacientes es significativamente mayor que la de los

pacientes con GBM primarios: 7,8 meses frente a 4,7 meses™".

Célula glial progenitora Célula glial progenitora

Células precursoras con mutacion
de IDH1/2

Mutacion TP53 (=65%)
Mutacion ATRX (=65%)

Astrocitoma difuso

Amplificacién EGFR (=35%)
Mutacién TP53 (=30%) Astrocitoma anaplésico

Mutacion PTEN (=25%)

LOH 10p (=50%)

LOH 10q (=70%) LOH 19(=50%)
LOH 10q (>60%)

|
I
1
]
1
1
I
I
[
I
I
I
h 4

Glioblastoma primario

Figura 1.7. Vias genéticas de GBM primarios y secundarios. Modificado de Ohgaki y
Kleuhes, 20138,
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I.1.b. Epidemiologia de los astrocitomas infiltrantes difusos

En Espafa, segun datos de los registros poblacionales de cancer que abarcan a un
25% aproximadamente de la poblacion espafiola, los tumores primarios del SNC
representan un 2% del total del cancer en el adulto y hasta casi un 15% en los nifios
menores de 15 afios™.

Suponen la decimoprimera causa de muerte por cancer en Espafia segun datos del
afio 2011% (fig. 1.8), con una mortalidad media ajustada por edad de 5,66/100000h
entre los afios 2003 y 2011 (4,89 en mujeres, 6,44 en hombres, fig. 1.9). Sin
embargo su impacto social es muy elevado, ya que representan la cuarta causa de
afios potenciales de vida perdidos (APVP) por enfermedad neoplasica, después de
los tumores de pulmén, mama y colon, a pesar de haber mejorado mucho en los
ultimos 30 afios (94,33 APVP/100000h en 1980-1982 frente a 58,36 APVP en 2011).
La incidencia es ligeramente mayor en hombres que en mujeres, con una edad
media de presentacion en la poblacién espafiola de 64,4 afios (63 en hombres, 66,2

en mujeres).

90
80
70
60

30 H - & Ambos sexos
20 0T | “Hombre

Mujer

Figura 1.8. Mortalidad por cancer en Espafia (2003-2011). Tasa ajustada por edad por
poblacién europea por 100000h. Fuente: Centro Nacional de Epidemiologiazo.
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Figura 1.9. Mortalidad por tumores cerebrales en Espafia (2003-2011). Tasa por 100000h.
Fuente: Centro Nacional de Epidemiologiazo

Datos geogréficamente mas cercanos a la poblacion estudiada en este trabajo
indican una incidencia de tumores cerebrales malignos en Girona y Tarragona de
8,7 (IC95%: 7,7-9,7) y 10,4 (9,2-11,7) casos por 100000 habitantes,
respectivamente, y 1,4 (1,0-1,8) y 0,1 (0-0,3) casos de tumores cerebrales benignos
por 100000 habitantes (datos del registro poblacional de cancer de estas provincias).
En cuanto al subtipo histolégico de los tumores cerebrales, datos recogidos entre
1995 y 2002 en el registro europeo de cancer®' describen un 23,8% de astrocitomas
de bajo grado (incluyendo infiltrantes y bien delimitados, excepto astrocitomas
pilociticos), un 8,1% de astrocitomas anaplasicos y un 34,3% de glioblastomas en

Espafia (registros de Girona, Murcia, Navarra, Tarragona y Pais Vasco).

I.1.c. Presentacion clinica y radiologica de los astrocitomas infiltrantes difusos

Como cualquier lesion intracraneal expansiva, los AID pueden producir signos y
sintomas inespecificos, como aumento de la presién intracraneal, convulsiones y
déficits neurolégicos en funcidn de la localizacion de la lesion y de su velocidad de
crecimiento.

Cuando afectan a hemisferios cerebrales, los astrocitomas difusos, grado |II,
presentan con mayor frecuencia convulsiones, y con menor frecuencia déficits
neuroldgicos que los tumores de alto grado” (sélo un tercio de los GBM presentan
convulsiones). Al interrogar al paciente pueden detectarse retrospectivamente

alteraciones sutiles como dificultades en el habla, cambios en la sensibilidad, visidon
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o pequefias alteraciones motrices®. Si la lesién afecta el I6bulo frontal, el paciente
puede presentar cambios de comportamiento o de personalidad. Los sintomas en un
caso de GBM, aunque similares a los de astrocitomas de menor grado, suelen ser
de presentacién mas abrupta y estar relacionados con el edema y aumento de la
presion intracraneal que producen: cefaleas, nauseas y vémitos, papiledema. En
algunos casos la sintomatologia se ve agravada y acelerada por una hemorragia
tumoral aguda. Un caso singular es el GBM secundario, en el que el curso clinico es
mas largo y empezara como astrocitoma de menor grado, con sintomas mas
larvados.

Cuando se localizan en el troncoencéfalo los AID pueden producir signos
neurolégicos por infiltracion de ndcleos de pares craneales y compresion de los

tractos sensitivo-motores que atraviesan protuberancia y bulbo.

Radiol6gicamente el AD suele presentarse, en la tomografia computerizada (TC),
como una masa homogénea mal definida, isodensa o hipodensa, sin realce tras
administraciébn de contraste. Sin embargo pueden encontrarse calcificaciones y
cambios quisticos. En la resonancia magnética (RM) suele mostrar hipointensidad
en secuencias ponderadas T1 e hiperintensidad en secuencias ponderadas T2, la
lesion suele estar localizada en sustancia blanca, expandiendo la corteza
suprayacente (fig. 1.10). Es poco frecuente encontrar un realce con gadolinio en los

astrocitomas de bajo grado, pero suele encontrarse cuando progresan a AA. El

estudio de perfusién no muestra aumento del volumen cerebral en estas lesiones®
(fig. 1.11).

Figura 1.10. RM craneal mediante secuencias ponderadas en T2 , FLAIR y T1 tras la
administracién de contraste intravenoso, en paciente con glioma de bajo grado, que
muestra la presencia de una tumoracion de caracteristicas infiltrativo-expansivas y
localizacién cértico-subcortical frontal parasagital derecha. No6tese como dicha
tumoraciéon que muestra una sefial de resonancia predominantemente hiperintensa
en las secuencias T2, no se realza tras la administracion de contraste
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Figura 1.11. RM craneal de perfusion mediante técnica ASL (a) y tras primer paso de
contraste (b), que no muestran aumento del flujo o volumen sanguineo cerebrales
en el seno de la tumoracion. La secuencia de susceptibilidad magnética (¢) tampoco
pone de manifiesto sefial de susceptibilidad intralesional que indique la presencia de
vasos aberrantes/neoformados en el lecho tumoral.

El astrocitoma anaplasico aparece en la TC como una lesién hipodensa, mas
heterogénea que el AD, con efecto masa. En la RM es también heterogéneo, es
hipointenso en T1 e hiperintenso en T2 (fig. 1.12). El realce tras contraste que puede
observarse nunca seré en anillo (ver GBM mas adelante). El estudio de perfusiéon

muestra un volumen sanguineo aumentado? (fig. 1.13).

Figura 1.12. Secuencias T2 (A) y T1 pre y post contraste (B y C). Extensa lesién infiltrativa-
expansiva temporal izquierda con efecto de masa sobre tronco encefalico. En T1
postcontraste se observa como engloba arteria cerebral media no evidenciando claros
realces.
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Figura 1.13. Estudio de perfusién tras contraste que evidencia un claro aumento del volumen
sanguineo cerebral de la lesion.

Los GBM aparecen, en la TC, como grandes lesiones con importante efecto masa y
centro hipodenso, con edema vasogénico. Los margenes de la lesién, gruesos e
irregulares, suelen presentar realce heterogéneo intenso. En la RM los GBM
presentan un anillo de realce en las secuencias T1 postcontraste, y una amplia zona
de edema alrededor que se observa en T2 y FLAIR (fig. 1.14). La zona hipointensa
central de las lesiones corresponde a un centro necrdético, mientras que el anillo de
realce corresponde a tejido tumoral altamente celular con vasos anémalos por los
que circula el contraste (fig. 1.15). La zona periférica atenuada corresponde a
edema vasogénico con células tumorales aisladas que van infiltrando el tejido®?,
No suelen observarse quistes en GBM no tratados (de hecho, la presencia de areas

quisticas de gran tamafio deberia replantear el diagndstico de GB).
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Figura 1.14. Glioblastoma frontotemporal derecho. TC craneal simple (a) y tras
administracion de contraste intravenoso (b), muestra la presencia de una voluminosa
tumoracion intraparenquimatosa de localizacion frontotemporal derecha que se circunda de
edema vasogénico y condiciona en su efecto de masa una compresion del sistema
ventricular y desviacién contralateral de estructuras de linea media. Las imagenes tras la
administracion de contraste muestran un realce predominantemente marginal (flechas), que
bordea un centro de aspecto necrotico.

Figura 1.15. Estudio de RM mediante secuencias T1 con gadolinio (a), estudio de perfusién
mediante técnica ASL (b), perfusién tras primer paso de contraste (c) y susceptibilidad
magnética (d), que constatan un realce heterogéneo y predominantemente marginal de la
lesion, asi como un aumento del flujo (cabeza de flecha) y volumen sanquineo cerebrales
(flecha roja) y presencia de estructuras vasculares aberrantes y neoformadas (flecha azul).
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I.1.d. Comportamiento bioldgico de los astrocitomas infiltrantes difusos

Los astrocitomas infiltrantes difusos son tumores que progresan inevitablemente,
aumentando tanto el tamafio tumoral como el grado histoldgico. En la clasificacion
actual de la OMS a los AD se les otorga un grado Il de malignidad, siendo por lo
tanto tumores de bajo grado, pero progresaran con mayor o menor velocidad a una
neoplasia de mayor grado. La progresion a GBM en astrocitomas difusos se da a los
4-5 afios del diagndstico, y en una media de 2 afios en astrocitomas anaplasicos®.
Los estudios centrados en la zona del sur de Europa (Espafia, Italia, Malta,
Eslovenia y Portugal) reflejan una supervivencia del 42,6% a los 5 afios en AD
(1C95%: 33,9-51,1), del 18,1% en AA (11,8-25,4) y del 2,8% en GBM (1,8-4,3)*.
Datos méas cercanos, de la poblacion de Girona entre 1994 y 2005, reflejan una
supervivencia a los 5 afios del 14,6% en tumores astrocitarios (no solo AID). Por tipo
histol6gico, este mismo estudio encuentra una supervivencia a los 5 afios del 38,4%
en astrocitomas difusos, del 14,5% en astrocitomas anaplasicos y del 5,2% en
GBM? (fig. 1. 16).
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Figura 1.16. Supervivencia de AID en funcién del tipo histolégico (Girona, 1994-
2005). Modificado de Fuentes-Raspall et al, 2011,
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I.1.e. Alteraciones moleculares en astrocitomas infiltrantes difusos

. Via de TP53/MDM2/p14°RF
TP53 (gen localizado en 17p13.1) codifica la proteina p53, involucrada en varios
procesos celulares, como regulacién del ciclo celular, respuesta de las células a
dafios del ADN, diferenciacién y muerte celular®®. La actividad de esta proteina esta
regulada por MDM4 y MDM2, que a su vez esta modulado®’ por p14*"*. Entre el 60 y
80% de los astrocitomas difusos tienen pérdidas alélicas en el brazo pequefio del

16,28-31
3

cromosoma 17 que incluyen el locus del gen TP5 , ¥ la mayoria de los AD que

conservan el locus presentan mutaciones de TP53%%%%

, por lo que la ausencia de
forma salvaje de p53 es el evento gendmico mas importante en AD. Estas cifras
aumentan cuando nos referimos a los astrocitomas gemistociticos, en los que mas
del 80% presentan alteraciones de TP53?°*°. Tanto los astrocitomas anaplasicos,
que corresponden a una etapa intermedia en la evolucidon de los astrocitomas
difusos hacia glioblastomas, como los glioblastomas secundarios, presentan
mutaciones de TP53 y pérdidas de heterocigosidad del cromosoma 17 con unas
tasas similares a los difusos'”*>*. También se han descrito alteraciones de TP53 en
GBM primarios pero, mientras que en los GBM secundarios el 57% de las
mutaciones estan localizadas en dos codones “calientes” (248 y 273), en los
primarios las alteraciones del gen se distribuyen de manera mas igualada entre

todos los codones™®.

il. PDGFR:
El factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) es un potente mitégeno para
células de tejido conectivo y glia, con un papel importante en procesos fisiolégicos
como el desarrollo embrionario normal, la diferenciaciéon celular y la respuesta a
dafio tisular, pero también en la cicatrizacién, inflamacién y neoplasias®®*’. Este
factor es reconocido por dos tipos de receptores tirosin-kinasa de membrana,
PDGFRB y PDGFRA. La unién de su ligando activa una via de transmision de sefial
oncogénica como MAPK, PI3K/AKT, JAK/STAT y PLC/PKC®. Hasta un 16% de los
astrocitomas difusos presentan ganancias de PDGFRA, aunque los resultados de la
literatura respecto a su efecto en la supervivencia del paciente son

controvertidos®294°,

iii. EGFR:

El gen EGFR, situado en el cromosoma 7, codifica un receptor transmembrana,

EGFR o HER1, que se activa por la unidn de sus ligandos extracelulares, EGF
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(factor de crecimiento epidérmico) o TGF-alpha (factor de crecimiento tumoral), y
transmite la sefal proliferativa®’. Este gen es el que se amplifica con mayor

frecuencia en glioblastomas®**, hasta en el 36% de los glioblastomas primarios'’,

17,30,43

aungue es poco frecuente en los secundarios (8%). De la misma manera, la

sobreexpresion de la proteina EGFR es mucho mas frecuente en GBM primarios

1243 Existe una estrecha relacion entre la

(>60%) que en secundarios (<10%)
amplificacion del gen y la sobreexpresion de la proteina: todos los tumores con
amplificacién de EGFR presentan sobreexpresién de EGFR, mientras que el 70-90%
de los que presentan sobreexpresién de EGFR tienen amplificacion de EGFR*. El
valor predictivo de la mutaciéon de EGFR es controvertido®; algunos estudios lo

46,47

relacionan con peor prondstico™", principalmente en pacientes menores de 60

afios®®, o en pacientes de edad menor a la media®. Otros estudios no encuentran

17,50,51

relacién entre el estado de EGFR y la supervivencia , Y otros muestra que la

amplificaciéon del gen es un predictor de mayor supervivencia en pacientes
mayores®>>3,

Se han identificado varias formas mutadas de EGFR; la mas frecuente en GBM es la
EGFRVIII. Esta se caracteriza por la delecion en el dominio extracelular de 267
aminoacidos, que imposibilita la unién del ligando pero provoca una activacion

constitutiva del receptor™, activando las vias de proliferaciéon celular. Esta mutacién

44,55,56
R .

se encuentra en el 20-50% de los GBM con amplificacion de EGF

Figura 1.17. Estudio por
hibridacién in situ con
fluorescencia (FISH) del
gen EGFR de un caso de
GBM con amplificacion
(aumento del numero de
sefiales verdes,
representando al locus
del gen EGFR, respecto
al numero de sefales
rojas, que representan el
centromero del
cromosoma 7).
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\2 Via de PISK/PTEN/AKT:

La via de PISK/PTEN/AKT es una via de sefalizacién intracelular: la activaciéon de
receptores de factores de crecimiento provoca la incorporacion de PI3K
(fosfatidilinositol-3-kinasa) a la membrana celular. Este convierte PIP2
(fosfatidilinositol-4,5-bifosfato) a PIP3, que activa moléculas efectoras posteriores,
como AKT o mTOR (diana de rapamicina en células de mamifero, mammalian
Target of Rapamycin), activando la proliferacién y supervivencia celular®.

El gen de PTEN (homdlogo de tensina y fosfatasa, phosphatase and tensin
homolog), localizado en el brazo largo del cromosoma 10 (10g23.3), es un gen
supresor tumoral que codifica una proteina que tiene un dominio central homélogo a

la regién catalitica de las proteinas tirosin-fosfatasas®™°

. Esta proteina inhibe la
funcion de PIP3*%, bloqueando asf la proliferacién celular. La mutacién de PTEN se
encuentra en un 20-40% de los GBM®“®® primarios, pero es muy rara en los

secundarios®’3

y en astrocitomas de menor grado.
El gen que codifica la subunidad catalitica de PI3K pl10alfa, PIK3CA, se encuentra
alterado, ya sea por mutaciones o amplificaciones, en una gran variedad de

neoplasias®®

(higado, mama, colon, ovario, estbmago, pulmén). Un Unico estudio
describe mutaciones de PIK3CA en el 27% de los glioblastomas®, pero en general
se encuentran con baja frecuencia (5-7%)°®®, tanto en GBM primarios (5%) como
secundarios (3%)’°. La amplificacién del gen parece ser un evento algo mas
frecuente, encontrado en el 12% de GBM primarios y en el 9% de los secundarios.
No se encuentran mutaciones de PIK3CA en astrocitomas de bajo grado, y en muy
baja frecuencia en astrocitomas anaplasicos, ni amplificaciones en AD y AA.

En general el 63% de los GBM primarios muestran alteraciones en genes de la via

EGFR/PTEN/PIK3CA, mientras que sélo el 31% de los secundarios lo hacen.

