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RESUMEN (500 PALABRAS)

Este trabajo de tesis se centra en la clasificacidn de los gliomas, tumores primarios del Sistema
Nervioso Central, mediante un enfoque integrado que combina la histologia tradicional con
biomarcadores moleculares. La hipétesis principal sostiene que una caracterizacién molecular
mas detallada permitird definir subgrupos de gliomas molecularmente homogéneos, lo que
aportara informacion crucial sobre el prondstico y la respuesta al tratamiento.

Los objetivos especificos incluyen: clasificar los gliomas utilizando biomarcadores vya
establecidos (mutaciones en IDH1/2, codelecion 1p/19q); caracterizar alteraciones en genes
clave como PDGFRA, EGFR, CDKN2A/B, PTEN, MGMT, CDK4, MDM2, NFKBIA y TP53; y evaluar
el valor prondstico y predictivo de estas alteraciones mediante el analisis de la supervivencia
de los pacientes a dos afios. La finalidad ultima es avanzar hacia una medicina de precision
gue permita terapias mas personalizadas y efectivas.

Esta tesis estudido 119 gliomas segun los criterios de la OMS 2016, la cual modificéd el
diagndstico en el 27% de los casos en comparacién con la clasificacidn anterior. Esto demostro
gue la introduccién de biomarcadores moleculares a la clasificacion permite definir subgrupos
homogéneos molecularmente con distinto prondstico. Por ejemplo, los tumores IDH mutados
mostraron mejor supervivencia global.

El andlisis de alteraciones genéticas reveld que la delecion de PTEN, la amplificacién de EGFR
y la delecién de CDKN2A/B se asociaron de forma independiente con un peor prondstico. Por
otro lado, la metilacién del promotor de MGMT se confirmd como un factor predictivo de
mejor respuesta a la temozolomida, el farmaco estdndar utilizado para el tratamiento.
Ademas, se identificaron perfiles de riesgo combinados, donde la coexistencia de delecidn de
PTEN y falta de metilacién de MGMT definié el subgrupo con la peor supervivencia.

Estos hallazgos subrayan el valor prondstico y predictivo de la caracterizacién molecular
integrada en gliomas. Por ultimo, validan la utilidad clinica de la caracterizacién molecular
integrada para una estratificacion precisa de los pacientes y el avance hacia terapias

personalizadas.
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Ruiz M.F. Biomarcadores moleculares en gliomas.

1. INTRODUCCION

1.1. Caracteristicas histoldgicas de los gliomas

Los gliomas son un grupo heterogéneo de tumores primarios del Sistema Nervioso Central
(SNC) que se originan a partir de las células gliales, las cuales brindan soporte y proteccion a
las neuronas. Estos tumores representan aproximadamente el 30% de todos los tumores
cerebrales y son mas frecuentes en adultos [1].

Los gliomas se clasifican en diferentes grados histolégicos segin su apariencia bajo el
microscopio y sus caracteristicas bioldgicas. Esta clasificacion es fundamental para
determinar la agresividad del tumor, el prondstico del paciente y el enfoque terapéutico. La
Organizacidon Mundial de la Salud (OMS) establece una escala de grados (I a IV) basada en
criterios histopatoldgicos: celularidad (nUmero de células tumorales en relacidn con el tejido
normal), atipia nuclear (grado de anormalidad en la forma y tamafio de los nucleos celulares),
actividad mitética (frecuencia de células mitdticas indicativa de proliferacién celular),
proliferacion vascular (formacidn de nuevos vasos sanguineos dentro del tumor) y necrosis
(presencia de areas de tejido muerto). El grado histolégico se determina mediante el analisis
microscépico de una muestra de tejido tumoral obtenida mediante biopsia o reseccién
quirurgica [2], [3]. Tradicionalmente, los grados de malignidad tumoral de la OMS para el SNC
se escribian en nimeros romanos. Sin embargo, actualmente la OMS ha hecho hincapié en
enfoques mas uniformes para la clasificacion y gradacion tumoral y ha favorecido el uso de
nimeros arabigos, como se hace actualmente para todos los demas sistemas organicos.
Dadas estas consideraciones, los grados tumorales serdn escritos en numeros arabigos [4].
La TABLA 1 describe las caracteristicas tumorales para cada grado histolégico segun criterios

de la OMS.



Ruiz M.F. Biomarcadores moleculares en gliomas.

TABLA 1. Caracteristicas tumorales para cada grado histoldgico.

Grado 1 (Bajo Grado) [Tumores bien diferenciados y de crecimiento lento. Baja celularidad

y atipia nuclear minima o ausente. No hay mitosis, proliferacion
vascular ni necrosis.

Grado 2 (Bajo Grado) [Tumores difusos con crecimiento infiltrativo. Mayor celularidad y

atipia nuclear leve a moderada. Actividad mitética baja o ausente.
No hay proliferacidn vascular significativa ni necrosis.

Grado 3 (Alto Grado) [Tumores anaplasicos con mayor agresividad. Alta celularidad y

atipia nuclear marcada. Actividad mitdtica elevada. Puede haber
proliferacién vascular, pero no necrosis.

Grado 4 (Alto Grado) [Tumores altamente malignos y de crecimiento rapido. Celularidad

muy alta y atipia nuclear severa. Actividad mitética muy elevada.
Presencia de proliferacidon vascular prominente y necrosis.

Por otro lado, los gliomas también pueden ser clasificados segun su tipo celular en:

Oligodendroglioma: se originan a partir de los oligodendrocitos (células gliales
responsables de la produccién de mielina en el SNC) y representan aproximadamente el 5-
10% de todos los gliomas. Suelen ser mds comunes en adultos jovenes y de mediana edad.
Presentan células con nucleos redondos y halos claros perinucleares ("aspecto de huevo
frito") y una red vascular caracteristica ("patron en panal de abeja").

Astrocitoma: se originan a partir de los astrocitos (células gliales que participan en el
soporte estructural y metabdlico de las neuronas) y son 25-40% de todos los gliomas.
Pueden variar desde lesiones de bajo grado hasta tumores altamente agresivos. Presentan
células con prolongaciones citoplasmaticas y nucleos irregulares.

Glioblastoma: es el glioma mas agresivo y el tumor cerebral primario mas comudn en
adultos. Representa aproximadamente el 50% de todos los gliomas. Presenta alta

celularidad, atipia nuclear, mitosis frecuentes, proliferacidén vascular y necrosis [5].

1.2. Clasificacion de los gliomas

En 2007, la OMS introdujo un enfoque mas detallado y estandarizado para la clasificacion de

los gliomas, centrandose en la morfologia celular, las caracteristicas histolégicas y el grado de

malignidad. Asi se dio lugar a los siguientes tipos y subtipos tumorales:
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1. Oligodendrogliomas

1.1. Oligodendroglioma difuso (Grado 2): Tumores de crecimiento lento pero infiltrativo.
Células con nucleos redondos y halo claro perinuclear ("aspecto de huevo frito"). Baja
actividad mitdtica. No hay proliferacidn vascular ni necrosis.

1.2. Oligodendroglioma anapldsico (Grado 3): Tumores anapldsicos con mayor
agresividad. Mayor celularidad y atipia nuclear. Actividad mitética elevada. Puede
haber proliferacién vascular, pero no necrosis.

2. Astrocitomas
2.1. Astrocitoma pilocitico (Grado 1): Tumores bien diferenciados y de crecimiento lento.

Baja celularidad y atipia nuclear minima. Ausencia de mitosis, proliferacion vascular y
necrosis.

2.2. Astrocitoma difuso (Grado 2): Tumores infiltrativos con crecimiento lento pero
progresivo. Mayor celularidad y atipia nuclear leve a moderada. Actividad mitdtica
baja o ausente. No hay proliferacién vascular significativa ni necrosis.

2.3. Astrocitoma anapldsico (Grado 3): Tumores anapldsicos con mayor agresividad. Alta
celularidad y atipia nuclear marcada. Actividad mitdtica elevada. Puede haber
proliferacidon vascular, pero no necrosis.

3. Glioblastoma (Grado 4): Tumores altamente malignos y de crecimiento rapido. Celularidad
muy alta y atipia nuclear severa. Actividad mitdtica muy elevada. Presencia de
proliferacién vascular prominente y necrosis.

De todos ellos, el glioblastoma es el tumor mas agresivo y letal con una mediana de

supervivencia de 14,6 meses, principalmente debido a los efectos limitados de los agentes

guimioterapéuticos posquirdrgicos convencionales y la radioterapia [6]. La falta de un
tratamiento eficaz supone un problema médico de gran importancia [7]. Sin embargo, nuevos

enfoques terapéuticos han mejorado la supervivencia y la calidad de vida de los pacientes a

grados variables [8] [9].

Aunque la clasificacion OMS 2007 fue un avance significativo, presentaba limitaciones como

la variabilidad inter-observadores y el pronéstico heterogéneo de algunos tumores con

caracteristicas histoldgicas similares [3] [10].

El conocimiento en la biologia molecular del cancer sigue aumentando con el tiempo. Se han

identificado alteraciones citogenéticas y genéticas moleculares en los gliomas que pueden
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aprovecharse para facilitar la clasificacion del glioma, especialmente en casos que exhiben
caracteristicas histoldgicas inconclusas [11] [12] [13].

La isocitrato deshidrogenasa (IDH) es una enzima del ciclo de Krebs que conduce a la
descarboxilacion oxidativa de isocitrato a a-cetoglutarato generando NADPH a partir de NADP
y presenta 5 isoenzimas [14] [15]. La isoenzima IDH1 es NAD-dependiente, citosélica, y
codificada por el gen IDH1 (cromosoma 2g34). La isoenzima IDH2 es NADP-dependiente,
mitocondrial y codificada por el gen IDH2 (cromosoma 15g26). En 2008, se identificd en
glioblastoma una mutacion heterocigota en el exdn 4 del gen IDH1 que conducia al cambio
de arginina por histidina en la posicion 132 de la proteina (p.R132H) [16]. Posteriormente, se
identificd la mutacién analoga en la isoenzima IDH2: p.R172H [18]. Estas mutaciones fueron
luego descritas en los otros tipos de gliomas [19].

Las mutaciones en IDH son universalmente sustituciones sin sentido y casi invariablemente
son heterocigotas. Las mutaciones en IDH1 e IDH2 solo ocurren en residuos de arginina
especificos en los sitios activos de estas enzimas: Arg132 para IDH1 y Arg172 para IDH2 [19].
La TABLA 2 muestra la frecuencia de mutaciones de IDH en gliomas. Los datos se representan
como porcentaje del total de mutaciones de IDH1/2 en pacientes con gliomas segun Yan et al

y Hartmann et al [20-18].

TABLA 2. Frecuencias de las mutaciones IDH1 e IDH2 en gliomas [17] [20]

GEN MUTACION* CAMBIO AMINOACIDICO FRECUENCIA (%)
c.395G>A R132H 83.5-88.9
c.394C>T R132C 39-41

IDH1 c.394C>A R132S 15-24
c.394C>G R132G 0.6-1.3
c.395G>T R132L 03-4.1
¢c.515G>A R172K 24-2.7
c.515G>T R172M 0.8-1.8

IDH2 c.514A>T R172W 0.0-0.7
c.514A>G R172G 0.0-1.2

*|as variantes estan anotadas segun el transcrito NM_001282386.1.

Estos son residuos conservados evolutivamente en el sitio activo de estas enzimas y participan
en la union del isocitrato en el bolsillo catalitico [21] [22]. En 2009, se produjo el
descubrimiento revolucionario de que estas mutaciones confieren una actividad neomérfica

de ganancia de funcidon que reduce al a-cetoglutarato para producir D-2-hidroxiglutarato
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(D2HG) consumiendo NADPH [23]. D2HG es un inhibidor competitivo de las dioxigenasas
dependientes de a-cetoglutarato, incluidas las histonas desmetilasas, particularmente
aquellas que contienen el dominio Jumoniji [22] [24] [25]. D2HG desempefia un papel causal
en la gliomagénesis y se lo considera un oncometabolito.

En la FIGURA 1 se esquematizan los efectos del D2HG en las células de gliomas. Las
mutaciones IDH llevan a la célula a adquirir un patrén de hipermetilacién global denominado

fenotipo G-CIMP.
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Figura 1. Efectos celulares del D2HG en las células de glioma. La IDH1 normalmente cataliza
la descarboxilaciéon oxidativa del isocitrato para generar a-cetoglutarato. Las IDH mutantes
generan D2HG, que puede acumularse en las células de glioma a niveles superiores a los del
tejido normal. El a-cetoglutarato funciona como cofactor de varias dioxigenasas celulares,
incluidas las histonas lisinas desmetilasas, las citocinas hidroxilasas (TET) y las prolil
hidroxilasas (HIF). La acumulacion excesiva de D2HG altera la funcién normal de las enzimas
dependientes de a-cetoglutarato, lo que provoca un aumento de la trimetilacién de multiples
residuos lisinas de histonas, una disminucion de las 5-hidroximetilcitosina (5hmC) y un
aumento concomitante de los niveles de 5-metilcitosina (5mC). Ademas, hay evidencia que la
D2HG puede inhibir las HIF, lo que evita la degradacién de HIF1a y aumenta la transcripcion

dependiente de HIF1a.
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Los gliomas IDH mutados (IDHmut) tienen un mejor prondstico (progresan mas lentamente
con el tiempo) que aquellos IDH no mutados o wild-type (IDHwt) [26], lo que sugiere que se
trata de formas biolégicamente distintas de la enfermedad. Dentro de los gliomas
astrocitarios (astrocitoma difuso, astrocitoma anaplasico y glioblastoma), un subgrupo
presenta dicha mutacién. Por otro lado, casi todos (60-94%) los gliomas oligodendrogliales
(oligodendroglioma difuso y oligodendroglioma anapldsico) son IDHmut y, adicionalmente,
presentan una codelecién de los brazos cromosémicos 1p y 19q [27] [28].

La codelecién 1p/19q (CD-1p/19q) es la pérdida conjunta de las regiones cromosémicas 1p y
199 que ocurre debido a una translocacion desequilibrada entre los cromosomas 1 y 19,
seguida de la pérdida de los segmentos cromosémicos afectados [29] (FIGURA 2). Estas
regiones contienen genes supresores de tumores que regulan el ciclo celular y la apoptosis,

por lo que su pérdida contribuye a la proliferacidon descontrolada de las células tumorales.
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der(1;19)(p10;q10)
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Figura 2. Mecanismo de formacion de la CD-1p/19q en los gliomas. Se produce a través de
una translocacién desequilibrada de todo el brazo entre los cromosomas 1 y 19

[t(2;29)(q10;p10)]. Se plantea la hipdtesis de que la translocaciéon crea dos cromosomas

derivados, der(1;19)(p10;q10) [*] y der(1;19)(q10;p10) [@, vy es seguida por la pérdida del

cromosoma derivado que contiene 1p y 19q [%](30).
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1.3. Alteraciones moleculares y su relacion con la gliomagénesis

La mutacién en IDH y la CD-1p/19q son eventos tempranos en la formacién de gliomas y

determinantes en la evolucion del tumor [30]. Estas alteraciones tempranas establecen un

entorno molecular que facilita la acumulacién de mutaciones adicionales y la progresién del

tumor. Se han identificado 3 vias para el desarrollo de un glioma (FIGURA 3):

® via 1: inicia con la mutacién en IDH seguida de mutacion en los genes TP53 o ATRX (Alpha
Thalassemia/Mental Retardation Syndrome X-linked), lo que da como resultado gliomas
de linaje astrocitico. El 94% de los astrocitomas difusos y anapldsicos IDHmut sin CD-
1p/19q vy el 80% de los glioblastomas IDHmut poseen mutaciones de TP53 [10] [20]. Por
otro lado, las mutaciones en el gen ATRX son frecuentes en astrocitomas difusos y
anaplasicos IDHmut (67-73%), asi como en glioblastomas IDHmut (57%) [31]. EI 94% de los
gliomas IDHmut y con mutaciones en el gen ATRX, presentan una mutacién en el gen TP53.
Las mutaciones en el gen ATRX estan asociadas con el fenotipo de alargamiento alternativo
de los telémeros, un mecanismo alternativo para mantener la longitud de los telémeros
en tumores que no tienen actividad constitutiva de la telomerasa [32]. La presencia de
proliferacién vascular prominente, angiogénesis y necrosis evidencia la evolucion del
tumor a un glioblastoma secundario, el cual presenta las mismas anomalias genéticas que
estos astrocitomas [32].

® via 2: inicia con la mutacién en IDH seguida de la CD-1p/19q dando lugar al desarrollo del
linaje oligodendroglial. Estos tumores tienen un mecanismo para mantener la longitud de
los teldmeros mediante la presencia de mutaciones activadoras en el promotor del gen
TERT que codifica para la transcriptasa inversa de la telomerasa [33]. El 96% de los
oligodendrogliomas IDHmut y CD-1p/19q presentaron mutaciones en el promotor del gen
TERT, formando parte de su firma molecular [10].

e via 3: la célula precursora adquiere multiples alteraciones genéticas complejas, pero
carece de mutaciones en IDH y da como resultado gliomas IDHwt de linaje astrocitico
(astrocitoma difuso y astrocitoma anaplasico) que se convierten muy tempranamente
durante su desarrollo en el glioblastoma primario. Este tipo tumoral es heterogéneo
genética y transcripcionalmente, observandose diversas alteraciones genéticas
relacionadas a las vias de sefializacion intracelular RTK/RAS/PI3K, p53 y Rb que son
necesarias para la patogénesis del glioblastoma primario: mutaciones y alteraciones en el

numero de copias (CNV, del inglés copy number variation) en los genes P53, PTEN, EGFR,
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CDKN2A, CDKN2B, NF1, RB1, entre otros [34]. Ademas, hasta el 83 % de los glioblastomas
primarios presentan mutaciones del promotor del gen TERT en las posiciones 124 pb
(C228T) o 146 pb (C250T) corriente arriba del sitio ATG generando sitios de unién de
factores de transcripcién de novo que conducen a una mayor expresion génica con la

posterior activacién de los teldmeros [34].

CELULA TERT Ko,
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Figura 3. Descripcion general de genes alterados en la formacién de los tipos tumorales
especificos durante la gliomagénesis. LOH: pérdida de heterocigosidad. Adaptado de Appin

CL & Brat DJ, 2015 [32].

1.4. Actualizacion en la clasificacion de los gliomas

En 2016, la OMS actualizd la clasificacidn para tumores de SNC dejando atras el diagndstico
basado exclusivamente en la microscopia al incorporar marcadores moleculares para una
mejor caracterizacion de estas neoplasias [35]. Esta nueva clasificacion introdujo un enfoque
revolucionario al combinar la histologia tradicional basada en la célula de origen de la lesién
y las caracteristicas morfolégicas asociadas al prondstico, con los avances en biologia
molecular. Esto permitid una clasificacién mas precisa de los gliomas, reconociendo entidades

tumorales definidas por alteraciones genéticas especificas (TABLA 3).
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TABLA 3. Clasificacion 2016 OMS de los gliomas y su grado

histoldgico para las entidades mas frecuentes.

ENTIDAD

GRADO

Astrocitoma difuso

Astrocitoma difuso, IDHmut

Astrocitoma difuso, IDHwt

Astrocitoma difuso, NOS

Astrocitoma anaplasico

Astrocitoma anaplasico, IDHmut

Astrocitoma anaplasico, IDHwt

Astrocitoma anaplasico, NOS

Glioblastoma

Glioblastoma, IDHmut

Glioblastoma, IDHwt

Glioblastoma, NOS

Oligodendroglioma

Oligodendroglioma, IDHmut y CD-1p/19q

Oligodendroglioma, NOS

Oligodendroglioma anaplasico

Oligodendroglioma anaplasico, IDHmut y CD-1p/19q

Oligodendroglioma anaplasico, NOS

Los principales cambios fueron:

® Incorporacion de la mutacion en IDH y CD-1p/19 (o mutaciones en ATRX) como

biomarcadores moleculares para definir entidades tumorales con mayor precisién.

® Reclasificacion de entidades tumorales en grupos basados en su perfil molecular, lo que

llevé a la creacion de nuevas categorias diagnosticas.

e FEliminacion de términos obsoletos como glioblastoma primario o secundario y se adoptd

una nomenclatura mas precisa basada en marcadores moleculares.

® Designacion de la sigla NOS (del inglés, not otherwise specified) en la nueva clasificacién

cuando no se dispone de los estudios moleculares para asignar al tumor en una categoria

mas especifica, de forma que no se define una entidad, sino que se designa un grupo de

lesiones que no pueden clasificarse en ninguno de los grupos mas estrechamente definidos

[35].
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La clasificacion OMS 2016 otorgaria mayor precisién diagndstica, ya que los biomarcadores
moleculares no solo proporcionarian informacidn valiosa sobre el comportamiento bioldgico
del tumor, sino que permitiria identificar subgrupos de pacientes que podrian beneficiarse de
nuevas terapias. La FIGURA 4 representa un algoritmo simplificado para la clasificacién de los

gliomas difusos basado en caracteristicas histoldgicas y genéticas.

Astrocitoma Oligoastrocitoma Oligodendroglioma Glioblastoma
IDHmMut IDHwt IDHmMut IDHwWt
Codelecién 1p/19q l l
Glioblastoma a Glioblastoma
Astrocit dif IDHmMut IDHwt
2 strocitoma difuso 2 Astrocitoma difuso
IDHmut IDHwt

Astrocitoma anaplasico 3 Astrocitoma anaplésico
IDHmMut IDHwt

Y

Oligodendroglioma
IDHmut y codelecion 1p/19q

Oligodendroglioma anaplasico
IDHmut y codelcién 1p/19q

Figura 4. Algoritmo simplificado para la clasificacion 2016 OMS de los gliomas. Se excluyen

las entidades NOS.

El uso de pardmetros genotipicos y fenotipicos de forma integrada para la clasificacién
tumoral del SNC agrega un nivel de objetividad en algunos aspectos del proceso de
diagnéstico. Sin embargo, la comprension de las caracteristicas moleculares de los gliomas ha
demostrado que es poco probable que haya eventos genéticos o celulares Unicos que puedan
incluir a todos los pacientes. Si bien la clasificacién 2016 de la OMS es un avance sustancial
respecto de su antecesora, probablemente la incorporacion en el futuro de nuevos
biomarcadores moleculares producird entidades biolégicamente cada vez mas homogéneas
lo que conducira a una mayor precision diagndstica, a un mejor manejo del paciente y una

determinacion mas precisa del prondstico y la respuesta al tratamiento.

1.5. Acciones terapéuticas en el manejo de los gliomas
El tratamiento de los gliomas depende de varios factores, incluyendo la estirpe o linaje
tumoral, el grado histoldgico, la localizacion, el estado funcional del paciente y las

caracteristicas moleculares del tumor.
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El enfoque general de tratamiento incluye:
® Reseccion quirdrgica mediante la cual se obtiene tejido tumoral para diagnéstico que
mejora el control local, alivia los sintomas y permite mayor respuesta a tratamientos
adyuvantes (radioterapia y quimioterapia).
® Radioterapia en gliomas de alto grado (grado 3 y 4) y algunos gliomas de bajo grado (grado
2) con factores de riesgo.
® Quimioterapia que se utiliza en combinacién con la radioterapia o como tratamiento
adyuvante. Para oligodendrogliomas se emplean regimenes de PCV (Procarbazina,
Lomustina, Vincristina), mientras que para astrocitomas y glioblastomas se emplea
Temozolomida (TMZ).
Para el manejo de los sintomas vy la calidad de vida se administran corticosteroides para
reducir el edema cerebral y anticonvulsivantes, complementandose con fisioterapia, terapia
ocupacional y logopedia.
TMZ [3-metil-4-oxoimidazo[5,1-d][1,2,3,5]tetrazina-8-carboxamida] es un agente alquilante
gue pertenece al grupo de compuestos triazénicos. Es de naturaleza lipofilica por lo que
atraviesa la barrera hematoencefalica (BHE) llegando al sitio del tumor en concentraciones
terapéuticamente relevantes y puede administrarse por via oral. Junto con la reduccién
tumoral maxima segura y la radioterapia focal, TMZ es parte esencial del tratamiento
estandar actual del glioblastoma, prolongando la supervivencia general media de estos
pacientes (de 12,1 meses a 14,6 meses) [36]. A pesar de esta mejora en la terapia, el
prondstico de los pacientes sigue siendo desalentador, con una supervivencia general a 5 afios
por debajo del 10% [37].
Los agentes alquilantes contienen grupos alquilo electrofilicos (CnH2n+1) que son
transferidos a los atomos mas nucleofilicos de las bases nitrogenadas del ADN. A diferencia
de otros compuestos de triazeno, la TMZ no requiere activacion metabdlica y se convierte
espontdneamente a pH sanguineo en el compuesto intermediario 5-(3-metil-1-triazeno)
imizadol-4-carboxamida (MTIC), el cual se descompone en 5-aminoimidazol-4-carboxamida
(AIC) y en el catidn electrofilico metildiazonio que es capaz de metilar el ADN principalmente
en los residuos de guanina [38] (FIGURA 5A). La metilacién del ADN puede ocurrir en la
posicién N7 (60-80%) o 06 (5%) de la guanina y en la posiciéon N3 (10-20%) de la adenina [39].
Las células pueden reparar el dafio inducido en el ADN por la TMZ a través de 3 mecanismos

(FIGURAS 5By 5C):
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Figura 5. A. Activacion del profarmaco TMZ y las alteraciones inducidas en la guanina y

adenina. El cation metildiazonio, altamente electrofilico, metila los sitios nucleofilicos del

ADN. B. Mecanismo de reparacidon de las N-metilaciones del ADN inducidas por TMZ. Se

muestra la via de BER C. Mecanismos de reparacion de las O-metilaciones del ADN inducidas

por TMZ. Se muestra la via de MMR y la reparacién directa por accion de la MGMT. Adaptado

de Strobel H et al, 2019 [38].

e via de reparacion por escision de bases (BER, del inglés Base Excision Repair) que repara

eficazmente las N-metilaciones del ADN mas frecuentes como las N7-metilguanina y N3-
metiladenina. Dado que rara vez BER se inactiva en los glioblastomas, el dafo es reparado,
y se contribuye a la resistencia terapéutica a la TMZ [40].

via de reparacion de desemparejamientos del ADN (MMR, del inglés DNA mismatch
repair) que repara las lesiones de apareamiento incorrecto de la O6-metilguanina con la
timina, la cual se escinde y se reemplaza por otra timina tras la sintesis de reparacién. Esto

conduce a ciclos inutiles que consumen energia. La O6-metilguanina no reparada por
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MMR, persiste en la cadena opuesta, lo que conduce a una detencién de la horquilla de
replicacidon, posteriores roturas de la doble cadena del ADN y finalmente a la apoptosis
celular [41].

® reparacion directa de los aductos de O6-metilguanina por accion de la enzima suicida
metilguanina-ADN metiltransferasa (MGMT) cuando no pueden ser reparadas por el
sistema MMR. Por lo tanto, una alta expresién del gen MGMT contrarresta la citotoxicidad
inducida por TMZ y se vincula a farmacorresistencia (44). El nivel de expresién de MGMT
es controlado por el estado de metilacion en el promotor del gen MGMT (pMGMT). En el
30-60% de los pacientes con glioblastoma, el pMGMT esta metilado lo que conlleva a la
produccién de niveles reducidos o nulos de la proteina. Este silenciamiento del gen MGMT
ocurriria durante la gliomagénesis creando una célula tumoral genéticamente mas
inestable, pero mejor adaptada, que favorece el dafio y las mutaciones en el ADN [38].
Aguellos pacientes con glioblastomas que recibieron tratamiento con TMZ y presentan
PMGMT metilado (silenciado) presentaron una sobrevida general media mayor que

aquellos con el pMGMT no metilado (activo): 21,7 meses vs 12,7 meses [13] [42].