V. Via de p16™ *?/CDK4/RB1
P16 es una proteina supresora tumoral codificada por el gen CDKN2A (inhibidor de
kinasas dependientes de ciclina 2A, localizado en 9p21.3). Es capaz de regular el
ciclo celular al frenar la progresién de la fase G1 a la S; para ello inhibe kinasas
dependientes de ciclo (CDK) como CDK4, que en condiciones normales fosforilan la
proteina de retinoblastoma RB1. Esto provoca la liberacién del factor de
transcripciéon E2F, que activa genes involucrados en la transicién de G1 a S™. Por lo
tanto alteraciones en los componentes de esta via provocaran una pérdida de
control del ciclo celular. Alrededor del 10% de los astrocitomas anaplasicos
presentan amplificacién y sobreexpresion del gen CDK4'?, principalmente los

tumores que no tienen mutaciones o deleciones de CDKN2A™ "y un 25% de los
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AA muestran mutaciones en el gen RB1’%. Los glioblastomas primarios presentan
deleciones de p16™*** con mayor frecuencia que los secundarios (36% frente a
4%)"°, sin diferencias significativas en cuanto a la frecuencia global de alteraciones
de p16 (deleciébn homocigota y metilacion del promotor)'*’®”” En los GBM
secundarios la metilacién del gen RB1 (43%) es significativamente mas frecuente
que en primarios (14%), con una correlacion significativa entre la metilaciéon del

promotor del gen y la pérdida de expresion de la proteina RB1'8.

Vi. Pérdida de heterocigosidad del cromosoma 10 (LOH 10)
La pérdida de heterocigosidad del cromosoma 10 es el evento genético mas
frecuente en glioblastoma, dandose en primarios y secundarios en frecuencias
similares (60-80%)'""*® con una delecién comdn en 10g25-qgter. Esta alteracion se
asocia histolégicamente con transicion de AD o AA a fenotipo de GB™. La afectacion
del brazo corto del cromosoma 10 es en cambio exclusiva de los GBM primarios™, y
la pérdida completa del cromosoma 10 es también tipica de los primarios. En
astrocitomas de bajo grado, la afectacion del cromosoma 10 es infrecuente. La
frecuencia de mutaciones en PTEN (20-40%) no coincide con la frecuencia de
pérdida de heterocigosidad de la regiébn cromosdmica que contiene este gen (75-95),
por lo que se postula que existen genes supresores tumorales en 10g aun no

identificados®*2.

Vi, O°-metilguanin-DNA metiltransferasa
El gen MGMT (O°-metilguanin-DNA metiltransferasa), localizado en el brazo largo
del cromosoma 10 (10g26) se encuentra silenciado con frecuencia en gliomas, por

metilacion de su promotor’*®

(hasta en un 40% de los glioblastomas primarios).
Este gen codifica una proteina reparadora del ADN que elimina grupos alquiles de la
posicién O° de la guanina, un sitio importante en la alquilacién de ADN®*. Niveles
elevados de esta proteina dificultan por lo tanto la accion alquilante de agentes
terapéuticos, provocando un fallo del tratamiento. La silenciacién epigenética de
MGMT por hipermetilacion de su promotor es el mecanismo principal de reduccion
de expresion de MGMT, y se ha asociado con glioblastomas que responden a
quimioterapias alquilantes, utilizando nitrosureas®, temozolamida®® o ambas®’ (fig.
1.19). Ensayos clinicos comparando pacientes con metilacion del promotor de
MGMT, con los que no la tenian, encontraron una supervivencia significativamente
mayor en el primer grupo tras tratamiento con quimio y radioterapia®®. Esto no
ocurria si el tratamiento era simplemente radioterapia, por lo que la metilacién del

MGMT es un factor predictivo de respuesta a la quimioterapia.
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Figura 1.19. Mecanismo de quimiosensibilidad aumentada por inactivacién epigenética del
gen reparador MGMT. Los gliomas con promotor de MGMT metilado y regién del exén 1
metilado muestran silenciamiento transcripcional de MGMT, llevando a la pérdida de la
proteina MGMT. Los aductos de DNA producidos por la carmustina en estos tumores no se
eliminan eficazmente, llevando a la muerte de células tumorales y toxicidad del farmaco. En
cambio, los gliomas con promotor de MGMT y exén 1 no metilados expresan la proteina
MGMT, que elimina los aductos de guanina del DNA (producidos por la administraciéon de
carmustina, BCNU, llevando a la resistencia a los efectos tumoricidas y toxicos del
farmaco)®.

Viil. Isocitrato Deshidrogenasa:
El gen de la isocitrato deshidrogenasa 1, IDH1, localizado en el cromosoma 2¢33,
codifica una enzima importante en el ciclo del acido citrico, que cataliza el paso de
isocitrato a alfa-ketoglutarato, produciendo NADPH (nicotinamida adenina
dinucleétido fosfato)®®. Un estudio genémico exhaustivo de GBM mostré mutaciones
de este gen en un 12% de los casos®, afectando principalmente a los GBM
secundarios frente a los primarios (88% frente a 7%)"%. La alteracién encontrada en
la mayoria de los casos es una mutacion soméatica en el codon 132 del gen IDH1
que cambia arginina por histidina (R132H)'%. Se ha encontrado esta mutacién en
astrocitomas difusos (79%) y anaplasicos (62%), asi como en oligodendrogliomas de
grados Il y lll y oligoastrocitomas Il y Ill. El hallazgo de esta mutacién en GBM es un
marcador de mejor pronéstico, y signo definitivo de GBM secundario®. Esto ha
cambiado por completo el enfoque de los GBM primarios y secundarios, para los

gque hasta ahora no habia diagnéstico definitivo puesto que sus alteraciones
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moleculares, aunque distintas en porcentajes, se superponen con frecuencia. Con la
deteccidn de la mutacién de IDH1 es posible diagnosticar un GBM secundario sin
historia previa de lesion, radiol6gica o histolégicamente. Actualmente existe un
anticuerpo especifico de esta mutacion, que permite detectarla de manera rapida y
asequible en cualquier laboratorio (las células que expresan el anticuerpo muestran

la mutacion)®.

Figura 1.20. Astrocitoma anaplasico con mutacion de IDH1 R132H. A. Hematoxlina-eosina,
200x. B. Estudio inmunohistoquimico de la mutacién de IDH1 R132H. Muestran expresion de
la proteina mutada, nuclear y citoplasmética, las células tumorales, y quedan sin tefiir las
células endoteliales, células inflamatorias y células no neoplésicas.

Ademdas de su alteracién en gliomas, IDH se encuentra mutado en otros tipos
tumorales: leucemia mieloide aguda (10-30%), linfoma de <células T
angioinmunoblastico (10-40%), condrosarcoma (50-70%), colangiocarcinoma
intrahepatico (10-20%) y carcinoma de préstata (2%)°"%?. En condrosarcomas,
colangiocarcinomas y carcinomas prostaticos predominan las mutacion de IDH1, y
en leucemias y linfomas T las de IDH2. En colangiocarcinomas, como en gliomas, la
presencia de mutaciones de IDH parece indicar mejor supervivencia global. En
neoplasias hematolégicas los resultados son ambiguos, con estudios que no
demuestran impacto en el pronéstico de la enfermedad y otros que describen un

aumento o disminucion del riesgo de recaida®.

iX. ATRX
El gen de ATRX (sindrome de alfa-talasemia y retraso mental ligado al X) codifica
una proteina implicada en una via de remodelacion de cromatina. En 2011 se
describieron mutaciones de ATRX en tumores cerebrales por primera vez®. Las
alteraciones en ATRX se encuentran principalmente en tumores de estirpe
astrocitaria y son especificas de astrocitomas con mutacién de IDH1 o 2 y TP53%,

Se han descrito mutaciones de ATRX en 71% de astrocitomas difusos y
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anaplasicos, y en 68% de los tumores mixtos oligoastrocitarios. Son més frecuentes
en GBM secundarios (57%) que en primarios (4%)*. La baja frecuencia de estas
mutaciones en tumores oligodendrogliales puros (14%) hace de la mutacion de
ATRX una herramienta de peso para diferenciar entre oligodendrogliomas vy
astrocitomas en caso de duda y se perfila como clave en futuros algoritmos
diagnosticos. De esta manera, las guias de Haarlem de la Sociedad Internacional de
Neuropatologia®™ proponen redirigir el diagnéstico de oligoastrocitoma hacia
oligodendroglioma o astrocitoma, si el perfil de IDH/delecién de 1p-19¢g/ATRX lo
permite (morfologia mixta con mutacién de IDH-codelecion de 1p/19g-ausencia de
mutacion de ATRX decantaria el diagnéstico hacia oligodendroglioma, morfologia
mixta con mutacion de IDH-ausencia de codelecidn de 1p/19g-mutacion de ATRX
decantaria el diagnéstico hacia astrocitoma). Ademas de esta ayuda al diagnéstico,
la pérdida de ATRX tiene valor pronéstico: los astrocitomas con mutacion de IDH y
mutacién de ATRX tienen un prondstico significativamente mejor que el grupo con
mutacién de IDH, sin mutacién de ATRX.

La pérdida de expresion nuclear de la proteina ATRX parece ser un buen sustituto
de la determinacién de mutaciones de ATRX®, y puede detectarse mediante estudio
inmunohistoquimico con un anticuerpo disponible comercialmente. La proteina
ATRX se expresa de manera ubicua en nacleos celulares. Las mutaciones en el gen
causan la pérdida de esta expresibn, de manera que en el estudio
inmunohistoquimico encontraremos ausencia de expresion de ATRX en las células
tumorales con la mutacién, con expresion preservada en células endoteliales,

celularidad inflamatoria y células no tumorales del parénquima cerebral infiltrado.

I.1.f. Clasificacion molecular basada en perfiles de expresion génica: subtipos
de GBM proneural, neural, clasico y mesenquimal.

La Red de Investigacion del Atlas Gendmico Humano (The Cancer Genome Atlas,
TCGA) se cred con el fin de generar un catdlogo de anomalias genomicas
generadoras de tumores. En 2008 publicaron los resultados del estudio de
glioblastomas, el primer tipo de céancer que analizaron®. Estudiaron en ese
momento una gran cohorte de 206 GB, realizando un analisis integral del nimero de
copias de ADN, de la expresidn génica y de las aberraciones en la metilacion, asi
como aberraciones en la secuencia de nucleétidos en 91 de los 206 casos.
Confirmaron mutaciones en RB1 y TP53 previamente descritas, e identificaron

mutaciones asociadas a GBM en genes como PIK3R1, NF1 y ERBB2. Verhaak y
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cols se basaron en los resultados del TCGA para definir cuatro subtipos moleculares

de GB: clasico, mesenquimal, proneural y neural®’.

i GB clasico
Los GBM clasicos muestran amplificacion de cromosoma 7 (EGFR) y pérdida del
cromosoma 10. Junto con alteraciones muy frecuentes de EGFR, presentan
delecidén focal homocigota de 9p21.3 (afectando a CDKN2A, que codifica p16INK4A
y p14ARF) y ausencia de mutaciones de TP53 (a pesar de ser éste el gen mutado
con mayor frecuencia en los GBM). La delecion homocigota de 9p21.3 es casi
mutuamente excluyente con alteraciones de otros componentes de la via RB (RB1,
CDK4 y CCDN2), por lo que probablemente las muestras con amplificacion de
EGFR presentan una activacién de la via RB a través de la delecion de CDKN2A de
manera casi exclusiva. Los GBM clasicos presentan también un aumento de
expresion de otras vias de sefializacion, como las de NES, Notch y Sonic

hedgehog™.

il. GB mesenquimal
La alteracion molecular predominante en el subtipo mesenquimal es la delecion
focal hemizigota de 17ql11.2, que contiene el gen NF1, con niveles bajos de
expresion en la mayoria de las muestras. No se encontrdé metilacion en las zonas
adyacentes al locus de NF1, aunque si mutaciones (70% clasificadas como
mesenquimales) y otras alteraciones de NF1 en el 53% de los casos. Estos tumores
presentan niveles elevados de marcadores mesenquimales, junto con marcadores
astrocitarios, lo que sugiere una transicion epitelio-mesénquima que se ha
relacionado con tumores desdiferenciados y transdiferenciados®. También se
encuentran sobreexpresados en este subtipo genes de la superfamilia de los
factores de necrosis tumoral y de la via NF-kB, potencialmente como consecuencia

de la abundante necrosis y de los infiltrados inflamatorios asociados.

ii. GB proneural
Los GBM del subtipo proneural presentan dos grandes caracteristicas: alteraciones
de PDFGRA y mutaciones puntuales de IDH1. En todos los subtipos de GBM se
encuentran amplificaciones focales del locus 4g12 que contiene PDGFRA, pero con
una tasa mucho mayor en el subtipo proneural. La amplificacién focal concomitante
junto con niveles elevados de expresién del gen PDGFRA son la firma caracteristica
de este subtipo de GBM.
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El 92% de los casos del TCGA con mutacion del gen de la isocitrato deshidrogenasa
1 (IDH1) pertenecen al subtipo proneural, la mayoria sin alteracién del PDGFRA.
Otro evento frecuente en este subtipo es la mutacién y pérdida de heterozigosidad
de TP53. De hecho, considerando la totalidad de casos estudiados, los GBM
proneurales son los que muestran estas alteraciones con mayor frecuencia. En
cambio, la amplificacion del cromosoma 7 asociada con pérdida del 10 (evento
clasico del GBM) es claramente menos frecuente en este subtipo (54%). Los GBM
secundarios muestran un perfil de expresion génica correspondiente al subtipo

proneural.

\2 GB neural
La expresion de marcadores neuronales es lo que caracteriza el subtipo neural
(NEFL, GABRAL, SYT1 y SLC12A5). Las categorias génicas asociadas con el
subtipo neural incluyen proyecciones neuronales y axones y transmisiones
sinapticas. De hecho, dos muestras de tejido cerebral normal fueron clasificadas

como subtipo neural.
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Figura 1.21. Vision integrada de las alteraciones gendémicas y de expresion génica en los
subtipos de GB. Los datos de expresién génica fueron estandarizados para los 202 casos
(media igual a cero, desviacién estandar igual a 1); los datos mostrados corresponden a los
116 casos en los que se analizaron tanto las mutaciones como el nimero de copias. Se
indican las mutaciones con celda roja, la pérdida de heterocigosidad se muestra con una
zona blanca, y las celdas amarillas corresponden a mutacion de EGFRvIII. Los eventos del
namero de copias se indican los verde brillante para las deleciones homocigotas, verde para
hemicigotas, negro para un nimero de copias neutro, rojo para amplificaciones de bajo nivel,
y rojo brillante para indicaciones de alto nivel. Una celda negra significa que no se han
detectado alteraciones. Modificado de Verhaak et al, 2010

V. Semejanza con estirpes celulares gliales o neuronales
Comparando los perfiles de expresion génica de los cuatro subtipos con las firmas
de expresidn génica de oligodendrocitos, neuronas, astrocitos y astroglia cultivada
(generadas a partir de modelos murinos), se hallaron semejanzas entre el subtipo
proneural y los oligodendrocitos. El subtipo clasico se asocié con la firma
astrocitaria, el neural con oligodendrocitos y astrocitos pero principalmente con
neuronas. El subtipo mesenquimal mostr6 una fuerte asociacién con la astroglia

cultivada y con la mayoria de lineas celulares inmortalizadas.

Vi. Subtipos y correlacion clinica y prondstica
De las variables estudiadas (edad, sexo, supervivencia, puntuacion de Karnofsky),
s6lo se encontraron diferencias en la edad de los pacientes. El grupo de GBM

proneurales presentaba una edad media mas joven.
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Comparando el

simultaneas, o mas de 3 ciclos consecutivos de quimioterapia) con regimenes cortos
de quimioterapia, o quimioterapia y radioterapia no simultaneas, se observé que el
tratamiento agresivo reducia la mortalidad de manera significativa en los subtipos

clasico y mesenquimal, mostrando una tendencia a dicha reduccién en el neural. No

efecto de un tratamiento

intensivo (quimio 'y

se encontraron diferencias significativas en pacientes con GBM proneurales.
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Figura 1.22. Curvas de supervivencia por subtipo de GB y tratamiento mas o menos
intensivo. Diferencias significativas en subtipos clasico y mesenquimal. Modificado de
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I.2. VIAS DE SENALIZACION CELULAR EN LA TRANSFORMACION
NEOPLASICA

En la transformacion maligna, la “célula neoplasica” ha de acumular una serie de
alteraciones en la fisiologia celular, en las principales vias bioquimicas, para adquirir
potencial de invasividad y metéstasis de los tumores malignos.

Tras los clarificantes trabajos de Hannahan y Weinberg®*®

se ha propuesto que,
en cada una de estas vias, hay mdultiples alteraciones genéticas que pueden estar
implicadas y que se pueden encontrar mutadas o alteradas en los tumores
humanos. Esta aproximacion bioguimica/molecular explica la gran redundancia de
alteraciones moleculares que se observan en tumores humanos, dado que lo
importante es la alteracién funcional donde hay multiples alteraciones genéticas que
pueden llevar al mismo defecto o alteracion bioquimica.

Las alteraciones en la fisiologia celular que colectivamente llevardn a un crecimiento
tumoral son: autosuficiencia en sefiales de crecimiento, insensibilidad a factores
inhibidores del crecimiento, evasién de la apoptosis, potencial replicativo ilimitado,
angiogénesis sostenida, capacidad de invadir tejidos y metastatizar®.
Recientemente se han afadido a esta lista la capacidad de evadir un ataque
inmunolégico y la capacidad de reprogramar el metabolismo celular para aguantar
de manera mas efectiva el crecimiento tumoral'®. Ademas de estas caracteristicas
distintivas, se han descrito unas condiciones que facilitan y permiten que se den las
alteraciones descritas: la presencia de inflamacion que puede promover el
crecimiento tumoral, y la inestabilidad gendmica, que otorga alteraciones

cromosomicas a las células tumorales que permiten la progresion tumoral.
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Figura 1.23. Caracteristicas distintivas y condiciones facilitadoras de cancer (modificado de
Hanahan y Weinberg, 2011100).
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I.2.a. Concepto de vias de sefializacion celular

La capacidad de una célula de percibir y responder correctamente a su microentorno
es esencial para su supervivencia, es la base del desarrollo celular, reparacion
tisular e inmunidad, asi como de la homeostasis de un tejido normal. La sefializacion
celular forma parte de un sistema complejo de comunicacién que dirige las
actividades celulares béasicas y coordina las acciones celulares. Con el término “vias
de sefalizacién” se hace referencia al camino que sigue una determinada sefial
celular en su transduccion (“proceso por el que una célula convierte una
determinada sefial o estimulo exterior en otra sefial o respuesta especifica”).