1.6. Alteraciones somadticas en el glioblastoma

La patogénesis del glioblastoma es compleja debido a un genoma tumoral altamente
desregulado donde estan involucradas una red de vias de sefializacidn interconectadas [43]
[44]. Las tecnologias de alto rendimiento permitieron caracterizar muestras clinicas y
proporcionar datos sobre el estado gendmico de los gliomas (alteraciones genéticas, estado
de metilacién del ADN y regulacion de la expresion génica). Los principales proyectos a gran
escala como el Atlas del Genoma del Cancer (TCGA, del inglés The Cancer Genome Atlas), el
Consorcio Internacional del Genoma del Cancer (ICGC, del inglés International Cancer
Genome Consortium) y el Atlas chino del genoma del glioma (CGGA, del inglés Chinese Glioma
Genome Atlas) han generado una cantidad incomparable de datos gendmicos funcionales
[45] [46].

Estos proyectos cambiaron nuestra comprension de estas neoplasias y sentaron las bases
para la investigacion en el diagndstico, los tratamientos y la prevencion. Los datos de
secuenciacion del exoma tumoral completo y de su transcriptoma han develado las
alteraciones somaticas que afectan a las principales vias involucradas en la gliomagénesis

(FIGURA 6). El andlisis de 251 glioblastomas identificé conjuntos de genes en los que las
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alteraciones somadticas eran significativamente mutuamente excluyentes y confirmé la
exclusividad mutua entre las alteraciones que afectan la via p53, la via Rb y varios

componentes que influyen en la via PI3K [47].
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Figura 6. Vias de transduccidn de senales candnicas y de supresion tumoral en glioblastomas
clinicamente relevantes. Se informan los porcentajes de aberraciones de genes comunmente
mutados determinados a partir del analisis de muestras de pacientes (22). Se indican los genes
que participan para las vias reguladoras candnicas de RTK/RAS/PI3K, p53 y Rb. GBM:

glioblastoma; RTK: receptor de tirosina quinasa. Adaptado de Sherman J et al, 2024 [49].

1.7. Alteraciones en la via RTK/RAS/PI3K

La via de sefializacién RTK/RAS/PI3K es una ruta molecular crucial en la regulacion de procesos

celulares como el crecimiento, la proliferacion, la supervivencia y el metabolismo. Esta via

involucra la interaccion de 3 componentes principales:

1. Receptores Tirosina Quinasa (RTK, del inglés Receptor Tyrosine Kinase): son una familia de
proteinas de membrana que actuan como receptores celulares para una variedad de

sefiales extracelulares, como factores de crecimiento, hormonas y citoquinas. Los RTK
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tienen una estructura caracteristica que incluye un dominio extracelular altamente

variable que contiene sitios de union para ligandos especificos (EGF, FGF, PDGF, IGF, VEGF,

etc), un dominio transmembrana hidrofébico que ancla el receptor en la membrana
plasmatica, y un dominio intracelular tirosina quinasa (TK) responsable de la actividad

enzimatica del receptor desencadenando cascadas de sefalizacién intracelular [48].

Los RTK activan multiples vias de sefializacidon que regulan procesos celulares clave:

e proliferacion celular: activacidn de la via RAS/MAPK, que promueve la transcripcidon de
genes involucrados en el crecimiento y la division celular.

e supervivencia celular: activacion de la via PI3K/AKT, que inhibe la apoptosis.

e metabolismo celular: a través de la via PI3K/AKT/mTOR regula la captacion de glucosa y
la sintesis de proteinas.

e diferenciacion y migracion celular: a través de la regulacién de la morfologia celular, la
adhesién y la migracion, procesos esenciales durante el desarrollo y la reparacién tisular
[48].

Mutaciones, amplificaciones o sobreexpresion de RTK (como EGFR y PDGFR) pueden

conducir a una sefalizacion hiperactiva, promoviendo la proliferacién descontrolada y la

supervivencia de células tumorales. Por ello los RTK son blancos terapéuticos importantes
en el desarrollo de farmacos contra el cancer, como los inhibidores de tirosina quinasa (por

ejemplo, imatinib, gefitinib) y anticuerpos monoclonales (por ejemplo, trastuzumab) [50].

Esta via se encuentra alterada en el 67,3% de los glioblastomas a través de presencia de

mutaciones en los genes EGFR (57,5%), PTEN (41,0%), PI3K (25,1%), PDGFRA (10,0%), MET

(1,6 %) y FGFR2/3 (3,2 %). Casi la mitad de los tumores con mutacion en el gen PDGFRA

(42,4%) y la mayoria con mutacion en el gen MET (75,0%) poseian alteraciones

concurrentes en el gen EGFR, lo que refleja un patrén de heterogeneidad intratumoral, el

cual ya se ha documentado previamente [51]. Por otro lado, en el 59,4% de los
glioblastomas, las mutaciones en el gen PI3K son mutuamente excluyentes de las
mutaciones/deleciones del gen PTEN. Se observé mutaciones/deleciones del gen NF1 en

el 10% de los casos, y nunca se presenté junto con mutaciones en el gen BRAF (2%) [21].

. Proteina RAS: es una pequeina GTPasa que actlUa como un interruptor molecular,

alternando entre un estado activo (unido a GTP) y un estado inactivo (unido a GDP). La

activacion de RTK recluta proteinas adaptadoras (como GRB2 y SOS) que facilitan la
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conversién. RAS activado (RAS-GTP) puede entonces interactuar con multiples efectores,
incluyendo la quinasa RAF, que inicia la cascada de la via MAPK [52].

3. Fosfoinositida 3-Quinasa (PI3K): es una enzima que fosforila los lipidos de la membrana,
especificamente el fosfatidilinositol (4,5)-bifosfato (PIP2) para convertirlo en
fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato (PIP3) el cual recluta proteinas que contienen dominios
PH como la quinasa AKT. La activacion de PI3K puede ser directa (por la unién de
subunidades reguladoras) o indirecta (por la activaciéon de RAS).

4. Quinasa AKT/PKB: es una serina/treonina quinasa que es activada por PIP3 y fosforila
multiples sustratos como TSC2 (que regula mTOR), BAD (una proteina pro-apoptodtica), y
GSK3 (glucdégeno sintasa quinasa 3) [53].

La via RTK/RAS/PI3K estd regulada por varios mecanismos de retroalimentacion negativa. Uno

de ellos es a través de la fosfatasa PTEN que desfosforila PIP3 a PIP2, contrarrestando la

actividad de PI3K. PTEN es un supresor tumoral y su pérdida de funcién conduce a una

activacion hiperactiva de la via PI3K/AKT, promoviendo la proliferacion, supervivencia y

resistencia a la apoptosis de las células tumorales [54].

Las principales alteraciones presentes en glioblastomas de los genes involucrados en la via

RTK/RAS/PI3K se describen en la TABLA 4.

TABLA 4. Tipo de alteraciones en glioblastoma de los genes relacionados a la via

RTK/RAS/PI3K.

GEN ALTERACIONES GENETICAS

EGFR e amplificacion génica: es la alteracidn mds comun, observada el 40% de los

[50] [55] Casos.

® mutaciones activadoras: la mas frecuente es la delecion del exdn 2-7
(EGFRvIII) que resulta en un receptor truncado y constitutivamente activo,
encontrandose presente en el 20-30% de los glioblastomas con
amplificacién de EGFR.

e fusidon génica: se han reportado en algunos casos fusiones EGFR-SEPT14.

PDGFRA | e amplificacion génica: presente en alrededor del 10% de los casos.

[56], [57] | ® mutaciones activadoras: variaciones de un Unico nucledtido en el dominio
TK activan constitutivamente el receptor (V561M o D842V).

® fusiones génicas: se han reportado en algunos casos fusiones como
PDGFRA-KDR o PDGFRA-CDK4.

FGFR ® mutaciones activadoras: en el dominio TK, como K656E o N546K.
[56] [58] |e fusiones génicas: se han reportado fusiones como FGFR3-TACC3.
PTEN ® mutaciones inactivadoras: variantes puntuales o pequefas deleciones que

[59] [60] resultan en la pérdida de funcién de PTEN.
® grandes deleciones génicas: es frecuente la pérdida de una copia del gen
(delecidn heterocigética) o de ambas copias (delecién homocigética).
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1.8. Alteraciones en la via p53

La via de sefalizacion de p53 es una de las rutas moleculares mds importantes en la regulaciéon
de la respuesta celular al estrés y en la prevencién del cancer. La proteina p53 actlia como un
supresor tumoral al controlar procesos clave como la reparacién del ADN, la detenciéon del
ciclo celular, la apoptosis (muerte celular programada) y la senescencia celular. p53 es una
proteina nuclear, codificada por el gen TP53, que actia como un factor de transcripcién y, en
condiciones normales, presenta niveles bajos debido a regulacion negativa por las proteinas
MDM2 (que ubiquitina p53 para su degradacién por el proteasoma) y MDM4 (que no
promueve su degradacién directamente). A la vez, MDM2 es tipicamente inhibido por
CDKN2A en respuesta a sefiales o genes oncogénicos activados. Entre las funciones de p53,
induce la expresion de la proteina p21 que es un inhibidor de las ciclinas dependientes de
guinasa (CDK), lo que detiene el ciclo celular en la fase G1. Esto permite a la célula reparar el
dafio en el ADN antes de continuar con la division celular [61].

Esta via se observa desregulada en el 85,3% de los tumores, a través de mutaciones o
deleciones de TP53 (27,9%), la amplificacion de MDM2/4 (15,1%) y/o la eliminacién de
CDKN2A (57,8%) [62]. En el glioblastoma, las alteraciones en la via de p53, incluyendo a su
regulador negativo MDM2 y a CDKN2A, son eventos moleculares frecuentes que contribuyen
a la patogénesis y progresion del tumor. Las mutaciones en el gen TP53 son mas frecuentes
en el glioblastoma IDHmut que en el glioblastoma IDHwt, mientras que la amplificacion o
sobreexpresién del gen MDM2 lo es mas en el glioblastoma IDHwt que en el glioblastoma
IDHmut. Como se esperaba, las alteraciones de TP53 fueron mutuamente excluyentes con la
amplificacién de los genes de la familia MDM y CDKN2A [63].

Las principales alteraciones presentes en glioblastomas de los genes involucrados en la via

p53 se describen en la TABLA 5.

ipo de alteraciones en glioblastoma de los genes relacionados a la via p53.
GEN ALTERACIONES GENETICAS

TP53 ® mutaciones puntuales: son las mas comunes y ocurren principalmente entre los
[64] exones 5 al 8 que corresponden al dominio de unidn al ADN de p53, lo que impide
su funcién como factor de transcripcién.

e deleciones o inserciones: pueden resultar en la pérdida de funcién de p53.

® [OH: es decir, la pérdida de una copia del gen TP53, es frecuente en glioblastoma.
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MDM2 | e amplificacion génica: el aumento en el nimero de copias del gen MDM?2, lo que
[65] resulta en una sobreexpresion de la proteina

® sobreexpresion de la proteina: se ha documentado un aumento en los niveles de
la proteina MDM2 sin amplificacidn génica, posiblemente debido a mecanismos
epigenéticos o de regulacion postraduccional.

CDKN2A | e deleciones génicas: es la alteracion mas frecuente en el glioblastoma IDHwt (50-
[66], [67] 60%), y en general, implica la pérdida de ambas copias del gen.

® otras alteraciones menos frecuentes: se ha documentado mutaciones puntuales,
silenciamiento epigenético por promotor metilado, LOH y rearreglos gendmicos.

1.9. Alteraciones en la via Rb

La proteina pRB (codificada por el gen RB1) controla la transicidn de la fase G1 a la de sintesis
en el ciclo celular. Cuando pRB no esta fosforilada secuestra a E2F, factor de transcripcidén que
activa los genes implicados en esta transicién de G1 a S. La fosforilacidon de pRB se produce
por la proteina CDK4 la cual es inhibida por la p16INK4a (codificada por el gen CDKN2A). La
funcién anormal de pRB puede ser por la expresién alterada de los genes de RB1, CDK4 o
CDKN2A, lo que provocard una fosforilacion continuada de pRB que no podra secuestrar a
E2F, por lo que la divisidn celular estara continuamente activada [66].

Las alteraciones en RB1 son mds comunes en glioblastomas recurrentes (10-20%) y en algunos
subtipos de gliomas de alto grado e incluyen deleciones del gen (una o ambas copias) y
mutaciones puntuales. La amplificacién del gen CDK4 ocurre en aproximadamente el 10-15%
de los glioblastomas IDHwt, lo que resulta en una sobreexpresion de la proteina y una
fosforilacion excesiva e inactivacion de RB1 [43]. Por compartir la via p53, el gen CDKN2A

exhibe las alteraciones ya descritas (TABLA 5).

1.10. Biomarcadores moleculares prondsticos y predictivos en gliomas

La clasificacion y el manejo de los gliomas han evolucionado significativamente en las ultimas
décadas, con un enfoque creciente en los biomarcadores moleculares. Estos biomarcadores
no solo permiten una clasificacion mas precisa de estas neoplasias, sino que también
proporcionan informacion prondstica y predictiva crucial para guiar el tratamiento.

Mientras que los biomarcadores prondsticos proporcionan informacién sobre la evolucién
natural de la enfermedad y ayudan a estimar la supervivencia de los pacientes, los

biomarcadores predictivos ayudan a predecir la respuesta a tratamientos especificos. Por
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ello, conocer estos biomarcadores en una enfermedad, especialmente en patologias

complejas como el cancer, es fundamental para mejorar el manejo clinico, personalizar el

tratamiento y optimizar los resultados para los pacientes. La integracién de estos
biomarcadores en la practica clinica permite una medicina mds precisa y personalizada,
mejorando los resultados para los pacientes.