La transmision de sefales puede hacerse entre dos elementos de una misma célula,
de manera intracelular (sefial intracrina) o bien mediante la secrecion de factores
gue actlan sobre receptores de la misma célula (sefial autocrina). Dos células
pueden comunicarse por sefiales juxtacrinas si se tocan, sefales paracrinas si estan

cerca o endocrinas si la distancia entre las células es grande.
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Cada sefal extracelular es transmitida a través de multiples rutas, o cascadas de
sefializacion, en las que intervienen numerosas proteinas.

En lo que concierne a la proliferacion celular, existen diferentes vias de sefializacion
qgue llevan la sefal proliferativa desde la membrana celular al ndcleo. Distintas
alteraciones en diferentes puntos de estas vias pueden provocar un crecimiento
descontrolado. Las principales vias de sefializacion proliferativas son RAS-Raf-
MAPK y PI3K-AKT-mTOR. Independientemente de donde se inicie la sefial
proliferativa, ésta tendra que pasar, de manera inexorable, por una serie de puntos

finales que reflejaran el estado proliferativo de la célula tumoral.

I.2.b. Via de RAS-Raf-MAPK

Ras es una pequefia molécula que se activa por la union de citoquinas, mitégenos o
factores de crecimiento a sus correspondientes receptores. Esto hace que el Ras
inactivo intercambie GDP por GTP y tenga lugar un cambio conformacional
mediante el cual se activa Ras. Este puede entonces reclutar a Raf (Rapidly
accelerated fibrosarcoma) en la membrana celular. Esta localizacion en la
membrana celular activa Raf. Esta serin-treonin quinasa fosforila y activa MEK
(MAPK/ERK kinase), que es capaz de activar MAPK/ERK (Mitogen Activated Protein
Kinase/Extracellular signal Regulated Kinase). Finalmente MAPK activa MNK 1 y 2,

que fosforilan elF4E, iniciando la traduccion proteica.
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Figura 1.25. Via de Ras-Raf-MAPK. La sefial recibida por un receptor tirosin-quinasa es
transmitida a través de la cadena Ras-Raf-MEK-MAPK-MNK vy finalmente elF4E.

I.2.c. Via de PI3K-AKT-mTOR!%

Esta via se activa inicialmente en la membrana de la célula, y la sefial activadora se
propaga a través de PI3K. La activacion de PI3K puede darse mediante receptores
tirosin-quinasa de factores de crecimiento, proteinas G, moléculas de adhesion
celular y oncogenes. El producto de la activacion de PI3K, PIP3 (fosfatidilinositol-
3,4,5-trifosfato), se une a PDK1 y a AKT, que se traslocan a la membrana y se
activan. La colocalizacién de AKT y PDK1 resulta en una fosforilacion de AKT en
THR308 y su activacion parcial. Para la activacion completa de AKT es necesaria su
fosforilacion en Ser473 por PDK2. PI3K tiene un factor antagonista, PTEN
(phosphatase and tensin homolog), que ejerce su efecto a través de la
defosforilaciéon de PIP3. Una vez activada, AKT se traslada al citoplasma y al nicleo,
donde ejerce distintas funciones sobre dianas subyacentes con el fin de regular el
metabolismo celular, la sintesis proteica, la supervivencia celular y progresion del
ciclo celular. Entre estas dianas destaca mTOR (mammalian Target Of Rapamycin),
gue puede ser activado directamente por AKT mediante fosforilacién, o bien activado

indirectamente a través del complejo de esclerosis tuberosa-2 (TSC2 o tuberina),
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gue al fosforilarse deja de ejercer su efecto supresor sobre mTOR. mTOR a su vez
fosforila S6K y 4E-BP1. Esta fosforilacion activa la proteina ribosomal S6K, pero
inhibe la accién supresora que ejerce 4E-BP1 sobre elF4E: al fosforilarse, 4E-BP1

libera elF4E, que queda libre para iniciar el proceso de traduccién proteica.
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Figura 1.26. Via de PI3K-AKT-mTOR. La sefial recibida por un receptor tirosin-quinasa de
membrana es transmitida a través de PI3K, AKT y mTOR, con control inhibidor de PTEN.
MTOR actla sobre sus dos principales dianas, S6K y 4E-BP1, activando S6 y liberando
elF4E de la accién bloqueadora de 4E-BP1.

La serin/treonin kinasa p70S6K o S6K es una de las mas importantes dianas de
MTOR. Aunque puede activarse por otras vias, su fosforilacion por mTOR es
necesaria para su activacién, y los tres sitios de fosforilacion que se han identificado
en esta proteina pueden bloquearse por inhibidores de mTOR. Al fosforilarse, S6K
fosforila S6. S6, componente de la subunidad ribosomal 40S, es el principal sustrato
de S6K, aunque no el unico. Su fosforilacion tiene un papel importante en el tamafio
y proliferacion celular, y en la homeostasis de la glucosa®.

4E-BP1 es una proteina de unién al factor eucariota de iniciacion 4E (elF4E), que
juega un papel critico en el control de la sintesis proteica y, por lo tanto, en el
crecimiento y la supervivencia celular. Durante la traduccion dependiente de cap,
elF4E se une a la estructura cap del RNA mensajero y promueve la formacién del
complejo de iniciacion elF4F y la unién al ribosoma. Cuando 4E-BP1 esté activo, es

decir, no fosforilado, se une a elF4E e impide la formacion del complejo elF4F: se
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blogquea la traduccién y se favorece la apoptosis celular. En el caso contrario,
cuando 4E-BP1 se fosforila, su afinidad por elF4E disminuye, éste se libera y puede

tener lugar la traduccién dependiente de cap.

I.2.d. Traduccidn proteica

El mecanismo por el que la informacion contenida en el RNA mensajero se
transforma en proteinas se conoce como “traduccién proteica”, y tiene lugar en los
ribosomas. En organismos eucariotas cada RNA mensajero suele codificar una
Unica proteina (RNA monocistronico). Las hebras de RNA tienen en su extremo 5’
una guanina metilada o una estructura “Cap”. Después de ésta, la hebra de RNAm
presenta una zona cuya informacién no se traduce (region no traducida 5, RNT5’)
pero es importante porque su longitud, composicion de nucleotidos y estructura
determinaran la eficiencia con la que se traduce la hebra. A continuacién de la
RNT5’ se encuentra el codon de inicio de sintesis proteica (que suele ser AUG), la
region codificante, un codén de parada (UAA, UAG o UGA), una RNT 3’y finalmente

una cola de diversas adeninas (cola poliA).
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Figura 1.27. Esquema de hebra de RNAm.

En condiciones favorables, el ribosoma se une a la hebra de RNAm por su
estructura Cap. Aqui intervienen los factores eucariéticos de iniciacion (elFs),
proteinas que juegan distintos papeles en la sintesis proteica (reconocer el extremo
Cap, dirigir la union del ribosoma a la hebra de RNAm, reconocer el RNAmM maduro
gue puede traducirse, etc); son por lo tanto un factor limitante para iniciar la
traduccion. Sin embargo, algunos RNAm (celulares y viricos) pueden traducirse
cuando la traducciéon cap-dependiente se ve limitada, con la denominada traduccion
cap-independiente: en vez de iniciar la traduccién con la unién del ribosoma al
extremo cap, se inicia con la unién del ribosoma a una region especifica dentro de la
RNT 5 denominada sitio interno de entrada del ribosoma, IRES (Internal Ribosome
Entry Site) que se encuentra cercano al codén de inicio'®.

Uno de los elementos importantes para el inicio de la traduccion es al formacién del
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complejo elF4F, compuesto por tres subunidades: elF4E, elF4A y elF4G'. El factor
eucariota de iniciacion de la traduccion elF4E es un componente central en la
iniciacion y regulaciéon de la traduccion en células eucariotas'®: a través de su
interaccion con la estructura Cap 5’ del RNA mensajero, elF4E une la hebra de este
RNAmM con el ribosoma. Es el factor de iniciacion menos abundante en niamero de
moléculas por célula, lo que lo convierte en un punto clave para la regulacién de la
traduccion. Tiene un unico sitio de fosforilacion, mediante el cual interactia con
elF4G y 4E-BP1. elF4G es una proteina de anclaje importante en el reclutamiento
del ribosoma al RNAm, que, ademas del elF4E, interacciona con otros componentes

de la maquinaria traduccional, como elF4A.

Inicio traduccion

i ; proteica

Complejo elF4F EIF4G_

Figura 1.27. Esquema simplificado del inicio de la traduccion. A. 4E-BP1 se encuentra unido
a elF4E y bloquea el inicio de la traduccion. B. mTOR actla inhibiendo 4E-BP1
(fosforilandolo) y libera elF4E. C. El elF4E libre se une a elF4G y elF4A, formando el
complejo iniciador de la traduccion elF4F. elF4E recluta la hebra de RNAm uniéndose al
extremo 5’ de la hebra, y se inicia la traduccién con su unién al ribosoma.
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Il. HIPOTESIS DE TRABAJO:

La sefal proliferativa puede seguir distintos caminos, desde la membrana celular al
ndcleo y a los ribosomas para controlar la sintesis proteica. Todas estas vias
convergen en unos factores que regulan la traduccion del RNA y la sintesis proteica.
Por tanto, los niveles de estos factores y su actividad nos permitirian reconocer el
estado de las vias de sefializacion celular en una neoplasia y, eventualmente,
desarrollar terapias contra esa diana, independientemente de la alteracién genética

desencadenante.

En los dltimos afios se ha estudiado en nuestro laboratorio la expresion de proteinas
implicadas en estas vias, en tumores de mama, préstata, ovario, endometrio y colon.
No sélo se han estudiado las distintas interacciones entre dichas moléculas, sino
también la correlacion entre la expresion de estos factores y el estadio clinico de la
progresion tumoral y la supervivencia del paciente. Los resultados obtenidos sefialan
que el factor 4EBP1 y su proteina de union elF4E como posibles factores clave y
puntos de convergencia de diversas vias oncogénicas (“factores embudo”). Dado
que hay pocos estudios sobre este abordaje, y sobre factores en tumores
astrocitarios difusos y en situaciones de reactividad astrocitaria no tumoral
(astrogliosis), nos planteamos que los niveles de estos factores/proteinas podrian
ser también centrales en la progresion maligna de los astrocitomas y en la

supervivencia.

41



42



lll. OBJETIVOS

43



44



OBJETIVOS

I1. OBJETIVOS

El objetivo central del trabajo es estudiar, mediante estudio inmunohistoquimico, los
principales factores de las vias de sefializacion celular, en una cohorte de
astrocitomas infiltrantes difusos (de grado Il a grado IV) y su correlacién con el

pronéstico y la progresion tumoral.

Como objetivos secundarios, se pretende:

1. Estudiar la expresion de distintos factores implicados en las vias de sefializacion
y su andlisis comparativo con el estado de lesiones reactivas no tumorales
(gliosis).

2. Correlacionar la expresion de los distintos factores implicados en las vias de
sefalizacién y el grado de malignidad tumoral, asi como con la supervivencia.

3. Estudiar la aplicacion diagnéstica de la expresion de estos factores en conjunto
con los datos anatomopatolégicos para aportar mayor objetividad en el

diagnéstico y grado de malignidad de los tumores astrocitarios.
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IV. MATERIAL Y METODOS

IV.1. Seleccion de los casos a estudio

Se han estudiado un total de 104 astrocitomas infiltrantes difusos, pertenecientes a
100 pacientes. Los casos han sido seleccionados retrospectivamente de los archivos
del Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital Universitario Vall d’Hebron, entre
los aflos 2000 y 2007, y clasificados histol6égicamente siguiendo la clasificacion de la
OMS de 2007 de tumores cerebrales. Los 104 AID corresponden a 19 astrocitomas
difusos grado Il (19%), 25 astrocitomas anaplasicos (24%) y 60 glioblastomas (57%).
El diagnédstico se realiz6 en base al estudio por microscopia Optica de cortes de
hematoxilina-eosina, y de técnicas inmunohistoquimicas de GFAP, p53 y Ki67. Se
selecciond un Unico bloque representativo por caso para el estudio de los
marcadores de vias de sefializacion.

Se utilizaron 15 casos de astrocitosis reactiva para valorar una activacion no
neoplasica de las vias de proliferacion celular, principalmente tejido cerebral
alrededor de lesiones vasculares (9 casos de gliosis peri-malformacion
arteriovenosa) y alrededor de lesiones metastasicas cerebrales (2 casos de

metastasis de carcinoma de mama y 4 de adenocarcinomas de pulmoén).

Figura 4.1. Gliosis alrededor de una malformacién arteriovenosa (A, C) y de una metastasis
de pulmén (B, D). A, B, hematoxilina-eosina; C, D: proteina glial fibrilar acidica.
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IV.2. Recogida de datos clinico-radioldgicos

Los datos clinico-radiologicos (edad, sexo, localizaciéon tumoral, tipo de reseccion
quirurgica) fueron recogidos retrospectivamente de las historias clinicas; los datos
de supervivencia fueron recolectados utilizando el indice Nacional de Defunciones

entre enero y febrero de 2012. Esto supone un seguimiento minimo de 48 meses.

IV.3 Estudio inmunohistoquimico

Se realizdé, en todos los casos, estudio inmunohistoquimico con anticuerpo
monoclonal de ratén contra EGFR (DakoCytomation, prediluido), anticuerpo
monoclonal de ratén contra PTEN (Cascade ABM 2052, 1:300), anticuerpo policlonal
de conejo contra la forma fosforilada de MAPK (Cell Signaling Tech, 1:50),
anticuerpo policlonal de conejo contra la forma total y fosforilada de 4E-BP1 (Cell
Signaling Tech, 1:100), anticuerpo policlonal de conejo contra la forma fosforilada de
la proteina ribosomal S6 (Cell Signaling Tech, 1:50), anticuerpo policlonal de conejo
contra la forma total de elF4E (Cell Signaling Tech, 1:75) y anticuerpo monoclonal
de conejo contra la forma fosforilada de elF4E (Cell Signaling Tech, 1:200),
anticuerpo monoclonal de ratén contra Ki67 (DakoCytomation, 1:100) y anticuerpo
monoclonal de conejo contra ciclina D1 (Ventana, prediluido). En todos los casos de
glioblastoma se llevé a cabo la deteccion de la mutacion de IDH1 R132H por estudio
inmunohistoquimico (Master Diagnostica, prediluido). Ver tabla 4.1.

No disponemos de material congelado de las piezas quirdrgicas tumorales
estudiadas, pero los anticuerpos fueron previamente validados mediante Western-
Blot en nuestro laboratorio para estudios de neoplasias ovaricas, endometriales y

mamarias %1%,

Procedimientos

Se selecciond un unico bloque representativo de cada caso, algunos de ellos
incluyendo corteza cerebral. El tejido fue fijado en formalina tamponada al 10%, y
conservado en bloques de parafina. Se realizaron cortes de 3 ym de los bloques
originales, utilizando laminillas con carga electrostatica.

La inmunohistoquimica se realizd mediante procedimiento automatizado, utilizando
el médulo de tincion Benchmark XT. Los anticuerpos 4E-BP1, p4EB-P1, pS6,
pMAPK, eiF4E, peiF4E, p53, Ki67, IDH1 y ciclina D1 fueron puestos a punto

mediante el kit ultraView Universal DAB Detection de Ventana Medical Systems, que
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se basa en un sistema indirecto y desprovisto de biotina para detectar IgG de ratén,
IgM de ratén y anticuerpos primarios de conejo.

Una vez hechos los cortes, las preparaciones se hornearon durante al menos 2
horas a 60°C para proporcionar una adecuada adhesion del tejido al portaobjetos y
se colocaron en el médulo de tincion para proceder al protocolo automatizado
diseflado para cada uno de los anticuerpos (ver tabla 4.1). EI mddulo de tincion
Benchmark XT utiliza un sistema automatizado propio. Cada paso incuba durante un
tiempo y a una temperatura determinada. El desparafinado se realiza mediante la
solucion EZ prepTM (10x) y el desenmascaramiento se lleva a cabo con la solucion
Cell Conditioning 1, prediluida, a ph 8. Una vez realizado el desenmascaramiento a
ph8, las muestras se bloquean con solucion de peréxido de hidrégeno al 3%. El
anticuerpo primario se localiza mediante un anticuerpo secundario marcado con una
enzima y a continuacion, el complejo resultante se visualiza utilizando un producto
enziméatico que precipita (sustrato de perdxido de hidrégeno y cromoégeno de
tetrahidrocloruro de 3,3-diaminobencidina, DAB). Finalmente se realiza
contratincién con hematoxilina 8 minutos y post-contratincion con Blue reagent, 4
minutos.

Una vez finalizado el proceso automatizado, las preparaciones se lavan, se

deshidratan y se procede a su montaje siguiendo el procedimiento habitual.

En el caso del PTEN anti-hu (clon 6h 2.1, anticuerpo monoclonal de raton de
Cascade, ABM-2052), una vez desparafinadas las muestras con xileno y alcoholes
se realiza el desenmascaramiento con EDTA a ph9 (10 mM) durante 4 minutos a
115°C en microondas. Las muestras se tratan con peroxido de hidrogeno al 3% (de
DAKO) durante 5 minutos, después de los lavados se realiza la incubacion con el
anticuerpo primario a 1/300 O/N a 4°C.