Como mencionamos anteriormente, en 2016 la OMS incorpord los siguientes criterios

moleculares junto con las caracteristicas histoldgicas tradicionales, para lograr un enfoque

integrado en el manejo de los gliomas [12]:

e estado de IDHmut: las mutaciones en el codén 132 del gen IDH1 o en el coddn 172 del gen
IDH2 conducen a la produccién del oncometabolito 2-hidroxiglutarato (2-HG) que altera la
epigenética celular. Los pacientes con gliomas IDHmut tienen un mejor prondstico, con
una supervivencia media de 5-10 afos en astrocitomas difusos y oligodendrogliomas
difusos/anaplasicos. Por otro lado, los gliomas IDHwt, especialmente el glioblastoma,
tienen un prondstico mds desfavorable con una supervivencia media de 12-15 meses [68].

® CD-1p/19q: la pérdida conjunta de los brazos cromosémicos 1p y 19q es un marcador
presente en oligodendrogliomas y se asocian a una mayor supervivencia (10-15 afios) y
una mejor respuesta al tratamiento con quimioterapia y radioterapia [69].

® Mutaciones en el gen ATRX: estas mutaciones son comunes en astrocitomas IDHmut y se
asocian con un mejor prondstico en astrocitomas difusos, con una supervivencia media de
5-10 afnos y una menor tasa de recurrencia [70].

e Estado de metilacion del pMGMT: cuando el promotor se encuentra metilado se produce
el silenciamiento en la expresion del gen. El estado metilado, no sélo se asocia a una
mejora en la supervivencia global en pacientes con glioblastoma (18-23 meses vs 12-15
meses), sino a una mayor probabilidad de responder a la TMZ [71].

El objetivo de la incorporacion de estos biomarcadores moleculares es no solo definir subtipos

moleculares con comportamientos bioldgicos y prondsticos diferentes, sino reducir la

subjetividad de la histologia tradicional.

Nuestro grupo de trabajo multidisciplinario de médicos y bioquimicos ha incorporado el

diagnéstico tradicional histopatoldgico de los gliomas en la practica clinica. Por medio del

subsidio Innovacion productiva 2015 de la Agencia Santafesina de Ciencia, Tecnologia e

Innovacion (ASaCTel) se han desarrollado y optimizado los ensayos para implementar los

biomarcadores moleculares recomendados por la OMS. La integracion de estos
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biomarcadores en la practica clinica representa un avance significativo hacia la medicina de
precision, donde el tratamiento se adapta a las caracteristicas individuales de cada paciente
y su enfermedad. Sin embargo, es necesario continuar investigando para identificar nuevos
biomarcadores, validar su utilidad clinica y superar los desafios actuales, como la
heterogeneidad tumoral y el acceso de los pacientes a las pruebas moleculares avanzadas. En
general, los tratamientos actuales no especificos tienden a ser reemplazados con la utilizacidn
de farmacos desarrollados en respuesta a la comprensién de la biologia molecular de los
tumores. Por ello, las terapias futuras requerirdn conocer el genotipo tumoral de cada
paciente.
Nuestra hipdtesis de trabajo consiste en que una mejor caracterizacion de los gliomas por
medio de la introduccion de nuevos biomarcadores permitira definir subtipos homogéneos
molecularmente proporcionando informacion que pueda ser relevante de los aspectos
clinicos y biolégicos de estas neoplasias. De esta forma, el enfoque integrado propuesto para
el manejo de los gliomas y la incorporacién futura de nuevos biomarcadores en la practica
clinica permitira superar los desafios actuales, identificar potenciales objetivos terapéuticos
y aprovechar todo este potencial en la busqueda de terapias personalizadas, especificas y
menos toéxicas. Por ello, el objetivo general de este trabajo de tesis es la clasificacion
anatomopatoldgica de los gliomas en subgrupos molecularmente homogéneos mediante la
incorporacion de nuevos biomarcadores moleculares, los cuales aportaran informacién del
prondstico y la prediccion de respuesta al tratamiento. Para lograrlo, se establecen los
siguientes objetivos especificos:

e C(lasificar los gliomas en base al enfoque integrado de la OMS 2016 y evaluar si la
introduccién de biomarcadores moleculares permite definir entidades molecularmente
homogéneas.

e Caracterizacion y valoracion de las alteraciones moleculares en los genes PDGFRA, EGFR,
CDKN2A/B, PTEN, MGMT, CDK4, MDM2, NFKBIA y TP53 en gliomas que ayuden a un mejor
diagnéstico de los tumores.

e Evaluacidn de estas alteraciones moleculares como factores prondsticos y/o predictivos de
severidad y respuesta al tratamiento actual mediante el analisis de datos clinicos e indice
de sobrevida de los pacientes en dos afos de seguimiento, mediante curvas de

supervivencia de Kaplan-Meier.

20



Ruiz M.F. Biomarcadores moleculares en gliomas.

2. DESARROLLO

2.1. Diseiio general del estudio
Para llevar adelante este proyecto de tesis se optd por un estudio observacional retrospectivo
gue busca un enfoque integrado en pacientes con tumores gliales del SNC mediante la
incorporacion de nuevos biomarcadores moleculares a las técnicas histopatoldgicas de rutina
en la practica clinica.
Los sujetos de estudio fueron pacientes adultos (entre las edades de 20-85 afos) que se hayan
realizado una biopsia de tumor glial a criterio del Médico Especialista en Neurologia,
Neurocirugia u Oncologia y hayan sido diagnosticados entre los afios 2005 y 2017.
Se utilizaron muestras de biopsias del archivo (tacoteca) del Servicio de Anatomia Patolégica
del Hospital de Emergencias “Dr. Clemente Alvarez” y del Centro de Diagndstico Patoldgico
S.R.L. que presta servicio al Grupo Gamma S.A. Se revisaron las historias clinicas de estos
pacientes para obtener datos relevantes de estudios previos en relacién con su patologia.
Las muestras debieron cumplir con los siguientes criterios propuestos para este estudio:
® criterios de inclusion:
- pacientes que se hayan sometido a una biopsia de tumor glial entre 2005 y 2017.
- presente, a criterio del Médico Especialista en Anatomia Patoldgica, un estudio
histoldgico compatible con el diagndstico de glioma.
- se dispone del tejido tumoral parafinado en cantidad y calidad suficientes para la
realizacion de estudios moleculares.
- se encuentre a disposicién la historia clinica con datos relevantes relacionados a la
patologia en estudio.
® criterios de exclusion:
- paciente que, a criterio del Médico Especialista en Anatomia Patoldgica, su estudio
histoldgico no sea compatible con el diagndstico de glioma.
- pacientes pediatricos.
- no se dispone de material suficiente para realizar todos los estudios moleculares.
- presente una historia clinica incompleta no pudiéndose obtener los datos necesarios

para la estimacion de sobrevida.
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- individuos con mds de un cancer primario (es decir, un gliomay cancer de otro sitio) con
el objetivo de hacer el maximo esfuerzo por examinar una poblaciéon de estudio
homogénea y reducir la probabilidad de incluir individuos con lesiones metastdsicas.

- pacientes que hayan sido diagnosticados post-mortem.

2.2. Consideraciones éticas

El estudio cumplié con todos los requerimientos éticos correspondientes, ya que siguid los
estandares éticos internacionales de la guia de buenas practicas clinicas. El proyecto fue
evaluado por dos comités de ética independientes: el de la institucion privada en donde se
llevd a cabo la investigacion (Grupo Gamma), y el correspondiente a la Facultad de Ciencias
Médicas en donde se ha realizado este doctorado.

Los procedimientos a emplear en la obtencién y uso de las muestras clinicas que se utilizaron
en este trabajo se realizaron teniendo en cuenta los criterios necesarios para cumplimentar
con la Ley Nacional N° 25.326 de “Proteccién de los Datos Personales”. En base a estas

consideraciones se puede afirmar que:

el estudio utilizé muestras residuales,

- las muestras no fueron identificables individualmente,

- las muestras no fueron utilizadas para finalidades incompatibles con aquellas que
motivaron su obtencién, y

- las personas a cargo de pacientes cuyas muestras seran estudiadas no participaron de la
investigacidn ni compartieron informacién con quienes condujeran la misma.

- los pacientes firmaron el consentimiento informado en el contexto de la practica médica.

Todos los estudios y procedimientos realizados en este trabajo se ajustaron a la Declaracién

de Helsinki.

2.3. Procedimientos y ensayos

2.3.1. Preparacion de la muestra

La totalidad de los estudios fueron realizados a partir de tejido fijado e incluido en parafina
(tacos de biopsia) disponibles en los archivos (tacotecas) de los centros anatomopatoldgicos
participantes. La fijacion del tejido mediante inmersion en formol al 10% permite preservar
la estructura celular y evitar la degradacion del tejido. Luego, se lleva a cabo un proceso de

deshidratacion sumergiendo el tejido en una serie de soluciones alcohdlicas de concentracidn
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creciente para eliminar el agua del tejido. Se continta, con el proceso de aclaracién, usando
un solvente orgdnico (xileno o tolueno), para eliminar el alcohol y permitir que, finalmente,
cuando entre en contacto con la parafina liquida caliente (60°C), ésta pueda infiltrarse
adecuadamente en el tejido.
Una vez obtenido el taco de parafina se procedid a cortar secciones de 3 a 5 micrémetros de
grosor (laminas) utilizando un micrétomo (Leica RM2125 RTS, Leica Biosystems, EE. UU.).
Para los estudios histolégicos e inmunohistoquimicos, estas |ldminas fueron montadas
(fijadas) en portaobjetos mediante calentamiento ligero para su tincién.
Para los estudios moleculares, se tiene en consideracién la proporcién de tejido tumoral
presente en ldmina y la calidad del tejido. Si el tejido tumoral comprende 80% o mds de la
superficie total y no se observa necrosis, se colocaron de 3 a 5 laminas en tubos plasticos de
1,5ml para su posterior procesamiento. Este valor de corte (proporcién minima de células
tumorales respecto de células normales) se eligié en funcion de las proporciones alélicas
observadas en muestras con diferentes proporciones tumor/normalidad y reportadas por
otros investigadores [72]. Si el porcentaje de tejido tumoral es menor o se evidencia regiones
necrodticas, se montan de 3 a 5 ldminas en portaobjetos con el objetivo de marcar las regiones
6ptimas, raspar el tejido tumoral con bisturi y colocarlo en tubos plasticos de 1,5ml para su
posterior procesamiento.

2.3.2. Estudios histologicos

Se empled la tincidn hematoxilina y eosina (H&E) que consta de los siguientes pasos:

1. desparafinacion de las ldminas montadas en el portaobjeto por inmersién en xileno.

2. rehidratacion del tejido con una serie de lavados en alcohol de concentracién decreciente.

3. tincién con hematoxilina (colorante basico que tifie estructuras acidas de color azul o
purpura, de forma que se une principalmente a los nucleos celulares y a otras estructuras
ricas en acidos nucleicos) y lavado con una solucién acida suave para eliminar restos del
colorante.

4. tincion con eosina (colorante acido que tifie estructuras basicas de color rosa o rojo, ya
gue se une a proteinas citoplasmaticas, colageno y otras estructuras extracelulares) y
lavado con agua para eliminar excesos de colorante.

5. deshidratacion con soluciones de alcohol de concentracion creciente.

6. aclaracion del tejido con xileno.

7. colocacién de un medio de montaje como balsamo de Canada o resina sintética.
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Mediante observacidon microscépica (Leica DM500, Leica Biosystems, EE. UU.) se determind

la arquitectura tisular, la morfologia celular (tamafio, forma, relacién nucleo-citoplasma), la

presencia de anomalias (atipia celular, mitosis anormales, etc) y la distribuciéon vy

caracteristicas de las estructuras extracelulares (colageno, fibras elasticas, etc).

Todas las muestras con H&E fueron revisadas por dos anatomopatélogos independientes

quienes hicieron diagndsticos de consenso.

2.3.3. Estudios inmunohistoquimicos

La inmunohistoquimica (IHQ) es una técnica fundamental en el diagndstico y estudio de los

gliomas, ya que permite identificar marcadores especificos asociados con estos tumores

cerebrales. Utiliza anticuerpos especificos para detectar proteinas o antigenos en tejidos que

se visualizan mediante reacciones cromogénicas, permitiendo identificar la localizacién vy

expresion de marcadores especificos en las células.

Se realizd una IHQ automatizada en laminas de 5 um de espesor con un complejo de avidina-

biotina-peroxidasa en Benchmark XT (Ventana Medical System Inc., EE. UU.), utilizando el kit

Ventana que incluye reactivo cromogénico diaminobenzidina (DAB) para buscar la expresion

de GFAP (1:50, clon EP672Y, Cell Marque, EE.UU.), Ki-67 (1:50 clon 30-9, Ventana Medical

System Inc., EE.UU.), sinaptofisina (1:50, clon MRQ-40, Cell Marque, EE.UU.) e IDH1-R132H

(1:40, clon HO9, Dianova GmbH, Alemania). Los ensayos se realizaron de acuerdo con las

instrucciones del fabricante. Se realizaron controles negativos omitiendo el anticuerpo

primario. La evaluacion de cada IHQ estuvo a cargo de dos anatomopatdlogos que

desconocian todos los detalles del paciente.

Brevemente, para su realizacion se siguen los siguientes pasos:

1. desparafinacion de las ldminas montadas en el portaobjeto por inmersién en xileno.

2. rehidratacioén del tejido con una serie de lavados en alcohol de concentracién decreciente.

3. recuperacién antigénica (exponer los posibles epitopes antigénicos enmascarados durante
la fijacién) mediante calor leve.

4. bloqueo de la actividad de peroxidasa enddégena mediante aplicacion de peréxido de
hidrégeno y evitar reacciones no especificas.

5. aplicacién del anticuerpo primario especifico, incubacion por 1 hora y posterior lavado.

6. aplicacién del anticuerpo secundario conjugado con la enzima peroxidasa que se une al

anticuerpo primario, incubacion por 1 hora y posterior lavado.
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7. revelado mediante la adicién de DAB que reacciona con la peroxidasa para producir un
color marrén visible.

8. contratincién con hematoxilina para tefiir los nicleos y proporcionar contraste.