El EGFR se realizé mediante el mddulo de tincion Autoestainer plus de Dako. Una
vez desparafinado el tejido con xileno y alcoholes, se procede al
desenmascaramiento con proteinasa K, 5 minutos a temperatura ambiente. Las
muestras se tratan con peroxido de hidrogeno al 3%, de Dako, durante 5 minutos.
Se realiza incubacién con anticuerpo primario durante 30 minutos, prediluido.

Tanto el anticuerpo de PTEN como el de EGFR, tras incubacién con el primario, se
localizan con un anticuerpo secundario Labelled Polymer-HRP otros 30 minutos y

finalmente se marcan con DAB y se contratifien con hematoxilina de Harris.
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Anticuerpo Sitio de Casa comercial  Tipo Dilucion Tiempo de
fosforilacion incubacion
(min)

EGFR Clon 2-18C9 Dako MM Prediluido 30’

PTEN Clon 6h 2.1 Cascade ABM MM 1:300 OIN 4°C
2052

pMAPK Cell Signaling R 1:200 60’
Tech

4E-BP1 Serll2 Cell Signaling RP 1:50 60’
Tech

p4E-BP1 Thr70 Cell Signaling RP 1:50 60’
Tech

pS6 Cell Signaling RP 1:100 32
Tech

elFAE Ser209 Cell Signaling RP 1:75 60’
Tech

pelF4E Clon Abcam RM 1:200 60’

EP2151Y

Cyclin D1 Clon SP4 Ventana RM Prediluido

P53 DO-7 Dako 1:20

Ki67 MIB1 Dako MM 1:100

IDH1 R132H  Clon H09 Master Prediluido 20’
Diagnostica

Tabla 4.1. Resumen de los anticuerpos utilizados, dilucion y tiempo de incubacién. MM:
monoclonal de raton (mouse monoclonal), RP: policlonal de conejo (rabbit polyclonal), RM:
monoclonal de conejo (rabbit monoclonal).

Valoracién inmunohistoquimica

La valoracion inmunohistoquimica se realizé en un microscopio 6ptico Leitz Dialux
20, y las imagenes se tomaron con una camara Nikon DS-U3 conectada a un
microscopio Nikon Eclipse Ci. No se realizé estudio inmunohistoquimico de EGFR
en los casos de gliosis.

Se realiz6é una valoracion semicuantitativa de la expresién de los anticuerpos EGFR,
PTEN, pMAPK, p4E-BP1, 4E-BP1, pS6, pelF4E y elF4E, llevada a cabo por un
patélogo (neuropatdlogo). Se tuvo en cuenta el porcentaje de células neoplasicas
tefiidas (de 0 a 100%), y la intensidad de la expresion (0: nula, 1: leve, 2: moderada
y 3: intensa). De esta manera, multiplicando el porcentaje de células tefiidas por la
intensidad de expresién, y teniendo en cuenta la heterogeneidad en la expresion
proteica de los tumores, se obtuvo un Histoscore de 0 a 300. Por ejemplo, para un
tumor con un 20% de intensidad 1, 50% de intensidad 2 y 10% de intensidad 3, el
histoscore es de (20x1) + (50x2) + (10x3)= 150. Para pMAPK se valoré de manera
independiente la tincidn nuclear y la citoplasmica. Los niveles de Ki67, p53 y Ciclina
D1 se evaluaron como porcentaje de células tefiidas (tincion nuclear). La presencia
0 ausencia de mutacién de IDH1 R132H se valoré por presencia 0 ausencia de

expresion del anticuerpo especifico contra esta mutacion.
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En los casos que mostraron una expresion heterogénea, se valoro el area de mayor
intensidad, siempre que ésta representara al menos un 10% del tejido. En caso
contrario se tuvo en cuenta la expresion global.

Se tuvo en cuenta la tincion de neuronas y endotelios como control positivo en

aquellos anticuerpos en los que se hubiera descrito dicha positividad.

IV.4. Estudio mutacional

En algunos casos de GBM se realizé estudio de mutaciones en el codén 132 del gen

IDH1 mediante PCR y secuenciacion.

Extraccion de ADN de muestras parafinadas:

Se prepara la muestra 48 horas antes de la extraccion. El primer dia se centrifuga la
muestra 1 min a 13200 rpm (Centrifuge 5415 R, Eppendorf), se calienta sin
agitacion en la Thermomixer comfort (Eppendorf) a una temperatura de 75°C
durante 5 minutos, se afiaden 190 pl de Buffer G2 (Qiagen) y se incuba a 75°C
durante 5 minutos en agitacion en la thermomixer. Posteriormente se afiaden 10 pl
de Proteinasa K (Qiagen), se vortea y se incuba toda la noche en la thermomixer a
56°C y a 1400 rpm. El segundo dia se vuelven a afiadir 10 pl de Proteinasa K, se
vortea y se incuba a 56°C en la thermomixer a 1400 rpm. Al dia siguiente se
centrifuga la muestra 1 min a 1200 rpm, se afiaden 2 pl de glicbgeno y se
homogeneiza la muestra con una pipeta en el caso de que queden restos de tejido.
Se pipetea la parte del fondo del eppendorf en un tubo de extraccién y se coloca en
el extractor de 4cidos nucleicos Bio-Robot EZ-1 (Qiagen) con la tarjeta de parafina 'y
con un volumen final de elucién de 100 pl.

Una vez hecha la extraccion, el ADN obtenido se cuantifica con el Nanodrop
Spectophotometer ND-1000 (valores en ng/ul). Esto marca el volumen de la muestra
requerido para poder realizar las PCRs posteriores. Se realiza una PCR de actina

para comprobar la calidad del ADN.

Estudio mutacional de IDH1:

El andlisis de las muestras empieza por una PCR amplificando IDH1. Para ello se
empled un termociclador Eppendorf donde las condiciones por ciclo fueron de 96°C
durante 2 min y 30 ciclos de 96°C durante 10 segundos, 50°C 5 segundos y 60°C
durante 4 min. Los primers empleados son los que se muestran en la siguiente tabla,
4.2.
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Oligo Secuencia
F TGTAAAACGACGGCCAGTCGGTCTTCAGAGAAGCCATT
R CAGGAAACAGCTATGACCGCAAAATCACATTATTGCCAAC

Tabla 4.2 Secuencias de los primers usados para el estudio mutacional de IDH1. F =
Forward. R = Reverse.

Purificacion de los productos de PCR mediante EXO SAP-IT:

Los productos de la PCR son purificados a partir del tratamiento enzimatico del KIT
EXO SAP-IT ® (Exonuclease | and Shrimp Alkaline Phosphatase, USB Corporation).
Esta elimina los primers y los nucleétidos no incorporados durante la reaccién, que
podrian causar interferencias en la reaccion de secuenciacion.

Para llevar a cabo este procedimiento se mezclan 5 ul del producto de la PCR + 1 i
de la EXO SAP-IT, se incuban durante 15 min a 37°C para degradar el exceso de

primers y nucleotidos, y otros 15 min a 80°C para inactivarla.

Reaccién de secuenciacion:

Se anade a cada eppendorf 2 ul del producto obtenido de la purificacion por EXO
SAP-IT, 1 yl de Big Dye Terminator version 3.1 cycle sequencing KIT (Applied
Biosystems), 1 ul del cebador foward o reverse correspondiente a una concentracion
de [3.2 uM], 1.5 ul de Big Dye Terminator version 3.1 5x sequencing buffer (Applied
Biosystems) y 4.5 pl de agua Milli-Q.

Condiciones de la PCR: (96°C, 2min) + [(96°C, 10 sec), (50°C, 5 sec), (60°C, 4 min)]

x 30 ciclos.

Purificacion de lareaccion de secuenciacion:

El Montage SEQgs Sequencing Reaction Cleanup KIT (Millipore) contiene una placa
de filtracion y la solucién necesaria para eliminar las sales contaminantes y los
fluorocromos no incorporados en las reacciones de secuenciacion de ADN. La
purificacién de la reacciéon de secuenciacién consiste en afadir al producto de la
reaccion de secuenciacion 20 pl de la Solucién de Inyeccion, mezclar, traspasarlo
todo al fondo de un pocillo de la placa de flitracion, SEQge y hacer el vacio a 23-25"
Hg hasta que quede vacio. Posteriormente se afiaden 35 ul de la Solucién de
Inyeccion a cada pocillo y se hace el vacio hasta que la solucion haya sido eliminada
completamente del pocillo. Se afaden 20 pl de la Solucién de Inyeccién a cada
pocillo, se resuspenden pipeteando arriba y abajo unas 20 veces y se incorporan a

la placa de inyeccion, Optical 96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems).

54



MATERIAL Y METODOS

Secuenciacién e interpretacién de los datos:

En un Analizador genéticos 3130 (ABI 3130, Applied Biosystems), se procesan las
muestras con el polimero POP-7 (Applied Biosystems). Una vez obtenida la
secuencia se hace un alineamiento mdltiple con una secuencia estandarizada
mediante el programa Clustal W para ver las similitudes y detectar mutaciones. Con el
programa Chromas Pro se puede corregir la secuencia si ésta no ha sido bien leida por

el GeneMapper Software que contiene el ABI 3130.

IV.5. Andlisis estadistico

Se realiz6 el analisis estadistico utilizando el programa Statistical Package for Social
Science (SPSS 20.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Una diferencia se consideré
estadisticamente significativa cuando el p-valor era igual o inferior a 0,05. Se
consideraron variables cuantitativas la edad, el grado histologico, la actividad
proliferativa (Ki67), ciclina D1, p53 y el Hscore de las proteinas estudiadas. Se
consideraron variables cualitativas el sexo, la localizacion, la lateralidad y la
presencia de mutacién de IDH1.

Se utilizaron pruebas de Chi-cuadrado para variables cualitativas. Para los estudios
de comparacién de variables cuantitativas de distribucion normal se utilizé la T-
Student y correlacion de Pearson. Para variables cuantitativas de distribuciéon no
normal, se utilizaron tests no paramétricos de Rho de Spearman y U de Mann-
Whitney.

Se utilizaron curvas Roc para calcular puntos de corte con mayor sensibilidad y
especificidad para diagndstico de alto grado o GBM, para cada uno de los
marcadores. Una vez identificado este punto, se analizé la relacion con
supervivencia mediante curvas de Kaplan-Meier, utilizando el log-rank como
estadistico de contraste. Se realizaron moédulos de regresion logistica para identificar
qué pardmetros se asociaban de manera independiente a alto grado o a GBM.

El andlisis multivariante se hizo con el modelo de regresion de Cox, con el fin de

hallar el valor pronostico independiente de cada una de las variables analizadas.
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V. RESULTADOS

V.1. Parametros clinico-patolégicos

V.l.a. Edad y sexo

La distribucion por sexos de la poblacién estudiada fue de 37 mujeres (37,4%) y 61
hombres (62,6%), con un ratio de hombres:mujeres de 1,67:1. La edad media en el
momento del diagndstico fue de 53 +15,7 afios. El grupo de pacientes con
astrocitomas grado Il estaba compuesto por 12 hombres y 7 mujeres (60% y 40%
respectivamente, ratio H:M de 1,5:1), con una edad media de 43,53 17,9 afios. Los
24 casos de astrocitomas anaplasicos correspondian a 21 hombres (84%) y 4
mujeres (16%), con un ratio H:M de 7,3:1, y una edad media de 43,1 +14,3 afos. El
grupo de GBMs estaba compuesto por 33 hombres (55%) y 27 mujeres (45%), con
un ratio H:M de 1,2:1 y una edad media de 60,3 £11,2 afos. Las diferencias de edad
por grupos fueron estadisticamente significativas (p<0,001, figura 5.2).

La poblaciéon de proliferacion astrocitaria no tumoral (gliosis) se compone de 15

casos, 10 hombres y 5 mujeres, con una edad media de 46,3 afios.
35
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15 1 1 I Mujer
10

Gliosis AD AA GBM

Figura 5.1. Distribucién de los casos en funcién del sexo y grado histoldgico.

Edad

'Il L Figura 5.2. Distribucion de la edad por

grado histol6gico (p<0,001).

Lrado
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V.1.b. Tipo de cirugia
Respecto al tipo de cirugia realizada, 34 de los 104 casos fueron lobectomias (7
grado I, 10 AAs y 17 GBMs), 37 resecciones amplias, 23 biopsias quirdrgicas y 10

biopsias estereotéxicas (fig. 5.3).

35

30

25

ELobectomia

20
EReseccion amplia

Bx quirargica

EBx estereotaxica

AD AA GBM

Figura 5.3. Tipo de cirugia en funcién del grado histol6gico de la lesion.

V.1.c. Localizacion de la lesion

La localizacién més frecuente fue el I6bulo frontal (30,8%), seguido del temporal
(27,9%), parietal (6,7%), parieto-temporal, occipital y multifocal (3% cada una de
estas localizaciones), y parieto-occipital (1,9%). Sdélo se recogié un tumor de
localizacién tadlamica, uno insular, uno témporo-occipital y uno medular (0,9% cada
uno). No se pudo concretar la localizacion en 21 casos de los 104 (20,1%). La
distribucion de la localizacion de los tumores por grado se ve reflejada en la figura
5.4.

En cuanto a la lateralidad de las lesiones, no hubo diferencias significativas entre

derecho e izquierdo (figura 5.5).
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Figura 5.4. Distribucién de los casos en funcién del grado y localizacion.
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Figura 5.5. Distribucién de los casos en funcién del grado y lateralidad.
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V.1.d Supervivencia
Los porcentajes de fallecimientos, segun el grado de la lesion, fueron 63,1% en AD,
56% en AA y 83,7% en GBM. La supervivencia media fue de 1007 dias. La
supervivencia media en los astrocitomas difusos fue de 1567,8 dias de mediay 1377
de mediana; en los astrocitomas anaplasicos, de 1302,2 de media y 1076 de
mediana; en el caso de los GBM, los pacientes vivieron 520,5 dias de media y 292
de mediana. Encontramos diferencias estadisticamente significativas entre la

supervivencia de los distintos grados histolégicos (p<0,001, fig. 5.6).
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Fig. 5.6. Curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) en funcién del grado histolégico, diferencias
estadisticamente significativas.

De todas las variables clinico-patolégicas, Unicamente la edad y el grado histolégico
demostraron correlacion significativa con la supervivencia (p<0,001 para ambas), de

manera independiente.
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V.2. Analisis de las vias de sefalizacién y estudio de la proliferacién celular en
astrocitomas infiltrantes difusos

V.2.a. EGFR
Se observa expresion inmunohistoquimica de EGFR en membranas celulares del
tumor, sin tincién neuronal ni de células endoteliales. La mediana de expresion de
esta proteina, por grado, es: 140 en AD [IC 95%: 0-228], 140 en AA [IC 95%: 0-300],
y 225 en GBM [IC 95%: 13-300]. Existe un aumento estadisticamente significativo de

la expresion de EGFR conforme aumenta el grado tumoral (p=0,015).

EGFR
Mediana IC [5-95%]
Gliosis - -
AD 140 0-228
AA 140 0-300
GBM 225 13-300

Tabla 5.1. Valores de Hscore de EGFR en astrocitomas difusos, astrocitomas anaplasicos y
glioblastomas (estudio inmunohistoquimico no realizado en los casos de gliosis).

L T ]

Fig. 5.7. Expresion de
EGFR en
astrocitomas difusos
(A), astrocitomas
anaplasicos B) vy
glioblastomas (©),
200x. Diagrama de D or T e
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niveles de expresién el
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significativas g "
(p=0,015).
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El punto de corte con mejor sensibilidad y especificidad en los valores de Hscore de
EGFR (tabla 5.2) para el diagnéstico de alto grado vs bajo grado, y de GBM vs
astrocitoma de otro grado, fue de 200 (hallado mediante estudio con curvas Raoc).
Con valores de EGFR mayores a este punto de corte se engloba al 45,5% de los
AID de alto grado, del total de AID (sensibilidad); con valores inferiores o iguales se
engloba al 88,2% de los AID de bajo grado (especificidad). El valor predictivo
positivo (VPP) de un EGFR superior a 200 es de 93,8%, es decir, con este dato
podemos diagnosticar un AID de alto grado con 93,8% de probabilidades de acertar.
El valor predictivo negativo es del 29,4%: un tumor con EGFR igual o inferior a 200
tiene un 29,4% de probabilidades de no ser un AID de alto grado.

Los datos referidos al diagndstico de GBM frente a otros grados tumorales se
encuentran reflejados en la tabla 5.2.

En cuanto al impacto en la supervivencia (tabla 5.2, figura 5.6), el grupo con
expresion de EGFR superior a 200 vivio significativamente menos, 616 dias frente a
1579 en el otro grupo (p=0,005).

EGFR
Alto grado vs bajo grado GBM vs otro grado
Punto de corte Hscore 200 200
Sensibilidad (%) 45,5 56,5
Especificidad (%) 88,2 83,8
VPP (%) 93,8 81,3
VPN (%) 29,4 60,8
p-valor 0,011 <0,001
IMPACTO SUPERVIVENCIA
Global, p-valor 0,005
Global, dias 1579 si EGFR<200, 616 si >200
Por grado, p-valor ns

Tabla 5.2. Puntos de corte de Hscore de EGFR con mejor sensibilidad y especificidad en el
diagndstico de AID de bajo grado frente a alto grado (columna de la izquierda) y de GBM
frente al resto de AID (columna de la derecha), con sus respectivos pardmetros estadisticos
y SuU impacto en supervivencia.
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Figura 5.8. Curvas de supervivencia (Kaplan Meier) en los casos de AID, en funcién de
niveles de expresiéon de EGFR (Hscore mayor o menor de 200). Diferencias significativas
entre ambos grupos (p=0,005).