9. deshidratacién con soluciones de alcohol de concentracidn creciente, aclaracidn del tejido
con xileno y colocaciéon de un medio de montaje como balsamo de Canadd o resina
sintética.

La proteina Ki-67 se encuentra asociada con la proliferacidn celular, y se expresa en las células

gue estan en fase activa del ciclo celular (fases G1, S, G2 y M). Mediante la IHQ, se cuantifica

el porcentaje de células tumorales que muestran tinciéon nuclear positiva, y se determina la
fraccion de células tumorales Ki-67-positivas expresada en porcentaje. El indice Ki-67 se
correlaciona con el curso clinico del tumor y aumenta con el grado de malignidad (< 5% en

tumores de bajo grado, 5 - 10% en gliomas anaplasicos y > 10% en glioblastomas) [73] [74].

Para nuestro estudio, el nivel de expresién de Ki-67 se calificé como alto (>5 % de tincion

nuclear) o bajo (< 5% de tincién nuclear). Un indice > 5% sugiere un tumor mas agresivo, es

decir, un mayor crecimiento tumoral y un peor prondstico.

La GFAP (Proteina Glio-fibrilar Acida, del inglés Glial fibrillary acidic protein) es especifica de

las células gliales y su positividad por IHQ (tincidon citoplasmatica en las células tumorales de

origen astrocitico) ayuda a confirmar el origen glial del tumor y a diferenciar los gliomas de

otros tumores cerebrales [75].

La sinaptofisina es una proteina que se encuentra en las vesiculas sindpticas de las neuronas

y es un marcador especifico de tejido neuronal y neuroendocrino. En términos generales, la

ausencia de tincion positiva en IHQ apoya el diagnédstico de glioma y ayuda a excluir otros

tumores que podrian tener un componente neuronal o neuroendocrino. En algunas

excepciones, algunos subtipos de gliomas pueden mostrar positividad focal [76] [77].

La variante R132H en el gen IDH1 detectada por IHQ se realiza utilizando el anticuerpo

monoclonal HO9 (Dianova GmbH, Alemania) cuya tincién positiva se observa como una sefial

nuclear y citoplasmatica en las células tumorales [78] [79]. Es importante destacar que no
permite detectar otras mutaciones menos frecuentes en el gen IDH1 o mutaciones en el gen

IDH2.
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2.3.4. Estudios moleculares

2.3.4.1. Obtencion del ADN tumoral. A partir de las laminas del tejido parafinado, se realizé
la extraccion del ADN tumoral por medio de métodos comerciales de columnas de
intercambio idnico (Roche Diagnostics, Suiza). Brevemente, el ADN se liberé del fragmento de
tejido mediante incubacidén en una solucidon de proteinasa K, preparada a partir de los
componentes del kit, durante 8 horas a 56°C seguidas de 60 minutos a 90°C para inactivar la
enzima. Posteriormente, el ADN es capturado en columnas de silica, lavado y eluido segun las
instrucciones del fabricante. El ADN purificado fue cuantificado por medidas de absorbancia
a 260 nm (absorbancia maxima debido a las bases nitrogenadas) y fue evaluada su pureza
respecto a contaminantes (proteinas con la relacién de absorbancia a 260y 280, y sales, fenol
o carbohidratos con la relacién de absorbancia a 260 y 230) (NanoPhotometer P360, Implen,
Alemania). Finalmente, cada extracto de ADN se almacend a -20°C en alicuotas hasta su uso.
Diluciones adecuadas del ADN tumoral se utilizaron para la realizacion de los ensayos
moleculares mencionados a continuacidn.

2.3.4.2. Reaccion en cadena de la polimerasa de punto final (PCR) seguida de Secuenciacion
por método Sanger. Brevemente, los cebadores empleados en este trabajo se disenaron y
evaluaron mediante herramientas informaticas (Primer3Plus [80], PrimerBLAST [81] y BioEdit
[82]) a partir de las bases de datos gendmicas NCBI, Ensembl, y GeneAtlas. Las reacciones
fueron llevadas a cabo en el equipo Veriti™ Thermal Cycler, 96-well Fast (Applied Biosystems,
EE. UU.) y reveladas mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa al 5%. Los
productos de amplificacién obtenidos fueron purificados con método comercial de columna
de silica (NucleoSpin Gel and PCR Clean-up, Macherey-Nagel, Alemania) y cuantificados por
medidas de absorbancia a 260 nm (NanoPhotometer P360, Implen, Alemania). Luego, se
realizd la reaccién enzimdtica de Sanger con dideoxinucleétidos terminadores marcados
fluorescentemente (BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit, Thermo Fisher Scientific,
EE. UU.) y su posterior separacién mediante electroforesis capilar (SeqStudio Genetic
Analyzer, Thermo Fisher Scientific, EE.UU.). El analisis de los cromatogramas se llevd a cabo
con programas informaticos especificos (SegA y BioEdit,). Estas técnicas se utilizaron para la
deteccion de las variantes en el codén 132 del gen IDH1 y en el coddn 172 del gen IDH2
presentes en el exdn 4 de cada gen.

2.3.4.3. Amplificacion de sondas dependiente de ligandos multiples (MLPA, del inglés

Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification). Mediante esta técnica, desarrollada por
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MRC Holland (Paises Bajos), se pueden detectar alteraciones en el numero de copias de
secuencias en el ADN (deleciones, duplicaciones o amplificaciones) asi como variantes de un
unico nucledtido en regiones especificas del genoma [83] [84]. MLPA es una técnica de PCR
multiplex que utiliza un Unico par de cebadores para amplificar hasta 60 sondas MLPA, cada
una con un objetivo gendmico y una longitud Unicos. Los amplicones de PCR resultantes se
encuentran marcados con fluorocromos y se separan y cuantifican mediante electroforesis
capilar. Al comparar el patrén de picos resultante de una muestra con los de un conjunto de
muestras de referencia, se puede determinar la cantidad de objetivos genémicos presentes
en la muestra de interés.
Las sondas MLPA se dirigen a una secuencia gendmica especifica. Se distinguen 2 tipos de
sondas:
® LPO (del inglés, left probe oligonucleotide): conformada por secuencias de hibridacion al
ADN y a un cebador sentido universal.
® RPO (del inglés, right probe oligonucleotide): conformada por secuencias de hibridacién de
ADN y a un cebador antisentido universal, y una secuencia de relleno adicional que le da a
cada sonda una longitud Unica.
En el primer paso, se desnaturaliza el ADN de purificado seguido de una incubacién durante
16 horas con las sondas MLPA. Asi, LPO y RPO de cada sonda se hibridan inmediatamente
adyacentes en secuencias especificas del ADN (FIGURA 7a).
En un segundo paso, se procede a la ligacion de LPO y RPO que se hibridaron de forma
adyacentes, en una reaccidn altamente especifica. La cantidad de productos de ligacion es
una medida de la cantidad de secuencias objetivo en la muestra (FIGURA 7b).
En un tercer paso, las sondas ligadas se amplifican en una PCR multiplex utilizando un dnico
par de cebadores universales (FIGURA 7c). Solo las sondas ligadas se amplifican
exponencialmente, las cuales se separan mediante electroforesis capilar (SeqStudio Genetic
Analyzer, Thermo Fisher Scientific, EE.UU.), donde cada fragmento corresponde a una sonda
MLPA especifica (FIGURA 7d).
El analisis de datos se realizé con el software Coffalyser.Net™ (MRC Holland, Paises Bajos).
Los numeros de copias relativos se determinan comparando las alturas relativas de cada pico
de las sondas de referencia y las sondas MLPA en las muestras de ADN tumoral con las de las
muestras de referencia con un nimero de copias normal conocido. Los controles de calidad

presentes en cada ensayo ayudan a reconocer datos poco fiables.
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a- Desnaturalizacién de DNA e Hibridacién
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Figura 7. Etapas de la técnica de MLPA.

c- Reaccion de Amplificacion

d- Separacion por electroforesis capilar

A

probe size

Para este trabajo de tesis se emplearon las siguientes mezclas de sondas MLPA:

o SALSA® MLPA® probemix P088-C2 Oligodendroglioma 1p-19q: permite detectar la

pérdida de los brazos cromosdmicos 1py 19q, cambios en el nimero de copias de los genes

CDKN2A y CDKN2B, y variantes puntuales mas comunes de los genes IDH1 (R132H y R132C)

e IDH2 (R172K y R172M).

o SALSA® MLPA® probemix P105-D2 Glioma-2: permite detectar las alteraciones o

aberraciones del nimero de copias de los principales genes de las 3 vias de sefializacién

criticas de la gliomagénesis (vias RTK/PI3K, p53 y Rb): PDGFRA (4q12), EGFR (7p11.2),

CDKN2A (9p21.3), PTEN (10g23.31), TP53 (17p13.1), CDK4-MIR26A2-MDM2 (12q14 - q15)

y NFKBIA (14g13.2). Esta mezcla de sondas también permite la deteccién de deleciones de

EGFR que dan lugar a la variante EGFRvIII.

2.3.4.4. Amplificacion de sondas dependiente de ligandos multiples - metilacion especifica

(MS-MLPA, del inglés Methylation-specific - MLPA). Esta técnica es una variante de la técnica

MLPA (MRC Holland, Paises Bajos) que permite detectar no solo alteraciones en el nimero de

copias de secuencias de ADN, sino también cambios en los patrones de metilacién del ADN

de forma semicuantitativa en multiples sitios gendmicos de forma simultanea [85]. Ademas

de las sondas MLPA ya descriptas (LPO+RPO), se suman sondas MS-MLPA que son similares a

las otras, pero se disefia LPO para incluir sitios de reconocimiento de enzimas de restriccidon

sensibles a la metilacidon, como Hhal (FIGURA 8a). Estas enzimas cortan el ADN solo si no esta

metilado, lo que permite diferenciar entre ADN metilado y no metilado.
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Luego de la hibridacién por 16 horas, el ADN con las sondas hibridacién se separan en dos
tubos: a uno de los tubos se le agrega la enzima Hhal para digerir complejos de ADN-sonda
no metilados mientras que al otro no (FIGURA 8b). Ambas contintan con el procesamiento ya
descrito para MLPA.

De esta forma, en ausencia de metilacion del ADN, la sonda MS-MLPA que se hibrida es
digerida por Hhal por lo que no se pueden amplificar exponencialmente y, por lo tanto, no
producen senal (FIGURA 8c). Al contrario, en presencia de metilacion del ADN, la sonda MS-

MLPA que se hibridd no es digerida por Hhal y generara una sefial normal (FIGURA 8d).

a- Desnaturalizacién de DNA e Hibridacién

Oligo LPO OligoRPO Cebador ¥
Cebador X /Suuencin
adaptadora

Secuencia especifica Secuencia es pecifica

/ /

x
1
M

b- Reaccién de Ligacién / Reaccion de Ligacion + Digestion

/ 2/

L]
M

¢- Reaccién de Amplificacién d- Separacion por electroforesis capilar

Figura 8. Etapas de la técnica de MS-MLPA.

Para este trabajo de tesis se emplearon la siguiente mezcla de sondas MS-MLPA:

o SALSA® MLPA®probemix ME012-A1 MGMT-IDH1-IDH2: permite detectar cambios en el
numero de copias del promotor del gen MGMT y las variantes puntuales mas comunes de
los genes IDH1 (R132H y R132C) e IDH2 (R172K y R172M). Ademas, contiene 6 sondas MS-

MLPA que detectan el estado de metilacién del promotor del gen MGMT.
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La metodologia MLPA permite determinar el nimero de copias mediante la comparacién de

diferentes muestras no digeridas, y patrones de metilacién mediante la comparacion de cada

muestra no digerida con su homoéloga digerida (solo para mezclas de sondas MS-MLPA) y sirve

para semicuantificar el porcentaje de metilacidon en una muestra determinada.

Andlisis del nimero de copias: se utilizan los datos intranormalizados (alturas de pico
relativas). Para ello, los datos generados en la muestra sin digerir deben normalizarse
primero intramuestra dividiendo la sefial de cada sonda entre la sefial de cada sonda
de referencia de esa muestra, creando asi tantas proporciones por sonda como sondas
de referencia haya. Posteriormente, se debe obtener la mediana de todas estas
proporciones producidas por sonda, denominada la Constante de Normalizacion de la
sonda y se utiliza para la comparacion entre muestras de referencia.

La proporcion final de sondas o estado de ploidia de cada sonda en cada muestra
(ratio) se calcula dividiendo la Constante de Normalizacion de cada sonda obtenida en
la muestra del paciente y la Constante de Normalizacién promedio de esa sonda
obtenida en las muestras de referencia sin digerir. De esta manera, un ratio~1,0
indica un numero normal de alelos (2 copias), un ratio~0,5 indica delecion de 1 alelo
(1 copia) y un ratio ~0,0 indica delecién de ambos alelos (0 copia).

Andlisis de metilacion: el estado de metilacion de cada sonda MS-MLPA en cada
muestra se calcula dividiendo la Constante de Normalizacién de cada sonda obtenida
en la muestra digerida y la Constante de Normalizacién de cada sonda MS-MLPA
obtenida en la muestra sin digerir correspondiente (ratio). Si este ratio se multiplica
por 100 se obtiene una estimacién del porcentaje de metilacion. El porcentaje de
metilacion del promotor se puede estimar promediando el porcentaje de metilacién
de las sondas MS-MLPA. De esta manera, un ratio~1,0 indica un 100% de metilacion
del o los alelos, un ratio~0,5 indica un 50% de metilacion del o los alelos y un ratio ~

0,0 indica un 0% de metilacion del o los alelos.

2.4. Andlisis estadistico
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Las estimaciones de las probabilidades de supervivencia (con intervalos de confianza del 95%)
se calcularon utilizando la metodologia del limite del producto Kaplan-Meier y se compararon
mediante una prueba de rangos logaritmicos de Wilcoxon [86]. El tiempo medio de
supervivencia se estima como el drea bajo la curva de supervivencia en el intervalo de 0 a tmax
[87]. Para determinar si las curvas de supervivencia de dos 0 mas grupos son estadisticamente
diferentes se utilizé la prueba no paramétrica de Log-Rank. Esto significa que, si la prueba
encuentra una diferencia significativa, se puede inferir que la supervivencia de un grupo es

diferente a la de otro [88].
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3. RESULTADOS

3.1. Caracteristicas de los pacientes

La totalidad de las muestras de biopsias utilizadas fueron de los archivos de los Servicios
anatomopatoldgicos. Se seleccionaron 200 pacientes, 100 pacientes de cada Servicio médico,
qgue cumplian con los criterios de inclusién del estudio. Luego de aplicar los criterios de
exclusién, se descartaron 61 pacientes porque no habia cantidad suficiente de tejido tumoral
parafinado para la revisidn diagndstica, y 20 casos mds de los restantes por no contar la
historia clinica con los datos necesarios. Finalmente, un total de 119 pacientes cumplieron
con los criterios estipulados: 78 casos (65%) eran de sexo masculino con una edad media de
52 afios (rango de 22 a 80 aios) y 41 casos (35%) del sexo femenino con una edad media de
55 afios (rango de 23 a 83 afios). La mayoria de los pacientes (91/119, 76%) tenian 55 afios o
mas.

Los tumores gliales de los 119 pacientes fueron originalmente caracterizados utilizando la
clasificacidén de tumores del Sistema Nervioso Central 2007 de la OMS. La composicion de la

cohorte en estudio en base a esta clasificacion se detalla en la TABLA 6.

ENTIDAD GRADO N° CASOS
Astrocitoma difuso 2 5
Astrocitoma anaplasico 3 2
3/4 3
Glioblastoma 4 73
Oligodendroglioma difuso 2 6
Oligodendroglioma anaplasico 3 9
Oligoastrocitoma 2 1
2 6
Gliomas no clasificados 3 1
3/4 4
S/D 2
TOTAL 119

S/D: sin datos

3.2. Biomarcadores y reclasificacion de los gliomas segun OMS 2016
Con el objetivo de lograr un informe integrado de cada glioma, en los 119 casos se realizd la
tincién histolégica de H&E (determinacidn de estirpe) (Figura 9A) y los estudios IHQ para Ki-

67 (determinacion de grado), GFAP y sinaptofisina (Figura 9B).
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La determinacion del estado de mutacion de IDH1-132 e IDH2-172 se realizd por 3

metodologias:

e |HQ que permite la deteccidn de la variante R132H en la proteina IDH1 (Figura 9B).

e MLPA (Probemix P088) que detecta 4 de las variantes mas frecuentes (R132H y R132C en
el gen IDH1, y R172Ky R172M en el gen IDH2).

e Amplificacion del exén 4 de cada gen seguida de secuenciacién Sanger que posibilita
determinar la totalidad de las variantes posibles.

Finalmente, la CD-1p/19q se investigd utilizando la técnica de MLPA (Probemix P088).

Los resultados de los distintos biomarcadores para la cohorte en estudio se detallan en la

TABLA 7 con la reclasificacion de cada uno de ellos en base al enfoque integrado utilizando la

clasificacién de tumores del SNC 2016 de la OMS (OMS-2016).

Los estudios mostraron:

e todos los tumores presentaron marcacién para GFAP.

e el12,5% (1/8) de los oligodendrogliomas anaplasicos, IDHmut y CD-1p/19q, 30% (3/10) de
los astrocitomas anaplasicos, IDHwt y 10,25% (9/78) de los glioblastomas IDHwt mostraron
focal positividad para Sinaptofisina.

® 26 tumores presentaron mutacion en el gen IDH1 en (p.R132H: 25; p.R132C: 1), mientras
gue 3 tumores lo hicieron en el gen IDH2 en (p.R172K: 1, p.R172G: 1, p.R172C: 1).

® se observé la presencia de CD-1p/19q en 8 tumores.

La mutacién R132H-IDH1 se detectd por todos los métodos realizados (IHQ, MLPA vy

secuenciacion), las mutaciones p.R132C-IDH1 y p.R172K-IDH2 se detectaron por 2 de los

métodos (MLPA y secuenciacién), mientras las mutaciones menos frecuentes del gen IDH2

(R172G y R172S) se detectaron solo por secuenciacion.
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GRADO 3 GRADO 4
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Figura 9. Caracteristicas histopatoldgicas de gliomas. (A) Imagenes representativas de
secciones tefidas con H&E (aumento, x10) de astrocitoma y oligodendroglioma segun los
grados de la OMS. (B) Tincién IHQ (aumento, x10) de glioblastoma IDHmut. GFAP positivo,

sinaptofisina negativo, IDH1-R132H positivo e indice elevado de Ki67.
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ID GENERO| EDAD GFAP Ki67 |Sinaptofisina R13":2):]I.HQ ID:,::'(LIZHZ IDHS]'E/g)HZ C?;:-ﬂ{;?q CLASIFICACION OMS 2016
Glio 19 M 35 POS 8% POS NEG NO DET NO DET NO DET |Astrocitoma anapldsico IDHwt
HO9 M 41 POS 15% NEG NEG NO DET NO DET NO DET |Astrocitoma anapldsico IDHwt
G25 F 22 POS 10% POS NEG NO DET NO DET NO DET |Astrocitoma anapldsico IDHwt
H30 M 57 POS 10% NEG NEG NO DET NO DET // Astrocitoma anapldsico IDHwt
H45 M 46 POS 11% NEG NEG NO DET NO DET NO DET |Astrocitoma anapldsico IDHwt
M8597 M 33 POS 7% POS NEG NO DET NO DET NO DET |Astrocitoma anapldsico IDHwt
H48 F 30 POS 5% NEG NEG NO DET NO DET // Astrocitoma anapldsico IDHwt
Glio 04 M 39 POS 15% NEG NEG NO DET NO DET NO DET |Astrocitoma anapldsico IDHwt
H21 F 60 POS 10% NEG NEG NO DET NO DET NO DET |Astrocitoma anapldsico IDHwt
H31 M 51 POS 5% NEG NEG NO DET NO DET // Astrocitoma anapldsico IDHwt
H20 M 46 POS 15% NEG NEG NO DET R172G // Astrocitoma anaplasico, IDHmut
H18 M 57 POS 7% NEG POS R132H R132H NO DET |Astrocitoma anaplasico, IDHmut
M7463 F 27 // // // POS R132H R132H NO DET |Astrocitoma anaplasico, IDHmut
HO6 M 23 POS 7% NEG POS R132H R132H NO DET |Astrocitoma anapldsico, IDHmut
H41 M 35 POS 10% NEG POS R132H R132H // Astrocitoma anaplasico, IDHmut
H24 M 25 POS 10% NEG POS R132H R132H NO DET |Astrocitoma anapldsico, IDHmut
Glio 15 M 57 POS 3% NEG NEG NO DET NO DET | NODET |Astrocitoma difuso, IDHmut
Glio 06 M POS 5% NEG POS R132H R132H NO DET |Astrocitoma difuso, IDHmut
H27 M 33 POS 3% NEG POS R132H R132H NO DET |[Astrocitoma difuso, IDHmut
Glio 13 M 42 POS 4% // POS R132H R132H NO DET |Astrocitoma difuso, IDHmut
G19 M 53 POS 5% NEG POS R132H R132H NO DET |Astrocitoma difuso, IDHmut
H11 M 47 POS 3% NEG POS R132H R132H NO DET |[Astrocitoma difuso, IDHmut
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H39 M 27 POS 2% NEG NEG R132H R132H // Astrocitoma difuso, IDHmut
H34 M 59 POS 4% NEG POS R132H R132H // Astrocitoma difuso, IDHmut
G35 F 37 POS 2% NEG NEG R172K R172K | NODET [Astrocitoma difuso, IDHmut
Glio 21 M 41 POS 4% NEG NEG NO DET | NODET | NO DET

M8961 M 55 POS 30% // NEG NODET | R172S | NO DET

Glio 08 M 25 POS 30% NEG POS R132H R132H | NO DET

M7464 F 47 POS 13% NEG NEG R132C R132C | NO DET

H15 M 39 POS 40% NEG POS R132H R132H | NO DET

Glio 16 M 59 POS 20% NEG POS R132H R132H | NO DET

Glio 07 M 38 POS 70% NEG POS R132H R132H | NO DET

M7698 M 67 POS 18% NEG POS R132H R132H | NO DET

H35 M 69 POS 20% NEG NEG NO DET | NO DET // Glioblastoma IDHwt

Glio 20 F 57 POS 20% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt

M7816 M 52 POS 12% POS NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt

G23 M 72 POS 30% POS NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt

G30 F 55 POS 16% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt

H28 F 46 POS 50% NEG NEG NO DET | NO DET // Glioblastoma IDHwt

G33 F 48 POS 15% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt

G32 M 49 POS 15% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt

G45 M 72 POS 30% NEG NEG NO DET | NODET | NODET |Glioblastoma IDHwt

Glio 02 M 72 POS 20% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt

Glio 10 M 61 // // // NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt

G46 F 53 POS 15% NEG NEG NO DET | NO DET // Glioblastoma IDHwt

Glio 18 M 50 POS 30% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt

HO1 M 57 POS 15% NEG NEG NODET | NODET | NODET |Glioblastoma IDHwt
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G22 M 71 POS 30% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt
G43 F 68 POS 10% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt
G44 F 80 POS 25% POS NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt
Glio 01 F 44 POS 13% - NEG NO DET | NO DET // Glioblastoma IDHwt
H37 M 48 POS 20% NEG NEG NO DET | NO DET // Glioblastoma IDHwt
G49 F 63 POS 20% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt
H23 F 58 POS 40% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt
H47 M 55 POS 18% NEG NEG NO DET | NO DET // Glioblastoma IDHwt
M7465 F 40 POS 18% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt
G09 M 60 POS 30% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt
H10 F 56 POS 8% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt
H26 F 40 POS 10% NEG NEG NODET | NODET | NODET |Glioblastoma IDHwt
G37 M 60 POS 25% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt
H12 M 54 POS 20% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt
G36 M 51 POS 25% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt
H50 F 64 POS 15% NEG NEG NO DET | NO DET // Glioblastoma IDHwt
HO2 M 67 POS 20% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt
G18 M 62 POS 35% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt
M7558 M 56 POS 24% NEG NEG NO DET | NO DET // Glioblastoma IDHwt
G40 M 58 POS 15% NEG NEG NO DET | NODET | NODET |Glioblastoma IDHwt
HO5 M 56 POS 30% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt
Glio 12 F 58 POS 25% POS NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt
HO8 M 62 POS 40% NEG NEG NO DET | NODET | NODET |Glioblastoma IDHwt
G12 F 49 POS 13% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt
H19 F 22 POS 20% NEG NEG NODET | NODET | NODET |Glioblastoma IDHwt
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G39 M 68 POS 10% POS NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt
H32 F 60 POS 15% NEG NEG NO DET | NO DET // Glioblastoma IDHwt
G10 M POS 35% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt
H13 F 57 POS 25% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt
G42 M 54 POS 10% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt
HO3 F 58 POS 20% POS NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt
H40 F 61 POS 15% NEG NEG NO DET | NO DET // Glioblastoma IDHwt
H16 M ns POS 20% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt
H17 M 55 POS 15% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt
G31 F 74 POS 22% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt
H42 F 47 POS 45% NEG NEG NO DET | NO DET // Glioblastoma IDHwt
M7545 M 52 POS 10% NEG NEG NODET | NODET | NODET |Glioblastoma IDHwt
G11 M 73 POS 30% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt
G48 M 69 POS 25% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt
H49 M 52 POS 21% NEG NEG NO DET | NO DET // Glioblastoma IDHwt
G47 M 58 POS 12% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt
Glio 03 M 67 POS 40% POS NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt
Glio 14 F 38 POS 30% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt
G21 F 57 POS 30% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt
G26 M 78 POS 22% NEG NEG NO DET | NODET | NODET |Glioblastoma IDHwt
H43 F 41 POS 40% NEG NEG NO DET | NO DET // Glioblastoma IDHwt
G29 F 52 POS 25% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt
GO1 F 62 POS 10% NEG NEG NO DET | NODET | NODET |Glioblastoma IDHwt
G16 M 57 POS 20% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt
G24 F 74 POS 45% POS NEG NODET | NODET | NODET |Glioblastoma IDHwt
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Glio 11 M 83 // // // NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt

G02 M 61 POS 25% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt

H25 F 49 POS 20% NEG NEG NO DET | NO DET // Glioblastoma IDHwt

H38 F 55 POS 20% NEG NEG NO DET | NO DET // Glioblastoma IDHwt

G14 F 54 POS 40% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt

H36 M 59 POS 15% NEG NEG NO DET | NO DET // Glioblastoma IDHwt

H46 M 62 POS 30% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt

M8376 M 64 POS 25% POS NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt

H44 F 55 POS 40% NEG NEG NO DET | NO DET // Glioblastoma IDHwt

G03 M // POS 30% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt

G15 M 80 POS 45% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt

G17 M 60 POS 25% NEG NEG NODET | NODET | NODET |Glioblastoma IDHwt

GO5 M 53 POS 30% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt

G08 F 77 POS 25% NEG NEG NODET | NODET | NODET [Glioblastoma IDHwt

G20 M 63 POS 12% POS POS R132H R132H DET Oligodendroglioma anaplasico, IDHmut y CD-1p/19q
H22 M 66 POS 7% NEG POS R132H R132H DET Oligodendroglioma anaplasico, IDHmut y CD-1p/19q
Glio 22 F 45 POS 20% NEG POS R132H R132H DET Oligodendroglioma anaplasico, IDHmut y CD-1p/19q
Glio 09 M 32 POS 9% NEG POS R132H R132H DET Oligodendroglioma, IDHmut y CD-1p/19q

H29 M 31 POS 2% NEG POS R132H R132H DET Oligodendroglioma, IDHmut y CD-1p/19q

G28 M 50 POS 2% NEG POS R132H R132H DET Oligodendroglioma, IDHmut y CD-1p/19q

G27 M 65 POS 2% NEG POS R132H R132H DET Oligodendroglioma, IDHmut y CD-1p/19q

Glio 05 M // POS 20% NEG POS R132H R132H DET Oligodendroglioma, IDHmut y CD-1p/19q

//: no realizado o no disponible.
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La reclasificacion molecular permitio dividir a los gliomas de la cohorte en 8 subgrupos segun

la presencia de mutaciones en el gen IDH y CD-1p/19q, los cuales se detallan en la TABLA 8.