V.2.b. PTEN

La expresion de PTEN se limitaba a membrana y citoplasma, sin expresion nuclear.
Tanto las células tumorales como las neuronas y células endoteliales mostraron
dicha expresion (que se consideré control interno positivo de la técnica). Aungque no
se hall6 una correlacion estadisticamente significativa entre la expresion de esta
proteina y el grado histol6gico del AID, se encontré una expresion significativamente
mayor en situacion tumoral que en situacion reactiva (tabla 5.3, figura 5.9). El 11,1%
de los AD, 26,7% de AA 'y 16,9% de los GBM mostraron una expresion de PTEN

inferior o igual a 10/300. Estas diferencias no fueron estadisticamente significativas.

PTEN
Mediana IC [5-95%]
Gliosis 0 0-15
AD 60 10-110
AA 40 0-166
GBM 105 0-260

Tabla 5.3. Valores de Hscore de PTEN en los casos de gliosis, astrocitomas difusos,
astrocitomas anaplasicos y glioblastomas

65



RESULTADOS

256

150

PTEMC

R
e
L

Grado

Figura 5.9. Expresion de PTEN en gliosis (A), astrocitomas difusos (B), astrocitomas
anaplasicos (C) y GBM (D), 200x. Diagrama de cajas comparando los niveles de expresion
en los distintos grados histoldgicos (E).

En cuanto al impacto de la valoracion de PTEN en el diagndstico, no fue de utilidad
en el diagnéstico de AID de alto grado frente a bajo grado (p-valor no significativo),
pero si en el diagnodstico de GBM frente a AID de menor grado, con baja sensibilidad
(50,8%, tabala 5.4). No se encontraron diferencias significativas de supervivencia

entre los grupos con mayor o menor PTEN (fig. 5.10).
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PTEN
Alto grado vs bajo grado GBM vs otro grado

Punto de corte Hscore 100 100
Sensibilidad (%) 44,6 50,8
Especificidad (%) 77,8 79,2

VPP (%) 94,3 85,7

VPN (%) 14,6 39,6
p-valor ns 0,012

IMPACTO SUPERVIVENCIA
Global, p-valor ns

Tabla 5.4. Puntos de corte de Hscore de PTEN con mejor sensibilidad y especificidad en el
diagndstico de AID de bajo grado frente a alto grado (columna de la izquierda) y de GBM
frente al resto de AID (columna de la derecha), con sus respectivos parametros estadisticos.
Diferencias no significativas.
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Figura 5.10. Curvas de supervivencia (Kaplan Meier) en los casos de AID, en funcién de
niveles de expresion de PTEN (Hscore mayor o menor de 100). Diferencias no significativas.

V.2.c. pMAPK

Se encontré expresion parcheada de pMAPK en nucleos de células endoteliales, y

en células tumorales, en ndcleo y citoplasma, sin encontrar correlacion con el grado
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tumoral de la lesion (fig. 5.11). No se encontraron diferencias significativas en la
expresion nuclear de pMAPK entre los casos de gliosis y los de AID (fig. 5.11, tabla
5.5), pero si en la expresién citoplasmética (fig. 5.11, tabla 5.6). A nivel global, la
expresion citoplasmética de pMAPK es mayor en los casos de gliosis que en el
grupo tumoral (p=0,003). Las diferencias también son significativas entre el grupo de
gliosis y la expresion citoplasmatica de pMAPK en GBM (p=0,003), pero no con los
AD Yy los AA (fig. 5.11).
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Figura 5.11. Expresién de pMAPK en gliosis (A), astrocitomas difusos (B), astrocitomas
anaplasicos (C) y glioblastomas (D), 200x. Diagrama de cajas comparando los niveles de
expresién en los distintos grados histologicos, nuclear (E) y citoplasmética (F). Diferencias
entre grado no significativas.

pMAPK nuclear

Mediana IC [5-95%]
Gliosis 90 0-168
AD 80 0-180
AA 95 0-240
GBM 48,5 0-202

Tabla 5.5. Valores de Hscore de pMAPK nuclear en los casos de gliosis, astrocitomas
difusos, astrocitomas anaplasicos y glioblastomas.
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pMAPK citoplasmatica

Mediana IC [5-95%)]
Gliosis 150 0-188
AD 33 0-187
AA 80 0-213
GBM 55 0-202

Tabla 5.6. Valores de Hscore de pMAPK citoplasmética en los casos de gliosis, astrocitomas
difusos, astrocitomas anaplasicos y glioblastomas.

En cuanto al impacto de la valoracién de pMAPK en el diagndstico, ni la valoracién
de tincién nuclear, ni la de citoplasmatica ayudaron en el diagndstico diferencial
entre tumores de alto y bajo grado, y en diferenciar GBM del resto de AID (tablas 5.7
y 5.8). Los mejores puntos de corte hallados para diagndstico no separan grupos

con diferencias prondsticas (tablas 5.7 y 5.8, figs. 5.12 y 5.13).

PMAPK nuclear

Alto grado vs bajo grado GBM vs otro grado

Punto de corte Hscore 95 15
Sensibilidad (%) 37,9 68,8
Especificidad (%) 66,7 19

VPP (%) 89,3 49,3

VPN (%) 12,8 34,8
p-valor ns ns

IMPACTO SUPERVIVENCIA
Global, p-valor ns

Tabla 5.7. Puntos de corte de Hscore de pMAPK nuclear con mejor sensibilidad y
especificidad en el diagnostico de AID de bajo grado frente a alto grado (columna de la
izquierda) y de GBM frente al resto de AID (columna de la derecha), con sus respectivos
parametros estadisticos y su impacto en supervivencia.
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Figura 5.12. Curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) en funcién de los niveles de pMAPK en
nacleo, punto de corte de 15 (A) y punto de corte de 95 (B). Diferencias no significativas.

PMAPK citoplasmatica

Alto grado vs bajo grado GBM vs otro grado

Punto de corte Hscore 37 28
Sensibilidad (%) 54,5 64,6
Especificidad (%) 62,5 24,4

VPP (%) 92,3 50

VPN (%) 14,3 37

p-valor ns ns

IMPACTO SUPERVIVENCIA
Global, p-valor ns

Tabla 5.8. Puntos de corte de Hscore de pMAPK citoplasmética con mejor sensibilidad y
especificidad en el diagnostico de AID de bajo grado frente a alto grado (columna de la
izquierda) y de GBM frente al resto de AID (columna de la derecha), con sus respectivos
parametros estadisticos y su impacto en supervivencia.
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Figura 5.13. Cuervas de supervivencia (Kaplan-Meier) en funcion de los niveles de pMAPK
en citoplasma, punto de corte de 37 (A) y punto de corte de 28 (B). Diferencias no
significativas.

V.2.d. p4E-BP1

Se encontré expresion interna de p4E-BP1 en células endoteliales y citoplasmas
neuronales, y en citoplasmas de células tumorales, con expresién nuclear en menor
proporcion. Se encontré correlacion entre la expresion de esta proteina y el grado
tumoral (p<0,001) y diferencias significativas entre situacion tumoral (mayor) frente a

los casos de gliosis (p<0,001, tabla 5.9, fig. 5.14).

p4E-BP1
Mediana IC [5-95%]
Gliosis 5 0-22
AD 80 0-186
AA 120 21-219
GBM 165 32-275

Tabla 5.9. Valores de Hscore de p4E-BP1 en los casos de gliosis, astrocitomas difusos,
astrocitomas anaplasicos y glioblastomas.
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Fig. 5.14. Expresion de p4E-BP1 en gliosis (A), astrocitoma difuso (B), astrocitoma
anapléasico (C) y GBM (D), 200x. Diagrama de cajas mostrando las diferencias en niveles de
expresion (p<0,001). Expresion parcheada de p4E-BP1 en células endoteliales que sirve de
control interno.

En cuanto al impacto de la valoracion de p4E-BP1 en el diagnéstico (tabla 5.10), se
encontraron puntos de corte que sefialaban diferencias significativas entre grupos,
con mejor sensibilidad (72,9%) diferenciando GBM de astrocitomas de otros grados
No se encontraron diferencias significativas de supervivencia entre los grupos con
mayor o menor p4E-BP1 (tabla 5.10, fig. 5.15).
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p4E-BP1

Punto de corte Hscore
Sensibilidad (%)
Especificidad (%)
VPP (%)

VPN (%)

p-valor

Global, p-valor

Alto grado vs bajo grado
130
63,8
88,2
95,7
37,5
<0,001

IMPACTO SUPERVIVENCIA

ns

GBM vs otro grado
130
72,9
71,1
76,1
67,5
<0,001

Tabla 5.10. Puntos de corte de Hscore de p4E-BP1 con mejor sensibilidad y especificidad en
el diagnostico de AID de bajo grado frente a alto grado (columna de la izquierda) y de GBM
frente al resto de AID (columna de la derecha), con sus respectivos pardmetros estadisticos
y SuU impacto en supervivencia.
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Figura 5.15. Curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) en funcién de la expresién de p4E-BP1
(punto de corte de 130). Diferencias no significativas.
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V.2.e. 4E-BP1
La expresién de la forma total de 4E-BP1 se encontré en endotelios y principalmente
en citoplasmas de células tumorales, con un aumento que se correlacionaba con
grado tumoral (p<0,001, tabla 5.11, fig. 5.16). La expresion de 4E-BP1 total es
significativamente mayor en situacion tumoral respecto a los casos de gliosis
(p<0,001). Esta significancia estadistica se pierde Unicamente si comparamos la

expresion de 4E-BP1 total de los casos de gliosis con los AD (p no significativa).

4E-BP1
Mediana IC [5-95%)]
Gliosis 20 5-48
AD 40 0-128
AA 70 1-168
GBM 97 9-200

Tabla 5.11. Valores de Hscore de 4E-BP1 en los casos de gliosis, astrocitomas difusos,
astrocitomas anapléasicos y glioblastomas.
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Figura. 5.16. Expresion de 4E-BP1 total en situacion de gliosis (A, asterisco rojo en la lesién
metastasica, triangulo en la gliosis peritumoral), astrocitomas difusos (B), astrocitomas
anaplasicos (C) y GBM (D), 200x. Diagrama de cajas comparando los niveles de expresion
en los distintos grados histolégicos (E), con diferencias significativas.
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En cuanto al impacto de la valoracion de 4E-BP1 en el diagnéstico (tabla 5.12), se
encontraron puntos de corte que sefialaban diferencias significativas entre grupos,
con mejor sensibilidad (70,5%) diferenciando astrocitomas de alto grado y de bajo
grado que en el diagnéstico de GBM (60,3%), con un elevado valor predictivo
positivo (94,8%). No se encontraron diferencias significativas de supervivencia entre

los grupos con mayor o menor p4E-BP1 (tabla 5.12, fig. 5.17).

4E-BP1
Alto grado vs bajo grado GBM vs otro grado

Punto de corte Hscore 65 85
Sensibilidad (%) 70,5 60,3
Especificidad (%) 82,4 81,1

VPP (%) 94,8 83,3

VPN (%) 37,8 56,6
p-valor <0,001 <0,001

IMPACTO SUPERVIVENCIA
Global, p-valor ns ns

Tabla 5.12. Puntos de corte de Hscore de 4E-BP1 con mejor sensibilidad y especificidad en
el diagnostico de AID de bajo grado frente a alto grado (columna de la izquierda) y de GBM
frente al resto de AID (columna de la derecha), con sus respectivos pardmetros estadisticos
y SuU impacto en supervivencia.
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Figura 5.17. Curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) en funcién de la expresion de 4E-BP1;
punto de corte: Hscore de 65 (A) y de 85 (B). Diferencias no estadisticas.
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V.2.f. pelF4E

Encontramos como contol interno de la forma fosforilada de elF4E, expresion en
células endoteliales, y en células tumorales expresibn en citoplasmas, con
diferencias significativas entre los distintos grados histolégicos y respecto a los
casos de gliosis (p<0,001, tabla 5.13, fig. 5.18).

pelFAE
Mediana IC [5-95%)]
Gliosis 30 10-88
AD 5 0-112
AA 10 0-128
GBM 100 33-193

Tabla 5.13. Valores de Hscore de pelF4E en los casos de gliosis, astrocitomas difusos,
astrocitomas anapléasicos y glioblastomas.
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Figura. 5.18. Expresién de pelF4E en situacion de gliosis (A), astrocitomas difusos (B),
astrocitomas anaplasicos (C) y GBM (D), 200x. Expresion parcheada en células endoteliales
como control interno. Diagrama de cajas comparando los niveles de expresién en los
distintos grados histolégicos (E), con diferencias significativas.
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En cuanto al impacto de la valoracion de pelF4E en el diagndstico (tabla 5.14), se
encontraron puntos de corte que sefialaban diferencias significativas entre grupos,
con mejor sensibilidad en el diagnéstico de GBM (94,3%) que diferenciando
astrocitomas de alto grado y de bajo grado (81,4%), con un elevado valor predictivo
positivo en ambas situaciones (96,6% en alto vs bajo grado, y 87,7% en GBM vs
otros grados). pelF4E tiene ademas impacto significativo sobre la
supervivencia(tabla 5.14, fig. 5.19), incluso al estratificar por grupos (fig. 5.20).

El andlisis multivariante mediante modelo de regresion de Cox demuestra que

pelF4E es el tnico marcador predictor independiente de supervivencia.

pelFAE

Alto grado vs bajo grado GBM vs otro grado
Punto de corte Hscore 30 40
Sensibilidad (%) 81,4 94,3
Especificidad (%) 83,3 75,9
VPP (%) 96,6 87,7
VPN (%) 43,5 88
p-valor <0,001 <0,001

IMPACTO SUPERVIVENCIA

Global, p-valor <0,001 <0,001
Global, dias (media) 2472 vs 629 2297 vs 647
Por grado, p-valor 0,043 ns

Tabla 5.14. Puntos de corte de Hscore de pelF4E con mejor sensibilidad y especificidad en el
diagndstico de AID de bajo grado frente a alto grado (columna de la izquierda) y de GBM
frente al resto de AID (columna de la derecha), con sus respectivos pardmetros estadisticos
y SuU impacto en supervivencia.
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Figura 5.19. Curvas de supervivencia en funcién de la expresién de pelF4E, punto de corte
en 30, en el conjunto de AID (A), en grado 2 (B), astrocitomas anaplasicos (C) y GBM (D).
Diferencias estadisticamente significativas (p<0,001 en A, p=0,043 en B-D).
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Figura 5.20. Curvas de supervivencia en funcién de la expresién de pelF4E, punto de corte
de 40. Diferencias estadisticamente significativas (p<0,001).
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V.2.9. elF4E

La expresion de elF4E se encontraba de manera predominante en membrana y
citoplasma. Tanto las células tumorales como las neuronas y células endoteliales
mostraron dicha expresién (que se consider6 como control interno positivo de la
tincién). Se encontré correlacion estadisticamente significativa con grado tumoral
(p<0,001, tabla 5.15, fig. 5.21).

elF4E
Mediana IC [5-95%)]
Gliosis 0 0-60
AD 0 0-39
AA 30 0-158
GBM 75 0-185

Tabla 5.15. Valores de Hscore de elF4E en los casos de gliosis, astrocitomas difusos,
astrocitomas anaplasicos y glioblastomas.

La expresion de elF4E total y de su forma fosforilada son significativamente mayores
de manera global en situacion tumoral frente a los casos de gliosis, con la siguiente
potencia estadistica:
Gliosis vs AD Gliosis vs AA  Gliosis vs GBM Gliosis vs AID
elF4E ns 0,036 <0,001 <0,001
pelF4E 0,032 ns <0,001 0,022

Tabla 5.16. Comparacion de Hscore de elF4E y pelF4E en situacion de gliosis frente a los
distintos grados histoldgicos, y frente al grupo de AID (p-valor).

Aunque encontramos diferencias estadisticamente significativas comparando la
situacion tumoral frente a la no tumoral, éstas dejan de ser significativas cuando
comparamos la expresion de elF4E total entre los casos de gliosis y los AD, y la de
pelF4E entre los casos de gliosis y los AA. De hecho, los niveles de expresion de
pelF4E en situacion de gliosis superan los encontrados en AD (fig. 5.21).

En los casos de gliosis encontramos diferencias entre el grupo de gliosis alrededor
de malformaciones arteriovenosas (media de 3,8/300) y el grupo de gliosis alrededor
de metastasis (media de 33,3/300), sin alcanzar la significancia estadistica (p=0,066,
fig. 5.22).
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Figura. 5.21. Expresiéon de elF4E total en situacion de gliosis (A, nido metéstasico con
expresién de proteina), astrocitomas difusos (B), astrocitomas anaplasicos (C) y GBM (D),
200x. Diagrama de cajas comparando los niveles de expresion en los distintos grados
histolégicos (D), con diferencias significativas.
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En lo que respecta al valor diagnéstico del Hscore de elF4E, encontramos un mismo
punto de corte con mejor sensibilidad y especifidad para el diagnéstico de AID de
alto grado frente a AID de bajo grado, y el diagnéstico de GBM frente a AID de otro
grado (tabla 5.17). En la primera situacion, el VPP del elF4E alcanza el 100%.

Esta proteina tiene ademas impacto en el pronéstico del paciente, con diferencias
significativas de supervivencia entre los que superan el punto de corte
(supervivencia media de 814 dias) frente a los que no lo superan (supervivencia
media de 1911 dias, p=0,006, tabla 5.17, fig. 5.23). Esto es cierto teniendo en
cuenta a toda la poblacién, de manera global, pero las diferencias se pierden al

estratificar por grados.

elF4E
Alto grado vs bajo grado GBM vs otro grado
Punto de corte Hscore 40 40
Sensibilidad (%) 72,1 81,3
Especificidad (%) 100 78,3
VPP (%) 100 88,6
VPN (%) 37 66,7
p-valor <0,001 <0,001
IMPACTO SUPERVIVENCIA
Global, p-valor 0,006
Global, dias 1911 si elF4E<40, 814 si >40
Por grado, p-valor ns

Tabla 5.17. Puntos de corte de Hscore de elF4E con mejor sensibilidad y especificidad en el
diagndstico de AID de bajo grado frente a alto grado (columna de la izquierda) y de GBM
frente al resto de AID (columna de la derecha), con sus respectivos pardmetros estadisticos
y SuU impacto en supervivencia.
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Figura 5.23. Curvas de supervivencia en funcién de la expresion de elF4E, punto de corte de
40. Diferencias estadisticamente signficativas (p=0,006).

V.2.h. pS6

Se observo expresion en células endoteliales que se tuvo en cuenta como control
interno. En células tumorales la expresion se encontré principalmente en citoplasma.
Los casos de gliosis mostraron unos niveles de pS6 similares a las situaciones
tumorales, sin diferencias significativas entre grupo tumoral frente a no tumoral, ni

entre los diferentes grados de malignidad (tabla 5.18, fig. 5.24).

pS6
Mediana IC [5-95%]
Gliosis 120 30-168
AD 65 5-231
AA 42 0-154
GBM 92 18-243

Tabla 5.18. Valores de Hscore de pS6 en los casos de gliosis, astrocitomas difusos,
astrocitomas anaplasicos y glioblastomas.
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Figura. 5.24. Expresion de pS6 en situacién de gliosis (A, pared de vaso de malformacién
arteriovenosa con expresion de proteina en células endoteliales), astrocitomas difusos (B),
astrocitomas anaplasicos (C) y GBM (D), 200x. Expresion parcheada en células endoteliales
como control interno. Diagrama de cajas comparando los niveles de expresién en los
distintos grados histoldgicos (E).

En cuanto a la ayuda de pS6 en el diagndstico de los AID, tras encontrar el punto

con mejor sensibilidad y especificidad para separar AID de alto y bajo grado, y GBM

del resto de AID, se vio que las diferencias entre grupos no eran reales (p-valor de
0,163y 0,076, tabla 5.19).
Tampoco se encontrd impacto de la proteina pS6 en la supervivencia de nuestra
serie (tabla 5.19, fig. 5.25).
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pS6
Alto grado vs bajo grado GBM vs otro grado
Punto de corte 65 65
Sensibilidad (%) 67 75
Especificidad (%) 45 55,2
VPP (%) 90,4 75
VPN (%) 20,7 55,2
p-valor 0,163 0,076

IMPACTO SUPERVIVENCIA

Global, p-valor ns

Tabla 5.19. Puntos de corte de Hscore de pS6 con mejor sensibilidad y especificidad en el
diagndstico de AID de bajo grado frente a alto grado (columna de la izquierda) y de GBM
frente al resto de AID (columna de la derecha), con sus respectivos pardmetros estadisticos
y SuU impacto en supervivencia.
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Figura 5.25. Curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) en funcién de la expresién de pS6
(punto de corte de 65). Diferencias no significativas.

V.2.i. Ciclina D1

La localizacion de la expresion de ciclina D1 es nuclear, el control interno de la

técnica fue la expresion en células endoteliales. El porcentaje de expresion de
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ciclina D1 es mayor en el grupo de AID (p=0,004), y GBM (p<0,001) y AA (p=0,039)
frente a situaciones de gliosis (tabla 5.20, fig. 5.26). Sin embargo, no existe una
diferencia significativa en la expresion de ciclina D1 entre la gliosis y el astrocitoma
difuso de bajo grado (AD). Se encontraron diferencias significativas entre la
expresion de ciclina D1 en AD y AID de alto grado (p= 0,001).

Ciclina D1
Mediana IC [5-95%]
Gliosis 5 0-28
AD 5 0-20
AA 15 0-48
GBM 15 2-40

Tabla 5.20. Porcentaje de expresidon de Ciclina D1 en los casos de gliosis, astrocitomas
difusos, astrocitomas anaplasicos y glioblastomas.
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Figura. 5.26 Expresion de ciclina D1 en situacién de gliosis (A), astrocitomas difusos (B),
astrocitomas anaplasicos (C) y GBM (D), 200x. Expresién parcheada de proteina en células
endoteliales como control interno. Diagrama de cajas comparando los niveles de expresion
en los distintos grados histolégicos (E), con diferencias significativas.
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En cuanto al impacto de ciclina D1 en el diagnéstico, se encontré un mismo putno de
corte, con valor estadistico, con mejor sensibilidad y especificidad en el diagnéstico
de AID de alto grado frente a AID de bajo grado, y en el diagnéstico de GBM frente a
otros AID (tabla 5.21). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas
entre la superviviencia de los grupos obtenidos a partir de estos puntos de corte
(tabla 5.21, fig. 5.27).

Ciclina D1
Alto grado vs bajo grado GBM vs otro grado

Punto de corte (%) 2 2
Sensibilidad (%) 92,5 94,7
Especificidad (%) 44,4 26,8

VPP (%) 88,1 64,3

VPN (%) 57,1 78,6
p-valor <0,001 <0,001

IMPACTO SUPERVIVENCIA

Global, p-valor ns

Tabla 5.21. Puntos de corte de porcentaje de expresion de ciclina D1 con mejor sensibilidad
y especificidad en el diagnostico de AID de bajo grado frente a alto grado (columna de la
izquierda) y de GBM frente al resto de AID (columna de la derecha), con sus respectivos
parametros estadisticos y su impacto en supervivencia.

Ciclina D1

canvored
<entored

0.4~

Supervivencia acumulada

T T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 So00

Supervivencia global (dias)

Figura 5.27. Curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) en funcién de la expresion de ciclina D1
(punto de corte de 2%). Diferencias no significativas.
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V.2.j. Ki67

Solo se considero la tincion nuclear de este anticuerpo en el calculo del porcentaje
de células que proliferaban. El indice de proliferacion tumoral aumentaba con el
grado tumoral (p<0,001, tabla 5.22, fig. 5.28), y era significativamente mayor que en

condiciones de reactividad (p<0,001).

Ki67
Mediana IC [5-95%)]
Gliosis 1 0-3
AD 7 1-15
AA 15 2-47
GBM 25 6-76

Tabla 5.22. Porcentaje de expresién de Ki67 en los casos de gliosis, astrocitomas difusos,
astrocitomas anapléasicos y glioblastomas.
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Figura. 5.28. Proliferacién celular (Ki67) en casos de gliosis (A), astrocitomas difusos (B),
astrocitomas anaplésicos (C) y GBM (D), 200x. Diagrama de cajas comparando los niveles
de expresion entre los cuatro grupos estudiados (E), con diferencias significativas (p<0,001).
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Encontramos un punto de corte para Ki67 que permite diferenciar AID de alto y bajo
grado, y GBM frente a otros grados, con buenos valores predictivos positivos y
buenas sensibilidades (ver tabla 5.23). Ademas existen diferencias significativas en
la supervivencia de los pacientes con Ki67 por encima del punto de corte (942 dias

de media) frente a los otros (1936 dias de media), ver tabla 5.23 y fig. 5.29.

Ki67
Alto grado vs bajo grado GBM vs otro grado
Punto de corte (%) 12 12
Sensibilidad (%) 79,5 88,9
Especificidad (%) 93,7 62,5
VPP (%) 98,4 76,2
VPN (%) 48,4 80,6
p-valor <0,001 <0,001
IMPACTO SUPERVIVENCIA
Global, p-valor 0,014
Global, dias 1936 vs 942
Por grado, p-valor ns

Tabla 5.23. Puntos de corte de porcentaje de expresion de Ki67 con mejor sensibilidad y
especificidad en el diagnostico de AID de bajo grado frente a alto grado (columna de la
izquierda) y de GBM frente al resto de AID (columna de la derecha), con sus respectivos
parametros estadisticos y su impacto en supervivencia.
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Figura 5.29. Curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) en funcién del porcentaje de Ki67
(punto de corte de 12%). Diferencias significativas (p=0,014).
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V.2.l. Valoracion conjunta de distintas proteinas

El estudio de correlacion de las distintas variables demostré varias asociaciones,

directas e inversas, detalladas en la siguiente tabla (tabla 5.24).

c o - — w =
i z 5 & 5 i i T o s 5
= ' L = i o = ¢
w Q
w a8 %_ % 5 g_ [} 8 8
CorR 0181 0315 0321 0072 0220 0181 0217 0118 0078 0151
ns 0,008 0,007 ns 0,047 ns ns ns ns ns
orgy 0181 0,021 0021 0529 0,366 2’05(1)3 0399 0024 0222 0,419
ns ns ns <0,001 0,001 1 <0,001 ns 0,03 <0,001
0108 -
0315 0,021 0,858 0204 0115 0048 0007 © -0,201
PMAPKnN 0,008 ns <0,001 ns ns ns ns ns 0’2575 ns
0321 -0103 0858 0196 -0331 0017 0007 0304 .. -0338
PMAPKC 007 ns <0,001 ns 0002 ns ns 0,009 0}}213 0,002
0463 0,463 -
0072 0529 0204  -0,196 ' ’ 0,242 0329 0,523
4E-BP1 ns  <0,001 ns ns <°i0° <°i°° 0018 0’25’7 0,001 <0,001
0,506 -
0220 0366 0115  -0331 0,463 ’ 0,307 0,206 0,561
PAE-BPL o047 0,001 ns 0,002  <0,001 <°i°° 0,005 o,r?;15 0,043  <0,001
cpae 081 0515 0,048 0,017 0463 2'0588 0,679 0,028 2’0338 0,506
ns <0,001 ns ns <0,001 1 <0,001 ns 1 <0,001
opag 0217 0399 0,007 0,007 0242 0,307 2’0638 0245 0289 0,446
P ns  <0,001 ns ns 0,018 0005 i 0026 0005 <0,001
<6 0118 0,024 Oﬁg8 0304  -0067 -0045 0028 0245 0102  -0,05
p ns ns 0,009 ns ns ns 0,026 ns ns
cidinapy 0078 0222 0075 0143 0329 0206 2’0388 0289 0,102 0,334
ns 0,03 ns ns 0,001 0,043 1 0,005 ns <0,001
<67 0151 0419  -0201  -0,338 0,523 2'058(1) 2’0588 0,446  -0,05 2’0333
ns  <0,001 ns 0002 <0001 % 20 <0001 s i

Tabla 5.24. Correlaciones entre las distintas variables (en cada casilla, rho de Spearman y p-
valor). En verde, asociaciones estadisticamente significativas, directas; en naranja,
correlaciones inversas.

Mediante un modelo de regresion logistica analizamos qué variables se asocian de

manera independiente a diagnéstico de alto grado o diagnéstico de GBM. Los

resultados de los modelos de regresién nos dan como mejores combinaciones estos

puntos de corte:

- Casos que muestren 4E-BP1>85 y pelF4E>30: diagnéstico de GBM (VPP del
100%, p<0,001, fig.5.26.A)

- Casos que muestren Ciclina D1>2% y pelF4E>30: diagnéstico de alto grado
(VPP del 98,7%, p<0,001, fig. 5.26.B).
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- Casos que muestren pelF4E<30 y Ki67<12%: exclusion de GBM (VPN del
100%, p<0,001, fig. 5.26.C).
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Figura 5.30. Distribucién de casos en funcién de la expresion de pelF4E y 4EBP1 (A),
pelF4E y ciclina D1 (B) y pelF4E y Ki67 (C). Los asteriscos rojos marcan las mejores
combinaciones para diagndstico de GBM (A), de alto grado (B), y exclusién de diagnostico de
GBM (C).

V.3. Glioblastomas secundarios

En los 60 casos de GBM recogidos se realiz6 estudio de mutacion de IDH1 R132H
por inmunohistoquimica, encontrando dos casos mutados. Uno de estos casos era
un paciente joven, de 35 afios, con una biopsia previa de AA (confirmando que se

trataba de un GBM secundario) y sobreexpresién de p53 (del 60%). Fallecié 5 afos
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después del diagndstico de GBM. El segundo caso con mutacién de IDH1 R132H no
presentaba antecedentes de lesion previa de menor grado, ni sobreexpresion de

p53, pero se trataba de una paciente joven (31 afos) fallecida en el postoperatorio

inmediato.
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Figura 5.31. Estudio inmunohistoquimico de mutacion de IDH1 R132H en los dos casos
mutados, 200x.

Por otra parte, 9 casos mostraron sobreexpresion de p53 de mas del 40% sin
mutacién de IDH1 R132H por inmunohistoquimica. En estos casos se explord el
estado de IDH mediante PCR de mutaciones de IDH1 R132, sin encontrar ningun
caso mutado. De estos 9 casos, 7 pacientes eran mayores de 55 afos, sin lesiones
previas (por lo tanto, poco probable que correspondieran a GBM secundarios). Los
otros dos casos, pacientes de 35 y 38 afios (con p53 del 90% y 70%
respectivamente), con una supervivencia de 2 y 3 afios.

No se encontraron diferencias significativas en los niveles de expresidn de proteinas
de las vias de sefializacién en los dos casos confirmados de GBM secundario
respecto al resto de GBM de la serie (muestra insuficiente).

Ademéds del primer caso de GBM secundario, se incluyeron en la serie biopias
repetidas de 3 pacientes: en un paciente la primera biopsia fue diagnosticada de AD

y la segunda de AA, y los otros dos tuvieron dos biopsias de AA cada uno.
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V.4. Tablas resumen

Correlacion con grado p-valor
EGFR Si, directamente proporcional 0,022
PTEN Si, directamente proporcional <0,001
pMAPKcit No ns
pMAPKnNcl No ns
p4E-BP1 Si, directamente proporcional <0,001
4E-BP1 Si, directamente proporcional <0,001
pelF4E Si, directamente proporcional <0,001
elF4E Si, directamente proporcional <0,001
Ciclina D1 Si, directamente proporcional <0,001
pS6 No ns
Ki67 Si, directamente proporcional <0,001

Tabla 5.25. Correlacion de las proteinas estudiadas con grado tumoral y nivel de significancia
estadistica.
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Gliosis frente a

AD AA GBM AID
EGFR * * * *
PTEN <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
pMAPKcit ns ns 0,003 0,003
pMAPKnNcl ns ns ns ns
p4E-BP1 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
4E-BP1 ns <0,001 <0,001 <0,001
pelF4AE 0,032 ns <0,001 0,022
elF4E ns 0,036 <0,001 <0,001
Ciclina D1 ns 0,039 <0,001 0,004
pS6 ns ns ns ns

Ki67

Tabla 5.26. Resumen de la expresién de las proteinas estudiadas en situacién de gliosis,
comparada con la expresién en situaciéon tumoral. Las celdas sombreadas en naranja indican
que el nivel de expresion de la proteina es mayor en gliosis que en situacién tumoral. En
verde, el nivel de expresion en gliosis es inferior al encontrado en situacién tumoral. *Estudio
de EGFR no realizado en los casos de gliosis.
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Alto grado vs bajo GBM vs otro grado

grado c -g g

L c )

® = _ ® = _ 22 9%

T o g\/ o T o > o % = % GC)
= < ot =~ < =

8 ¢ § 58 § % B ‘3

T > o T > a =3 2

EGFR 200 93,8 0,011 200 81,3 <0,001 _S" No

p=0,005

pMAPKc 37 92,3 ns 28 50 ns No No

pMAPKnN 95 89,3 ns 15 49,3 ns No No

p4EBP1 130 95,7 <0,001 130 76,1 <0,001 No No

4E-BP1 65 94,8 <0,001 85 83,3 <0,001 No No

Si, .

pelF4E 30 96,6 <0,001 40 87,7 <0,001 0<0,001 Si
Si,

elF4E 40 100  <0,001 40 88,6 <0,001 0=0,006 No

pS6 65 90,4 ns 65 75 0,007 ns No

Ciclina D1 2 88,1 <0,001 2 64,3 <0,001 ns No
: Si,

Ki67 12 98,4 <0,001 12 76,2 <0,001 0=0,014 No

Tabla 5.27. Puntos de corte y valores predictivos positivos de niveles de expresién de las
distintas proteinas estudiadas para el diagnéstico de astrocitoma de alto grado frente a
astrocitoma de bajo grado, y para el diagndstico de GBM frente a astrocitoma infiltrante de
otro grado. Los puntos de corte corresponden a valores de Hscore, excepto para ciclina D1y
Ki67, valorados con porcentaje de expresion.
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VI. DISCUSION

Los astrocitomas difusos infiltrantes suponen la neoplasia primaria méas frecuente del
sistema nervioso central. En particular, el extremo mas maligno del grupo, el
glioblastoma multiforme, es un tumor agresivo con una supervivencia media de 12
meses. Actualmente los tratamientos disponibles no suponen una mejora
significativa del curso de la enfermedad. En los ultimos afios se han desarrollado
toda una serie de tratamientos oncolégicos “individualizados” mediante farmacos
gue tienen como diana una proteina alterada en el tumor. La deteccion del estado de
esta proteina es esencial para prever si ese tratamiento es adecuado para el
enfermo. En tumores astrocitarios se han descrito cambios moleculares que pueden
ser dianas terapéuticas, o dar un mejor pronéstico al enfermo, pero a dia de hoy el
campo de las dianas terapéuticas sigue sin aportar tratamientos eficaces. Empiezan
a describirse los primeros casos de respuesta al inhibidor de BRAF vemurafenib en
xantoastrocitomas pleomérficos con mutacioén de BRAF V600E**1°,

El desarrollo de farmacos que tienen como diana proteinas de las vias de
sefalizacién hace que el estudio de estas vias gane importancia en un campo, el de
los astrocitomas infiltrantes difusos, en el que existen pocas alternativas
terapéuticas. Las principales vias son dos, la de AKT-PI3K-mTOR, y la de Ras-Raf-
MAPK.

VI.1. AKT-PI3BK-mTOR y Ras-Raf-MAPK, vias de sefializacién convergentes

Se ha descrito que la inhibicién Unica de una de estas vias tiene escasos efectos
sobre supervivencia y crecimiento tumoral. Yu et al describen respuesta en algunas
lineas celulares a la inactivaciéon de PI3K pero no en otras, consiguiendo respuesta

global al afiadir inhibidor de Mek1'!