TABLA 8. Clasificacion 2016 OMS de los 119 gliomas, su grado histolégico y nimero

de casos.

ENTIDAD GRADO | N° CASOS (%)
Astrocitoma difuso

Astrocitoma difuso, IDHmut 9 (7,6%)
Astrocitoma difuso, IDHwt 1(0,8%)
Astrocitoma anaplasico

Astrocitoma anaplasico, IDHmut 6 (5,0%)
Astrocitoma anaplasico, IDHwt 10 (8,4%)
Glioblastoma

Glioblastoma, IDHmut 4 7 (5,9%)
Glioblastoma, IDHwt 4 78 (65,6%)
Oligodendroglioma

Oligodendroglioma, IDHmut y CD-1p/19q 2 5(4,2%)
Oligodendroglioma anaplasico

Oligodendroglioma anaplasico, IDHmut y CD-1p/19q 3 3(2,5%)
TOTAL 119 (100%)

Cuando se comparan los diagndsticos de los gliomas, se observa modificacion en 32 casos

(27%). En cuanto a la histologia tumoral, el 60% de los oligodendrogliomas, el 35% de los

astrocitomas y el 100% de los gliomas no clasificados fueron reclasificados, mientras que los

glioblastomas mantuvieron su clasificacion inicial. En el 18,5% de las muestras se modifico el

grado histolégico; y en casi todas ellas (95%) hubo un incremento de grado 2 a 3. La FIGURA

10 esquematiza la modificacidon en el diagndstico para ambas clasificaciones.

En base a esto, se analizé y evalud el impacto que ha tenido la nueva clasificacion diagndstica

de los gliomas en el valor prondstico del grado histoldgico y con respecto a su estado IDH.

Para ello, en base a los datos de supervivencia a 2 afos de los pacientes se realizaron graficas

de supervivencia de Kaplan-Meyer. Los datos se muestran en la TABLA 9.
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DIAGNOSTICO INICIAL (OMS 2007)
GRADO 2 GRADO 3 GRADO 4

4,2% 5,0% 5,0% 0,8% 7,6% 0,8% 7,6% 2,5% 3,4% 61,3%

A(2) G(2) H 0(2) || 0A(2) H A(3) H G(3) \ 0(3) | | A(3/4) H G(3/4) || eBMm (9

omut(2) || Abwt(2) | ADmut(2) || oAmut(3) || AAwt(3) | AAmut(3) | GBMmut(4) || GBMw (4)

4,2% 1,7% 6,7% 2,5% 8,4% 5,0% 5,9% 65,5%
GRADO 2 GRADO 3 GRADO 4
DIAGNOSTICO INTEGRADO (OMS 2016)

Figura 10. Reclasificacion de los 119 gliomas de acuerdo a la clasificacion 2016 de la OMS.
A: astrocitoma. G: glioma. O: oligodendroglioma. GBM: glioblastoma. mut: IDH-mutado. wt:
IDH-wild-type. AD: astrocitoma difuso. OA: oligodendroglioma anaplasico. AA: astrocitoma
anaplasico.

TABLA 9. Datos de OS de la cohorte de 119 gliomas.

ID WHO 2007 | WHO 2016 | Grado segun OS Fecha Dx Fecha 6bito | OS (meses)
GO1 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 21/06/2005 | 16/05/2006 11,0
G02 All GBM IDHwt Subgrupo | 05/09/2005 | 13/09/2005 0,3
GO3 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 26/01/2006 | 16/06/2007 16,9
GO5 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 28/11/2006 | 28/11/2007 12,2
G038 Alll GBM IDHwt Subgrupo | 12/02/2007 | 23/02/2007 0,4
G09 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 04/06/2007 | 27/12/2007 6,9
G10 ol GBM IDHwt Subgrupo | 12/09/2007 | 27/01/2009 16,8
Gl11 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 18/06/2013 | 06/02/2014 7,8
G12 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 21/02/2013 | 18/05/2013 2,9
G14 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 07/08/2012 | 28/11/2012 3,8
G15 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 07/06/2011 | 12/06/2011 0,2
G16 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 27/05/2010 | 01/06/2010 0,2
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G17 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 06/04/2010 | 12/10/2012 30,7
G18 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 16/06/2009 | 18/04/2011 22,4
G19 OA AD IDHmut Subgrupo Il 19/02/2015 | 27/06/2016 16,5
G20 oll OA Subgrupo Il 03/03/2015 | 18/06/2016 15,8
G21 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 01/04/2015 | 19/08/2015 4,7
G22 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 11/09/2015 | 18/11/2015 2,3
G23 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 15/10/2014 | 07/12/2014 1,8
G24 ol GBM IDHwt Subgrupo | 04/04/2014 | 17/07/2014 3,5
G25 All AA IDHmut Subgrupo Il 18/12/2013 | 09/03/2016 27,1
G26 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 02/07/2013 | 11/09/2013 2,4
G27 ol 0] Subgrupo llI 04/06/2013 | 03/05/2019 72,0
G28 All 0] Subgrupo Il 18/05/2013 | 28/09/2015 28,8
G29 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 04/03/2013 | 29/06/2014 16,1
G30 A lll-IV GBM IDHwt Subgrupo | 16/01/2013 | 26/06/2013 5,4
G31 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 21/12/2012 | 21/02/2013 2,1
G32 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 24/07/2012 | 09/10/2012 2,6
G33 A lll-IV GBM IDHwt Subgrupo | 31/05/2012 | 19/05/2013 11,8
G35 uG AD IDHmut Subgrupo llI 22/02/2012 | 15/04/2019 87,0
G36 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 07/03/2012 | 15/04/2013 13,5
G37 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 08/02/2011 | 10/04/2014 38,6
G39 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 09/11/2010 | 30/06/2011 7,8
G40 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 05/02/2010 | 06/03/2010 1,0
G42 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 15/12/2008 | 13/05/2013 53,7
G43 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 18/11/2008 | 11/03/2009 3,8
G44 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 23/09/2008 | 25/10/2008 11
G45 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 19/02/2008 | 13/10/2009 20,1
G46 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 21/11/2007 | 01/03/2008 3,4
G47 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 13/11/2007 | 10/04/2008 5,0
G48 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 06/11/2007 | 31/03/2008 4,9
G49 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 09/10/2007 | 22/11/2007 1,5
Glio 01 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 07/07/2017 | 24/04/2019 21,9
Glio 02 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 18/07/2017 | 21/09/2017 2,2
Glio 03 oll GBM IDHwt Subgrupo | 31/07/2017 | 21/05/2019 22,0
Glio 04 Gl AA IDHmut Subgrupo lll 08/08/2017 | 12/03/2019 19,4
Glio 05 G /v ) Subgrupo Il 09/08/2017 | 27/04/2019 20,9
Glio 06 Gl AD IDHmut Subgrupo llI 28/07/2017 | 18/05/2019 22,0
Glio 07 GBM GBM IDHmut Subgrupo Il 28/07/2017 | 21/05/2019 22,1
Glio 08 GBM GBM IDHmut Subgrupo I 28/07/2017 | 18/05/2019 22,0
Glio 09 oll 0] Subgrupo llI 14/08/2017 | 05/05/2019 21,0
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Glio 10 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 07/06/2016 | 06/01/2018 19,3
Glio 11 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 29/08/2017 | 28/04/2018 8,1
Glio 12 G /v GBM IDHwt Subgrupo | 05/09/2017 | 04/02/2018 51
Glio 13 Gl AD IDHmut Subgrupo llI 20/09/2017 | 12/05/2019 20,0
Glio 14 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 02/10/2017 | 26/10/2018 13,0
Glio 15 Gl AD IDHmut Subgrupo llI 07/10/2017 | 28/07/2019 22,0
Glio 16 G I/IVv | GBM IDHmut Subgrupo I 25/10/2017 | 01/02/2019 15,5
Glio 18 Alll/IV GBM IDHwt Subgrupo | 15/11/2017 | 04/07/2019 19,9
Glio 19 Gl AA IDHmut Subgrupo llI 09/11/2017 | 28/06/2019 19,9
Glio 20 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 18/12/2017 | 09/02/2018 1,8
Glio 21 Gl AD IDHwt Subgrupo IlI 09/01/2018 | 05/10/2018 9,0
Glio 22 ol OA Subgrupo llI 22/01/2018 | 16/05/2019 16,0
HO1 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 12/01/2005 | 02/04/2005 2,7
HO02 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 28/01/2005 | 17/07/2005 5,7
HO3 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 17/02/2005 | 03/03/2005 0,5
HO5 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 11/03/2005 | 08/05/2007 26,3
HO6 Alll AA IDHwt Subgrupo | 23/03/2005 | 18/07/2006 16,1
HO8 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 28/07/2006 | 05/05/2007 9,4
HO9 Alll AA IDHmut Subgrupo llI 23/09/2006 | 14/10/2007 12,9
H10 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 27/09/2006 | 13/05/2009 32,0
H11 All AD IDHmut Subgrupo llI 06/11/2006 | 06/11/2011 60,9
H12 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 29/11/2006 | 30/10/2008 23,4
H13 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 22/02/2007 | 02/03/2007 0,3
H15 GBM GBM IDHmut Subgrupo Il 07/05/2007 | 05/11/2007 6,1
H16 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 12/09/2007 | 12/09/2009 24,4
H17 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 07/09/2011 | 15/09/2011 0,3
H18 ol AA IDHwt Subgrupo | 26/09/2011 | 21/03/2013 18,1
H19 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 27/01/2012 | 24/06/2012 5,0
H20 Alll AA IDHwt Subgrupo | 29/02/2012 | 28/04/2012 2,0
H21 ol AA IDHmut Subgrupo llI 06/06/2012 | 04/05/2013 111
H22 ol OA Subgrupo llI 25/06/2012 | 17/09/2013 15,0
H23 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 27/06/2012 | 22/01/2013 7,0
H24 Alll AA IDHwt Subgrupo | 03/07/2012 | 27/10/2012 3,9
H25 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 04/07/2012 | 10/10/2012 3,3
H26 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 08/08/2012 | 01/04/2013 7,9
H27 Oll AD IDHmut Subgrupo llI 31/08/2012 | 19/11/2016 51,4
H28 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 03/09/2012 | 03/01/2013 4,1
H29 Oll 0] Subgrupo llI 08/11/2012 | 09/01/2013 2,1
H30 Alll AA IDHmut Subgrupo llI 04/03/2013 | 15/08/2013 5,5
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H31 Alll AA IDHmut Subgrupo llI 26/07/2013 | 26/10/2013 3,1
H32 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 21/02/2014 | 28/08/2014 6,3
H34 All AD IDHmut Subgrupo llI 22/04/2014 | 26/09/2017 41,8
H35 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 14/05/2014 | 21/03/2015 10,4
H36 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 11/06/2014 | 06/08/2014 1,9
H37 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 22/07/2014 | 23/08/2014 1,1
H38 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 28/07/2014 | 22/09/2014 1,9
H39 uG AD IDHmut Subgrupo llI 19/08/2014 | 29/04/2018 45,0
H40 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 25/08/2014 | 04/12/2014 3,4
H41 Alll AA IDHwt Subgrupo | 30/09/2014 | 23/12/2015 15,0
H42 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 25/11/2014 | 13/07/2015 7,7
H43 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 13/05/2015 | 07/01/2016 8,0
H44 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 20/05/2015 | 25/05/2015 0,2
H45 O 1l AA IDHmut Subgrupo IlI 12/07/2010 | 15/10/2010 3,2
H46 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 04/06/2010 | 15/06/2010 0,4
H47 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 21/08/2008 | 31/07/2009 11,5
H48 Alll AA IDHmut Subgrupo llI 15/09/2008 | 13/12/2008 3,0
H49 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 17/09/2008 | 11/10/2009 13,0
H50 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 30/09/2008 | 04/11/2008 1,2
M7463 G Il AA IDHwt Subgrupo | 13/09/2018 | 13/05/2019 8,1
M7464 GBM GBM IDHmut Subgrupo Il 05/09/2018 | 02/05/2019 8,0
M7465 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 12/09/2018 | 15/05/2019 8,2
M7545 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 18/09/2018 | 30/05/2019 8,5
M7558 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 24/09/2018 | 24/09/2019 12,2
M7698 GBM GBM IDHmut Subgrupo Il 01/10/2018 | 07/05/2019 7,3
M7816 GBM GBM IDHwt Subgrupo | 01/10/2018 | 28/05/2019 8,0
M8376 G /v GBM IDHwt Subgrupo | 08/01/2019 | 07/05/2019 4,0
M8597 ol AA IDHmut Subgrupo llI 05/02/2019 | 02/07/2021 29,3
M8961 oll GBM IDHmut Subgrupo Il 08/02/2019 | 08/05/2019 3,0

GBM: glioblastoma. A: astrocitoma. O: oligodendroglioma. OA: oligodendroglioma anapldsico. G: glioma. UG: sin
clasificar (del inglés unknown glioma). AD: astrocitoma difuso. AA: astrocitoma anaplasico. mut: mutado. wt: wild-
type. OS: supervivencia global (del inglés overall survival)

La FIGURA 11 muestra las curvas de supervivencia global (OS, del inglés overall survival) tanto
para la clasificacion de OMS-2007 como la de OMS-2016 de los gliomas. Se observé que
ambas clasificaciones tuvieron un valor prondstico para la OS principal en todos los grupos. El
subgrupo histolégico asociado con una supervivencia global mas prolongada fue el glioma de

grado Il (OS 2007-OMS: 35,6 meses y OS 2016-OMS: 47,7 meses). Por el contrario, el glioma
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de grado 4 (glioblastoma) fue el subgrupo asociado con un peor prondstico (OS 2007-OMS:

10,4 meses y 0OS 2016-OMS: 11,1 meses).