(lineas celulares de carcinomas de mama,
préstata, pulmén y colorrectal). Se encuentran resultados muy similares en modelos
de cancer de mama de tipo basal-like: Hoeflich et al demuestran que inhibir MAPK
es una buena estrategia terapéutica en tumores con PTEN intacto (en ausencia de
PTEN esta inhibicion causa un aumento de la via PI3K), pero es mejor combinar la
inhibicion de PI3K con la de MAPK, independientemente de cémo esté PTEN''?,
Otros estudios revelan que es posible inhibir parcialmente el crecimiento celular con
farmacos que tengan como diana proteinas de una de las dos vias, pero la
proliferaciéon celular s6lo se detiene completamente con una combinacién de

farmacos que inhiban selectivamente las dos vias'®. Teniendo en cuenta esta
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convergencia y dependencia entre las dos principales vias de sefalizacién (fig. 6.1),
la diana terapéutica ideal seria un punto de convergencia de ambas vias. Ademas,
saber el estado de esta proteina nos informaria acerca del estado proliferativo de la
célula, independientemente del punto de inicio de la sefial proliferativa. La proteina
4E-BP1 es un punto de convergencia de ambas vias. Junto con pS6, es un factor
efector de mTOR, e integra sefales de estimulos extracelulares, disponibilidad de
aminoé&cidos y oxigeno de la célula. Como reflejo de la convergencia de estas vias,
encontramos en nuestra serie casos con elevados niveles de fosforilacion de 4E-
BP1 y baja expresion de proteinas que se encuentran mas arriba en la cascada de
sefalizacién, en una y otra via. Sin embargo, la convergencia de las vias, mas alla
del evento molecular, deberia tener implicaciones clinicas para su aplicacion en la
rutina diaria. Hasta ahora los estudios realizados se han centrado en lineas celulares
y modelos animales, y en mucha menor proporcién en humanos. Por este motivo,
ademas de valorar las vias nos hemos centrado en aquellas proteinas que

presenten algin tipo de correlacion con factores clinico-patolégicos convencionales

y sean susceptibles de ser nuevas herramientas diagndsticas y/o terapéuticas.

TK Receptor

Figura 6.1. Esquema simplificado de la convergencia de las vias PI3K-AKT-mTOR y Ras-
Raf-MAPK en elF4E.
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Vi.l.a. 4E-BP1

Las proteinas implicadas en las vias de sefializacion, y en particular 4E-BP1 y su
forma fosforilada se han estudiado en otros tumores, como mama, ovario, prostata y
colon. La fosforilacién de 4E-BP1 por mTOR libera elF4E y permite la formacion del
complejo iniciador de la traduccion elF4F. En carcinoma de mama la sobreexpresion
de p4E-BP1 se asocia con peor prondéstico, de manera independiente de otros
factores, incluso del estado de HER2 o activaciones de las vias PI3K/AKT y MAPK
197 Existe ademéas correlacién entre la expresiéon de esta proteina y el tamafio
tumoral, metastasis ganglionares y recurrencia loco-regional. No sélo la elevada
expresion de 4E-BP1, sino también el ratio p4E-BP1:4E-BP1 se asocia a grado
histolégico y afectacion ganglionar. En tumores con peor prondstico hay mayor
expresion de p4E-BP1, de manera que elF4E puede actuar iniciando la traduccion.
También en carcinomas de ovario se ha encontrado correlacion entre la expresion
de p4E-BP1 vy progresion tumoral y prondstico desfavorable, de manera
independiente al estado de HER2, EGFR, PTEN o PI3K'®. A nivel de préstata, los
niveles de p4E-BP1 en neoplasia in situ de alto grado fueron significativamente
mayores en los casos en los que hubo progresién a carcinoma respecto a los que no
progresaron. Esto sugiere que el estudio de la expresion de p4E-BP1 podria ser de
utiidad en la identificacibn de pacientes con mayor riesgo de progresar a
carcinoma'*, que se beneficiarian de terapias mas agresivas. En carcinomas de
colon, hasta el momento, no parece que un aumento de p4E-BP1 se asocie con una
pobre diferenciacién tumoral o con cambios en la supervivencia, pero si con la

presencia de metastasis ganglionares™*.

En astrocitomas infiltrantes difusos la proteina 4E-BP1 y su forma fosforilada han

sido poco estudiadas hasta ahora>*’

. Los trabajos publicados utilizan anticuerpos
diferentes contra esta proteina, contra distintos sitios de fosforilacién, entre ellos
(Ser36'*°, Ser65'") y respecto al utilizado en nuestro estudio (Thr70). La eleccién
de este anticuerpo tuvo lugar, en nuestro caso, tras validacién en un panel de lineas
celulares y por la correlacién entre los resultados obtenidos por Western-Blot y por
inmunohistoquimica®. Las caracteristicas clinico-patolégicas de la poblacién
estudiada cumplen lo descrito en la literatura en cuanto a grupos de edad,
distribucién por sexos y tiempos de supervivencia media®**>*°.

En el presente estudio encontramos correlacion entre el grado tumoral y niveles de
expresion las formas total y fosforilada de 4E-BP1. Estos resultados se han descrito

previamente en la literatura en un unico trabajo, en lo que respecta a p4E-BP1.
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Korkolopoulou et al**® estudiaron una serie de 111 astrocitomas infiltrantes difusos,
encontrando correlacion entre la expresion de p4E-BP1 y el grado tumoral. De los
distintos factores de la via de mTOR estudiados por este grupo, el Unico que
muestra correlacion con MAPK es p4E-BP1. Describen que esta proteina tiene valor
predictivo de peor prondstico, independientemente del estatus mutacional de IDH1.
Aunque también hemos encontrado que los niveles de p4E-BP1 correlacionan con
supervivencia, p4E-BP1 no es un factor prondstico independiente en esta serie. A
pesar de no hallar relacion con el estatus mutacional de IDH1, consideramos que el
namero de GBM que muestran la mutacion IDH1 R132H es demasiado pequefio y
no supone un grupo significativo con el que realizar comparaciones estadisticas.
Ermoian et al**® estudian niveles de p4E-BP1 mediante inmunoblotting en un grupo
de 71 casos de astrocitomas infiltrantes difusos, distribuidos de manera bastante
homogénea entre los tres grados de malignidad (28 grado I, 17 astrocitomas
anaplasicos y 26 GBM), con un grupo control de 16 casos no tumorales.
Encontraron resultados similares a los de nuestro estudio al comparar los 4 grupos
(correlacion estadisticamente significativa entre niveles de p4E-BP1 y progresion de
grado tumoral) pero al eliminar el grupo control estas diferencias perdieron potencia
estadistica. Si que encontraron diferencias en la expresion de pAKT entre el grupo
formado por tumores de bajo grado y casos controles, con el grupo de tumores de
alto grado (lll y 1V), y correlacion inversa entre la expresion de PTEN y el grado
tumoral, principalmente a expensas de una disminucion en la expresion de PTEN en
el grupo de GBM. En cuanto al complejo mTOR, encontraron disminucion de los
niveles de hamartina (TSC1) y tuberina (TSC2), proteinas supresoras de mTOR,
conforme aumentaba el grado tumoral. Este cese en la inhibicion de mTOR le
permitiria ejercer su accion sobre 4E-BP1, fosforilandolo y aumentando asi los
niveles de p4E-BP1. Encontraron relacion entre el aumento de pAKT y p4E-BP1,
pero no entre pAKT y S6. Sin embargo, no hallaron relacién entre ninguno de los
factores estudiados y la supervivencia.

Riemenschneider et al*!’

, e€n un estudio de 29 GBM, describen que la activacién de
AKT no implica un aumento estadisticamente significativo de 4E-BP1 en su forma
fosforilada. En una via lineal, la activacién de AKT inhibiria el efecto supresor de
TSC 1y 2 sobre mTOR, provocando la fosforilacion de 4E-BP1. Estos hallazgos van
en contra de que se trate de una via lineal, y ponen en evidencia que otras proteinas

actuan sobre 4E-BP1.
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VI.1.b. elF4E

Este factor de iniciacién es el componente mejor estudiado del complejo iniciador de
la traduccidn elF4F. Al ser el menos abundante de los componentes de elF4F, es un
factor limitante del inicio de la traduccion.

Se ha descrito un aumento de la expresion de elF4E en neoplasias de pulmon,
colon, mama, préstata, vejiga, cérvix, ovario, tiroides, cabeza y cuello, y neoplasias
hematolégicas'®. Ademas de esta sobreexpresién, elF4E se relaciona con
progresién tumoral y peor pronéstico''®. La expresién en carcinoma de mama es
mayor que en mama normal y en lesiones benignas, ya desde estadios iniciales (en
el 50% de los carcinomas in situ). Niveles elevados de la proteina (determinados por
Western-Blot) se han relacionado con recurrencia y muerte por enfermedad en este
tipo de tumores’®. En neoplasias de vejiga superficiales, niveles elevados de la
proteina se asocian con peor pronéstico y reducen el tiempo libre de progresién. Los
tumores infiltrantes muestran niveles mayores de elF4E que las neoplasias
superficiales'*. En adenocarcinomas de préstata el aumento de expresion de elF4E
se asocia con tumores en estadio avanzado, y niveles altos con tumores con
Gleason superior a 7. El aumento de elF4E no se asociaba con el indice de
proliferacion celular, indicando una relacion cualitativa con enfermedad avanzada y
no un simple reflejo de la activacién del estado proliferativo del tumor***?®, En lo
referente a neoplasias pulmonares, se ha descrito un aumento de elF4E en
|124, y

una asociacion de niveles elevados de la proteina con grado histolégico e

adenocarcinomas, pero no en carcinomas escamaosos, respecto a tejido norma

invasividad del tumor en adenocarcinomas periféricos'?®>. También el carcinoma de
cérvix presenta niveles elevados de elFAE, desde la lesiéon displasica™®.
En la misma linea que lo descrito en estos tumores, encontramos sobreexpresion de
elFAE en tumores astrocitarios respecto a situaciones de gliosis. Un Unico trabajo
previo resefia esta sobreexpresion, entre astrocitomas de alto grado (10 casos de

[*2”. La correlacion estadisticamente

AA y GBM) vy tejido cerebral no tumora
significativa entre mayor expresion de elF4E y agresividad o mayor grado tumoral en
AID no habia sido descrita hasta el momento, asi como su relacion con peor
pronostico. En otros tumores se ha descrito un aumento de expresion de elF4E en
lesiones neoplasicas frente a lesiones preneoplasicas (por ejemplo, mayor expresion
de elF4E en adenocarcinomas que en pélipos adenomatosos a nivel de colon'®*, o
en carcinomas infiltrantes respecto a tumores benignos de cabeza y cuello*?®).

Respecto al tejido cerebral no tumoral, Gu et al encuentran, como nosotros,

expresién en neuronas piramidales y ocasionalmente en endotelios™’. En esta serie
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se ha encontrado la proteina tanto en citoplasma como en nulcleo. Esto puede
explicarse por su implicacién en el complejo de inicio de la traduccién, que tiene
lugar en el citoplasma, y por su participacion en el secuestro de ciertos mRNAs y su
exportacion (se ha descrito localizacién nuclear en el 68% de los elF4E'*).

La regulacion de elF4E puede hacerse mediante unién a sus proteinas de unién
(4E-BP1 principalmente), o bien mediante fosforilacion. elF4E tiene un Unico sitio de
fosforilacion, Ser 209, sobre el que actian MNK1 y MNK2. El significado biolégico
de la fosforilacién de elF4E y su efecto sobre la traduccidon no se comprenden bien
todavia. Algunos estudios apuntan que la fosforilacion de elF4E disminuye la
afinidad de éste por el extremo cap de la hebra de mRNA, facilitando la transferencia
del elF4E ligado a una hebra de RNAm que ya ha iniciado la traduccién, a otra hebra
todavia no traducida, aumentando asi la tasa de RNAm traducidos'. Esta
fosforilacion no parece ser importante en el funcionamiento normal de la célula sana,
pero parece tener un papel clave en situaciones tumorales. Aunque se desconocen
los mecanismos exactos, se ha descrito aumento de sintesis de varias proteinas
involucradas en el desarrollo de neoplasias: factores antiapoptéticos (Mcl-1),
proteinas implicadas en la degradacién de la matriz extracelular y la invasién tumoral
(MMP-3), y factores proliferativos (ciclina D1)'%.

La fosforilacion de elF4E aumenta en estadios iniciales del desarrollo de tumores de
mama, colon, estbmago y pulmén; aumenta en carcinoma de prdstata y se relaciona
con crecimiento independiente de andrégenos™!, pero no se han descrito diferencias
de expresién entre tumores con y sin metastasis ganglionares'®. Fan et al describen
sobreexpresion de pelF4E por estudio inmunohistoquimico en un caso de
astrocitoma de una pequefia serie de 5 casos, sin expresion en tejido cerebral
normal. Encontramos en nuestro trabajo un aumento de la forma fosforilada de
elF4E conforme aumenta el grado tumoral, siendo la expresion elevada de esta
proteina el Gnico factor prondéstico independiente de los implicados en las vias de

sefializacion celular estudiados.

VI.1l.c. pS6

S6, proteina de la subunidad ribosomal 40S, es el primer sustrato identificado de
S6K, factor efector de mTOR. Su fosforilacién se correlaciona con un aumento de la
sintesis proteica®. La localizacién de la expresiéon de esta proteina se describe
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principalmente en citoplasma™” (como en este estudio), aunque se encuentran en la

literatura ejemplos de localizacion nuclear’®. En el presente trabajo no se ha
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encontrado un aumento significativo de la expresion de la forma fosforilada de S6
conforme aumenta el grado de malignidad de la lesion. Se trata de un tema
controvertido, ya que algunos trabajos previos muestran resultados similares™**>**°,
pero en otros casos se describe correlacion entre aumento de la expresion de la
proteina y grado de la lesion™****®. El grupo de Yang incluso describe pS6 como

factor pronéstico independiente™*

y empieza a describirse como marcador predictivo
de respuesta tumoral al tratamiento con inhibidores de mTOR en algunos tipos de
sarcomas™’. Nosotros sin embargo encontramos expresién de esta proteina tanto
en tumores como en situaciones de gliosis, sin que existan diferencias significativas

en cuanto a intensidad de expresidn entre ambas situaciones.

VI.1.d. EGFR

El receptor del factor de crecimiento epidérmico, EGFR, es una de las proteinas
implicadas en la patogénesis de los GBM primarios. De hecho, encontramos unos
niveles de expresién de la proteina significativamente mayores cuanto mayor es el
grado de la lesion. Alrededor del 35-40% de los GBM primarios presentan
amplificacién del gen que codifica la proteina EGFR. Sin embargo, el porcentaje de
GBM que en nuestra serie sobreexpresan la proteina es mucho mayor al porcentaje
de amplificaciones descrito. La sobreexpresion de la proteina, ademas de por
amplificacion del gen, podria deberse a polisomia del cromosoma 7, aunque se
describe una buena correlacion entre amplificacion del gen y sobreexpresion de
protefna'®.

Aunqgue la mayoria de los tumores estudiados muestran un aumento de expresion
de EGFR en nuestra serie, existen algunos que presentan sobreexpresion de
proteinas que se encuentran por debajo en la via de sefalizacién sin que exista
sobreexpresion de EGFR (20% de los GBM muestran niveles elevados de p4E-BP1
con EGFR inferior a 100/300). Esto pone de manifiesto que existen otros puntos
desde los que se puede iniciar la sefial de crecimiento o proliferativa. Encontramos
una correlacién significativa entre la expresion de EGFR y el grado tumoral del AID.
Estudios previos han demostrado que la expresiéon de EGFR aumenta la migracion e

invasividad de las células tumorales*****

, por lo que cabria suponer que se trata de
un factor de peor prondstico. Sin embargo, aunque en nuestra serie la expresién de
EGFR tiene impacto prondstico, no se trata de un factor pronéstico independiente.

Heimberger et al describen resultados similares al estudiar la expresion de EGFR
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total y de EGFR vlIl en un grupo homogéneo de pacientes con GBM*, pero otros

trabajos no encuentra repercusion de los niveles de EGFR en la supervivencia'*.

Vi.l.e. MAPK

Los estudios realizados en tumores cerebrales sobre MAPK se centran
principalmente en astrocitomas pilociticos, tumores bien delimitados, grado |, que
afectan en general a poblacién pediatrica o adultos jévenes y tienen buen
pronéstico. En estos tumores existe una alteracion de B-Raf que consiste en
duplicacion y fusién con el gen KIAA*'* y provoca una activacion de la cascada de
MAPK. La mutacion de B-Raf V60OE es otro punto activo de estudio de esta via.
Esta mutacién produce una activacion de MAPK sin necesidad de fosforilacion de
Ras. Se encuentra, en tumores cerebrales, en un pequefio porcentaje de
astrocitomas pilociticos (menos del 10%), pero sobretodo en xantoastrocitomas
pleomérficos (66%) y gangliogliomas (18%)'*°. Sin embargo, esta via esta también
implicada en la patogénesis de tumores agresivos como los AID. Cuando la via de
PISK-AKT-mTOR se inhibe, se observa una activacion de la via de MAPK en células
de GBM™, y la inhibicién directa de MAPK afecta al crecimiento del tumor''?,
Estudios inmunohistoquimicos previos comparando astrocitomas anaplasicos y GBM
describen una mayor expresion de pMAPK en este dltimo grupo, aunque las
diferencias no son significativas™*®. En el presente estudio encontramos una
sobreexpresion de pMAPK en los casos de astrocitomas infiltrantes, sin relacién con
el grado tumoral. De hecho, los niveles de Hscore encontrados son
significativamente menores en el grupo tumoral respecto a los casos de gliosis
reactiva, y en particular en el grupo de GBM. A diferencia de otros grupos**?, no
hemos encontrado correlacion entre niveles de pMAPK e indice de proliferacion

celular.

VI.1.f. PTEN

La proteina PTEN ejerce un efecto supresor en la via PI3K-AKT-mTOR, al inhibir el
paso de PI3K a AKT. Por ello, alteraciones moleculares de PTEN que supongan una
modificacion de su papel supresor favorecen la proliferacion celular. Se describe en
la literatura una correlacion inversa entre niveles de expresion de PTEN y grado

histolégico de astrocitomas, hallando niveles significativamente mas bajos de PTEN
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en GBM que en AA y correlacion directa entre niveles de PTEN y supervivencia
(supervivencia baja en casos con niveles bajos de PTEN)*'. En este estudio se
demuestra expresion de PTEN significativamente mayor en AID que en situacion de
reactividad, pero no se ha encontrado una correlacion con el grado tumoral. Sin
embargo, los niveles en GBM son mayores que en AID de menor grado, y existe una
correlacion positiva entre PTEN y 4E-BP1, p4E-BP1, elF4E, pelF4E, ciclina D1 y
Ki67. Aunque esto pueda parecer paraddéjico al comparar con la literatura previa, los

resultados del grupo de Pelloski'*®

siguen esta linea, con una asociacion directa
entre PTEN y mTOR, sin encontrar asociacion inversa entre PTEN y AKT. Podria
ser porque el estado funcional de PTEN no sea valorado mediante su expresion
inmunohistoquimica, aunque la influencia de otros factores sobre AKT podria
también explicar estos resultados, como en carcinomas de mama, donde se ha
descrito que el receptor de estrégenos puede ejercer mayor efecto sobre AKT que

PTEN®,

VI.1.g. Ciclina D1

El ciclo celular est4d controlado por una serie de complejos ciclina/quinasas
dependientes de ciclinas (CDK) que se activan de manera secuencial. Ciclina D1
interviene en el control de la progresion de G1, mediante la formacién del complejo
ciclina D1/CDK4. Con frecuencia ciclina D1 se encuentra sobreexpresada como
resultado de alteraciones cromosomicas (reordenamientos, amplificaciones) pero
también se ha descrito sobreexpresion sin este tipo de alteraciones. Se ha descrito
un aumento de expresién de esta proteina en carcinoma de mama, carcinoma

10 En tumores

escamoso de cabeza y cuello y carcinomas de eséfago y recto
astrocitarios hemos encontrado en este trabajo una asociacion significativa entre el
aumento de expresion de esta proteina y el grado de malignidad del AID. Esta
asociacion corrobora observaciones previas al respecto en trabajos realizados por
Chakrabarty'® y Sallinen™. En este ultimo se describe ciclina D1 como factor
pronostico. En nuestra serie la relacion entre la expresion de ciclina D1 y la
supervivencia del paciente no alcanza la significacion estadistica (p=0,052).

A pesar de regular la sintesis proteica cap-dependiente de manera global, elF4E
contribuye a la progresion hacia malignidad al permitir la traduccion selectiva de
MRNAs que codifican proteinas clave en el crecimiento celular, la angiogénesis,

d 120

supervivencia y malignidad™". Ciclina D1 es uno de estos mRNAs (junto con c-myc,

VEGF y MMP9). La asociacion entre niveles de ciclina D1 y elF4E (la forma total) se

105



DISCUSION

ha descrito a nivel de carcinomas de colon'®, y encontramos también en AID una
asociacion positiva entre expresién de la forma fosforilada de elF4E y niveles de
ciclina D1. En tumores de prostata y vejiga se ha descrito una asociacion similar,

entre niveles de elFAE y VEGF, y en carcinoma de mama entre elF4E y myc*®,

VI.1.h. Ki67

Existen numerosos estudios acerca de la actividad proliferativa de los AID, y del
valor clinico que ésta puede tener. Ki67 es un anticuerpo monoclonal de tipo 1gG1,
gue reconoce un antigeno presente en células proliferativas, ausente en células
quiescentes (se expresa en todas las fases del ciclo excepto en Gq e inicio de G,).
Una revisién de los trabajos publicados sobre Ki67 en AID* revela que existe, como
en nuestra serie, un aumento significativo de la actividad proliferativa conforme
aumenta el grado histolégico de la lesion. Se describe ademas que tiene valor
prondstico tanto en supervivencia como en la recurrencia de estos tumores. En el
presente trabajo se ha encontrado valor pronéstico del Ki67 en lo que respecta a la
supervivencia, aunque no es factor pronéstico independiente. Debido a la
heterogeneidad de los valores descritos en los distintos trabajos (por ejemplo, Ki67
medio del 9,12%"* y del 24,3%"° en dos grupos similares de GBM), no ha sido
posible establecer unos puntos de corte globales para aplicar un determinado

pronéstico, y se desaconseja utilizarlo aislado en la toma de decisiones.

VI.2. Estudio de las vias de sefalizacién en situacién de gliosis reactiva

El sistema nervioso central responde a distintas lesiones mediante una proliferacién
glial no tumoral, gliosis o astrogliosis. Esta respuesta puede ser beneficiosa, pero
también dafiina para el resto del encéfalo. Por ejemplo, la formacién de una cicatriz
glial en situaciones de isquemia, puede, ademas de suplir la pérdida de parénquima
secundaria a la isquemia, tener efectos adversos sobre la neuroplasticidad'*®. Este
doble filo de la reaccion glidtica ha promovido el estudio de sus alteraciones
moleculares, con el fin de poder inhibirla. Se ha descrito activacion de la via de
mTOR en estados post-traumaticos™’ y esclerosis mesial'*®, entre otros, y de la via
de MAPK en situaciones de isquemia cerebral®®. Sin embargo el estado de los
factores 4E-BP1 y elF4E esta todavia poco descrito en estas situaciones no

tumorales. En el presente trabajo demostramos que en esta situacion de reactividad
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tiene lugar efectivamente una activacion de las vias de sefializacion. Esta activacion
es, en general, significativamente menor que en situaciones tumorales (para p4E-
BP1, 4E-BP1, elF4E, pelF4E y ciclina D1), aunque en nuestra serie encontramos
niveles de pMAPK significativamente mayores en situacion reactiva que en AID. Un
caso particular es el astrocitoma difuso, grado Il, que muestra niveles de expresion
de algunas proteinas de las vias de sefalizacion similares (4E-BP1, elF4E, ciclina
D1) o incluso inferiores (pelF4E) a los encontrados en gliosis. El estudio de estas
proteinas no permitiria por lo tanto un diagndéstico diferencial entre una proliferacion
astrocitaria reactiva o tumoral de bajo grado. Otro dato interesante es la aparente
diferencia en la expresién de elF4E entre gliosis alrededor de metastasis y alrededor
de malformaciones arteriovenosas, mayor en el primer caso. Aunque no se alcanza
la significacién estadistica (p=0,066), posiblemente al aumentar el nimero de casos
obtendriamos diferencias significativas. En este sentido, el uso de farmacos que
tengan como diana elF4E (ver apartado VI.4) podria tener un efecto en lesiones

metastasicas cerebrales.

VI.3. Implicaciones diagndsticas y prondésticas

Las biopsias diagnosticas de AID son con frecuencia de pequefio tamafo. En
ocasiones las caracteristicas histolégicas observadas en el material remitido no
coinciden con el aspecto radiolégico de la lesion. En este punto el resultado de
algunos estudios moleculares, como la presencia de amplificacion de EGFR, pueden
ayudar a la toma de decisiones terapéuticas. ¢ Podrian los niveles de expresion de
algunas de las proteinas estudiadas ser de ayuda en estas situaciones? En este
trabajo, niveles elevados de algunas de estas proteinas han demostrado tener
importante valor predictivo positivo en el diagnéstico de astrocitomas de alto grado y
de GBM, e incluso, para algunas, impacto en la supervivencia de los pacientes. De
esta manera, aunque no se cumplan los criterios histolégicos, si una lesion
astrocitaria infiltrante difusa muestra expresion de 4E-BP1 y pelF4E con Hscores
superiores a 85/300 y 30/300 respectivamente, podriamos sugerir un diagndstico de
GBM (valor predictivo positivo de 100%, p<0,001). En este caso, es probable que
exista un sesgo en la toma de la muestra y seria importante una nueva biopsia
(hasta validacién de los resultados actuales en series mas amplias). Por otra parte,
los casos con pelF4E inferior a 30/300 y Ki67 inferior a 12%, no seran GBM (valor
predictivo negativo del 100%, p<0,001). En estos casos, habria que valorar el

balance beneficio/riesgo de una nueva biopsia (fig. 6.2).
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Pruebas de imagen: lesion infiltrante sugestiva de alto grado/GBM
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Figura 6.2. Algoritmo propuesto de aplicacion de algunos factores de las vias de sefializacién
en el diagndstico de biopsias de AID.

A dia de hoy, el tratamiento que se le puede ofrecer al paciente depende
principalmente del diagnostico y grado histolégico de la lesion. Por ello se han
buscado en este estudio los puntos de corte con mejor sensibilidad y especificidad
para un diagnéstico de alto grado o de GBM. Otros puntos de corte ofrecian, para
algunas variables, impacto estadistico en la supervivencia del paciente, pero se ha
considerado de menor utilidad practica para la toma de decisiones terapéuticas en el
momento actual. En el presente estudio distintas variables han correlacionado con
una menor supervivencia: edad, grado histolégico, niveles de p4E-BP1, CiclinaD1,
EGFR, elF4E, pelF4E y actividad proliferativa (Ki67). Sin embargo, soélo tres de ellos
(edad, grado histoldgico y niveles de pelF4E) han resultado ser factores prondéstico

independientes.

VI.4. Implicaciones terapéuticas

Dada la demostrada convergencia de las principales vias de sefializacion, el punto

terapéutico ideal seria una de las proteinas en las que convergen ambas vias y que
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sus niveles tengan impacto sobre la supervivencia del paciente. La forma fosforilada
de elF4E, punto de convergencia de las vias PI3K-AKT-mTOR y Ras-Raf-MAPK, ha
resultado ser el Unico factor pronéstico independiente en esta serie de AID. Por ello,
estos tumores podrian beneficiarse especialmente de terapias dirigidas a la quinasa
que fosforila elF4E y a elF4E.

Se han realizado intentos de detener el efecto proliferativo de elF4E sobre lineas
celulares, encontrando como consecuencias citotoxicidad y actividad anti-invasiva
ademas de un aumento en la sensibilidad a quimioterapia. Para su aplicacién clinica,
se ha intentado inhibir su expresién con oligonucle6tidos antisentido, bloquear su
union a elF4G, inhibir su fosforilacién con inhibidores de MAPK y con ribavirina™®.
Recientemente se ha demostrado que la fosforilacion de elF4E confiere a la células
resistencia a estrés oxidativo, deprivacion de nutrientes y estrés citotéxico,
aumentando la supervivencia y facilitando la recuperacion celular, proliferacion y
progresién tumoral®. Inhibir la fosforilacion de elF4E mediante la inhibicién de
MAPK y MNKs podria por lo tanto bloquear el efecto proliferativo de elF4E.
Inhibidores de MNKs como el CGP 57380 han conseguido, en modelo animal, parar
el crecimiento de GBM'®; este efecto se potencia al afiadir al tratamiento inhibidores
de mTOR. Se ha demostrado in vitro que el bloqueo de la fosforilacién de elF4E que
ejerce CGP 57380 es suficiente para reducir la resistencia celular al estrés y a
agentes quimioterapicos'®, por lo que podria ser de utilidad para sensibilizar las
células neopléasicas a tratamientos anticancerigenos.

Con el fin de inhibir el efecto de elF4E, se ha llevado a cabo la sintesis de
nucleotidos antisentido que interfieren en el RNAm de elF4E. A pesar de los buenos
resultados obtenidos in vitro e in vivo (inhibicion de la proliferacion y de la

supervivencia de células tumorales sin toxicidad significativa en ratones™?*'%2

) no se
ha observado respuesta tumoral en un ensayo de tumores soélidos en fase
avanzada®®. Actualmente se estan llevando a cabo ensayos clinicos en fase I/Il, que
combinan estos nucleétidos antisentido con quimioterapia habitual en carcinoma
pulmonar de célula no pequefia y tumores de pristata resistentes a castracion
(NCT01234038 y NCT01234025), sin resultados publicados todavia.*****

La ribavirina, nucleésido con actividad antiviral, ha demostrado tener actividad
antitumoral en base a actividad anti-elF4E. De hecho se ha llevado a cabo un
ensayo clinico en leucemia mieloide aguda M4/M5 con ribavirina en monoterapia
(NCT00559091)***, con buenos resultados en 3/11 pacientes reclutados (una

remision completa y dos parciales), sin toxicidad significativa.
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VI.5. Limitaciones del estudio

Respecto a trabajos similares llevados a cabo en otros tumores, los astrocitomas
infiltrantes difusos presentan caracteristicas que los hacen diferentes y limitan su
estudio. La presencia de rasgos histolégicos como mitosis, necrosis, proliferacion
vascular (que en otros tipos histoloégicos pueden estudiarse como factores de mal
pronéstico) definen en este campo un grado tumoral especifico, y por lo tanto ya
conllevan peor pronéstico. El tamafio de la lesién es otro factor dificil de valorar en
AID, ya que la localizacion de la lesién en el parénquima cerebral, y las estructuras
anatémicas que esté afectando van a influir de manera determinante en el
pronéstico del paciente. Esta influencia puede ser directa (si estdn involucradas
estructuras anatdmicas vitales) o indirecta (si la localizacién de la lesién no permite
un tratamiento quirdrgico amplio, por ejemplo afectacibn de areas motoras
primarias). La extension metastasica de la lesion es otro parametro dificil de explorar
en estos tumores, debido a su extrema infrecuencia.

Aunque no se ha tenido en cuenta el tratamiento recibido en cada caso, se
considera que, al haber sido tratados en el mismo centro, han seguido esquemas de
quimio y radioterapia similares. Los GBM posteriores al 2004 fueron tratados

siguiendo el régimen de Stupp'®

(afiadir quimioterapia a la radioterapia tras
reseccion quirdrgica).

Durante la realizacién del trabajo, no pudo realizarse estudio inmunohistoquimico de
AKT, mTOR ni pmTOR, por lo que se consider6 la fosforilacion de S6 un indicador
de la activacion de la via. Tampoco se pudieron realizar estudios que requirieran
tejido en fresco, como Western-Blot, ni arrays de expresion. Seria interesante poder
describir el subtipo molecular de los GBM de la serie y ver si existen diferencias
entre los cuatro grupos.

De la misma manera que las caracteristicas morfologicas, la expresion de las
proteinas estudiadas es heterogénea en la extensién del tumor, especialmente
PMAPK y pS6. En la literatura se ha descrito heterogeneidad de AKT y mTOR. El
patron de factores centrales en las vias (4E-BP1, elF4E) era mas homogéneo a lo
largo del tumor, aumentando su fiabilidad diagnéstica'®®.

No se ha podido estudiar a fondo en esta serie el papel de las vias de sefalizacién
en glioblastomas secundarios, por el escaso nimero de este tipo de GBM incluidos.
En dos casos se pudo confirmar la mutacion de IDH1 R132H por estudio
inmunohistoquimico, pero en otros dos casos correspondientes a pacientes jovenes
con elevada expresion de p53 no se pudo confirmar alteracién de IDH tras estudio

inmunohistoquimico y secuenciacién de IDH1 R132. Es posible que estos pacientes
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tuvieran alteraciones de IDH2 (descritas en un 3% de GBM™’), que no han sido
exploradas en este trabajo. Seria interesante un estudio en pacientes con GBM
secundarios o con mutacion de IDH (factor independiente de mejor prondstico) para
estudiar en qué medida se diferencian de los GBM primarios en expresion de

factores de las vias de sefializacion.
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VII. CONCLUSIONES

1. Los niveles de expresion de los factores implicados en las vias de
sefializacion celular se encuentran incrementados en situaciones de
proliferacion glial, tanto reactiva como tumoral. No obstante, la activacion

es significativamente mas elevada en los astrocitomas infiltrantes difusos.

2. En la progresion desde astrocitomas de grado Il a glioblastomas, se ha
observado un aumento de los niveles de expresion de las proteinas 4E-
BP1y elF4E, tanto en la forma total como en la forma fosforilada. También
sigue este patron la expresion de EGFR, PTEN, ciclina D1 y Ki67.

3. En la progresion desde astrocitomas de grado Il a glioblastomas, no se ha
observado un aumento de los niveles de expresion de las proteinas
PMAPK'y pS6.

4. En los estudios de correlacion clinico-patolégica, se ha constatado que la
expresion de elF4E (total y fosforilado), EGFR y Ki67 se relacionan con la
supervivencia del paciente. El factor pelF4E es el Unico factor prondstico

independiente, tras el andlisis multivariante.

5. De los otros factores estudiados, no se ha observado correlacion
estadisticamente significativa entre niveles de expresion y supervivencia,

incluyendo la proteina pS6.

6. Con los resultados obtenidos se concluye que los niveles de expresion de
4E-BP1 y elF4E, asi como de sus formas fosforiladas, son centrales en la
progresion tumoral de los astrocitomas y se propone que pueden ser
eventuales dianas terapéuticas. Su bloqueo puede ser de relevancia
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clinica en el control terapéutico de los astrocitomas malignos y

glioblastomas.

7. A nivel diagnéstico, el estudio combinado de niveles de expresion de
pelFAE, 4E-BP1, ciclina D1 y el indice de proliferacion celular Ki67 pueden
ser de ayuda a la hora de discernir astrocitomas de alto y bajo grado, y
GBM frente a otros astrocitomas infiltrantes.
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