A

WHO_2007_GRADO
— 2

— 3

— 4

- 34

Probabilidad de sobrevida (%)

80 100

Tiempo (meses)

WHO_2016_GRADO
—_2
—3
— 4

Probabilidad de sobrevida (%)

100

Tiempo (meses)

WHO 2007

ANALISIS DE SOBREVIDA KAPLAN-MEIER

GRADO PROMEDIO 1C95%
2 356 248-46.4
3 26,7 104-429
3-4 16,3 11,0-216
4 104 76-132

COMPARACION DE CURVAS DE SOBREVIDA
(TESTDE LOGRANK)
Chi-cuadrado
Significancia

21,30
p = 0,0001

WHO 2016

ANALISIS DE SOBREVIDA KAPLAN-MEIER

GRADOQ PROMEDIO 1C95%
2 477 32,2-632
3 27,1 13,3-4038
4 1,1 8,4-13,9

COMPARACION DE CURVAS DE SOBREVIDA
(TESTDE LOGRANK)
Chi-cuadrado
Significancia

24,86
p <0,0001

Figura 11. Probabilidad de supervivencia segun la clasificacion previa de la OMS (A) y la

clasificacion actualizada (B). Se informa el tiempo promedio de supervivencia con su intervalo

de confianza del 95% (IC95%) y el valor Chi-cuadrado y valor

p del test de Long-Rank. Un p

< 0.05 indica que la diferencia entre las curvas de supervivencia es significativa, sugiriendo

gue hay una diferencia real en la supervivencia entre los grupos.

Estos resultados validaron el tamafio y la representatividad de cada subgrupo molecular de

gliomas para estudios futuros. Ademas, la precisién introducida por los biomarcadores

moleculares (estado de IDH y presencia de la CD-1p/19q) permitié una mejor clasificacion

diagnéstica y prondstica de los pacientes con gliomas.
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La FIGURA 12 muestra la curva de OS de los subgrupos de grado tumoral con respecto a su
estado IDH. Para todos los subgrupos, los tumores IDHmut se asociaron con un mejor
prondstico en comparacién con los tumores IDHwt (grado 2: OS-IDHmut: 47,5 meses frente a
OS-IDHwt: 9,0 meses; grado 3: subgrupos OS-IDHmut: 18,0 meses frente a la OS-IDHwt: 10,8

meses; grado 4: OS-IDHmut: 17,4 meses frente a la OS-IDHwt: 10,2 meses).
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Figura 12. Probabilidad de supervivencia de los subgrupos tumorales segun la clasificacion
de la OMS-2016 en base al grado tumoral y estado de IDH. Se informa el tiempo promedio
de supervivencia con su intervalo de confianza del 95% (IC95%) y el valor Chi-cuadrado y valor
p del test de Long-Rank. Un p < 0.05 indica que la diferencia entre las curvas de supervivencia

es significativa, sugiriendo que hay una diferencia real en la supervivencia entre los grupos.

En base a los resultados de OS, se podrian definir nuevos subgrupos tumorales:

® subgrupo 1: tumores IDHwt con grado 3 y 4 (astrocitoma anapldsico IDHwt y glioblastoma
IDHwt)

® subgrupo 2: tumores IDHmut con grado 4 (glioblastoma IDHmut)

e subgrupo 3: tumores IDHmut con grado 2 y 3 (oligodendroglioma IDHmut, CD-1p/19q,
astrocitoma difuso IDHmut, oligodendroglioma anapldsico IDHmut, CD-1p/19q vy
astrocitoma anaplasico IDHmut)

La FIGURA 13 muestra la curva de OS de estos subgrupos tumorales con respecto a su estado

0S, donde se observa un mejor prondstico para el subgrupo Il (OS-11l: 34,7 meses) que incluye

a los tumores IDHmut con grado 2 y 3, y peor prondstico para el subgrupo | (OS-I: 10,5 meses)
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gue abarca los tumores IDHwt con grado 3 y 4. Se incluye un subgrupo intermedio (subgrupo

II) para los glioblastomas IDHmut con OS intermedia (OS-II: 17,4 meses).

100

—— Subgrupo |

— Subgrupo Il ANALISIS DE SOBREVIDA KAPLAN-MEIER
80 |- = Subgrupo Il GRADO PROMEDIO 1Co5%
Subgrupol -
(AA/GBM IDHWt) 10,5 7.9-131
Subgrupoll
“r (GBISIIDpHmut) 17.4 12,2-225
Subgrupolil

(AD/AA IDHmu, O, OA) 34,7 234-461
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Probabilidad de sobrevida (%)

(TESTDE LOGRANK)
Chi-cuadrado 25,59
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Figura 13. Probabilidad de supervivencia de los subgrupos tumorales en base a su
reclasificacion del grado tumoral segtin la OS del paciente. Se informa el tiempo promedio
de supervivencia con su intervalo de confianza del 95% (IC95%) y el valor Chi-cuadrado y valor
p del test de Long-Rank. Un p < 0.05 indica que la diferencia entre las curvas de supervivencia

es significativa, sugiriendo que hay una diferencia real en la supervivencia entre los grupos.

3.3. Alteraciones moleculares en los genes relacionados a la gliomagénesis

Como indicamos anteriormente, la gliomagénesis es un proceso complejo que implica la
acumulacién de mutaciones en genes clave que regulan el ciclo celular, la reparacién del ADN,
la proliferacioén y la diferenciacién celular. La integracidon de datos gendmicos en la practica
clinica ha revolucionado no solo su clasificacién y manejo, sino que abridé nuevas vias para
terapias personalizadas. Entre las alteraciones mas relevantes se encuentran las mutaciones
en los genes PDGFRA, EGFR, CDKN2A/B, PTEN, CDK4, MDM2, NFKBIA y TP53. Ademds,
alteraciones epigenéticas, como la metilacion del promotor de MGMT, influyen en la
respuesta a la quimioterapia. Con el objetivo de estudiar estos genes se procedidé a los 119
casos realizar la técnica de MLPA (Probemix P105 y ME012).

3.3.1. Andlisis del pMGMT

La FIGURA 14 muestra las graficas obtenidas a partir de técnica MLPA para tres glioblastomas
IDHwt (Glio 01, Glio 02 y H38).

Para el paciente Glio 01:
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® a partir de la muestra sin digerir, se puede inferir que el tumor no presenta las mutaciones
IDH1-R132H/R132C o IDH2-R172K/R172M y posee un numero normal de copias en el
pPMGMT (ratio: 0,95).

® a partir de la muestra digerida, se observa digestion de las sondas MS-MLPA del pMGMT
(ratio: 0,18) y control de digestion (ratio: 0,00).

En conclusidn, Glio 01 es un tumor IDHwt que presenta escasa metilacién del pMGMT (18%

de metilacion) lo cual indicaria escaso silenciamiento génico que da lugar a niveles casi

normales de la proteina. Esto permite pronosticar una ineficaz accién de la TMZ sobre las

células tumorales y menor OS del paciente.

Glio 01

muestra digerida
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Figura 14. Grdficas obtenidas para muestras de 3 glioblastomas IDHwt. La linea roja
identifica las sondas MS-MLPA que hibridan en la regién promotora del gen MGMT, la linea
verde aquellas que permiten detectar mutaciones puntuales mas comunes de los genes IDH1
(R132H y R132C) e IDH2 (R172K y R172M), y la linea azul las sondas controles de digestién

enzimatica.

Para el paciente Glio 02:

® apartir de la muestra sin digerir, se puede inferir que el tumor no presenta las mutaciones
IDH1-R132H/R132C o IDH2-R172K/R172M y posee un estado de ploidia anormal (delecion
de un alelo) en el pPMGMT (ratio: 0,51).

® a partir de la muestra digerida, se observa digestion de las sondas MS-MLPA del pMGMT
(ratio: 0,14) y control de digestién (ratio: 0,00).

En conclusidn, Glio 02 es un tumor IDHwt, con delecion heterocigota y escasa metilacion del
PMGMT (14% de metilacidn). Al igual que el caso anterior, se pronostica una ineficaz accidn
de la TMZ sobre las células tumorales y menor OS del paciente.

Para el paciente H38:

e a partir de la muestra sin digerir, se puede inferir que el tumor no presenta las mutaciones
IDH1-R132H/R132C o IDH2-R172K/R172M y posee un numero normal de copias en el
pPMGMT (ratio: 0,81).

® a partir de la muestra digerida, se observa digestion de las sondas MS-MLPA del pMGMT
(ratio: 0,74) y control de digestién (ratio: 0,00).

En conclusién, H38 es un tumor IDHwt, con delecién heterocigota y alta metilacion del
PMGMT (74% de metilacion). A diferencia de los casos anteriores, existiria silenciamiento
génico que da lugar a niveles reducidos de la proteina. Esto permite pronosticar una accién
de la TMZ eficaz sobre las células tumorales y mayor OS del paciente.

Los resultados del numero de copias y estados de metilacidon para el pMGMT de los 119
gliomas de la cohorte en estudio se detallan en la TABLA 10.

La FIGURA 15 muestra la curva de OS entre los subgrupos segun su estado IDH con respecto
a la metilacién del pMGMT (se considera que el promotor esta metilado cuando en el ensayo
de MS-MLPA el r > 25%). Cuando se comparan los subgrupos (estado IDH), los tumores con

metilacion en el pMGMT se asociaron con un mejor prondstico en comparacién con los
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tumores no metilados (IDHmut: OS-pMGMTmet 34,5 meses frente a OS-pMGMTno-met 21,2
meses; IDHyt: OS-pMGMT et 11,1 meses frente a OS-pMGMTno-met 10,4 meses).
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TABLA 10. Presencia de delecion y estado de metilacion (porcentaje) para el pMGMT en los 119 gliomas.

O IDHmut y CD-1p19q IAD IDHmut AD IDHwt
Glio09| H29 G28 G27 |Glio 05|Glio 15|Glio 06| H27 |Glio 13| G19 H11 H39 H34 G35 Glio 21
DELECION NO NO SI NO SI NO SI NO NO NO NO NO NO NO SI
(+)
.A’ .. 32% | 38% | 72% | 76% | 88% 8% 25% | 37% | 40% | 41% | 41% | 66% | 75% | 77% 19%
metilacion
OA IDHmut y CD-1p19q |AA IDHmut AA IDHwt
G20 H22 |Glio22| H20 H18 [M7463| HO6 H41 H24 |(Glio19| HO09 G25 H30 H45 M8597 H48 |[Glio 04| H21 H31
DELECION NO NO NO SI NO NO NO NO Sl NO NO NO NO NO NO NO Sl S| NO

%

metilacién 52% | 66% | 79% | 33% | 47% | 49% | 66% | 91% | 15% | 11% | 12% | 15% | 19% | 23% 24% 33% | 34% | 38% | 52%

M8961 |Glio 08 |M7464 |H15  |Glio 16 |Glio 07|M7698 |H35  |Glio20|M7816|G23 [G30 [H28 [G33 [G32  |G45 |Glio 02 ]Glio 10|G46
GBM IDHmut GBM IDHwt
DELECION | No | st | st [ No | si | no | si | si [ Nno [ No [ No [ No [ No | No| No | nNo | No [ si [ NO

%

metilacién 26% 16% | 42% 58% | 63% | 81% 12% 0% 1% 1% 7% 9% 11% 12% 14% 14% 14% 14% 15%

Glio18| HO1 | G22 | G43 | G44 |Glio01| H37 | G49 | H23 | H47 |M7465| GO9 | H10 | H26 | G37 | H12 | G36 | H50 | Ho2

GBM IDHwt

DELECION | sl NO sI No | Nno | no [ no | Nno | Nno | NO sI Nno | Nno | NO NO sI NO | NO | NO
%

metiI;cién

16% 16% 17% 18% 18% 18% 18% 19% 19% 19% 19% | 20% 20% | 20% 21% 21% 22% | 22% 23%

G18 |M7558| G40 | HO5 |Glio12| Ho8 | G12 | H19 | G39 | H32 | G10 | H13 | Ga2 | HO3 | H40 | H16 | H17 | G31 | Ha2

GBM IDHwt

DELECION | NOo | st [ Nno | si | no | st [ No | no | st | st [ Nno | si [ no [ No [ No [ nNo | st [ st [ s
%

metiI;cién

24% 24% 25% 25% 27% 27% | 29% | 29% | 30% 30% | 31% | 33% 34% | 34% 35% 35% | 35% | 36% 37%
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M7545| G11 | G48 | H49 | G47 |Glioo3|Glio14| G21 | G26 | Ha3 | G29 | Go1 | G16 | G24 | Glio11 | Go2 | H25 | H38 | G14
GBM IDHwt
DELECION | sI [ No | No | No | no | st | si | Nno [ No [ No [ st [ Nno | st | NO sl No | si [ No [ NO
0,
metiécién 37% | 40% | 40% | 43% | 46% | 49% | 50% | 52% | 53% | 55% | 56% | 62% | 63% | 64% | 65% | 67% | 68% | 74% | 83%
H36 | H46 |m8376| Haa | Go3 | G15 | G17 | Gos | Gos
GBM IDHwt
DELECION | st [ st | st | st | no | Nno | No | No | NO
o,
% | 5% | s9% | 102% | 104% | 106% | 108% | 120% | 106% | 100%
metilacién
O: oligodendroglioma. OA: oligodendroglioma anapldsico. AD: astrocitoma difuso. AA: astrocitoma anaplasico. GBM: glioblastoma. mut: mutado. wt: salvaje o wild  type.
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Figura 15. Probabilidad de supervivencia de los subgrupos tumorales segtin su estado IDH
con respecto a la metilacion del pMGMT. Se informa el tiempo promedio de supervivencia
con su intervalo de confianza del 95% (IC95%) y el valor Chi-cuadrado y valor p del test de
Long-Rank. Un p < 0.05 indica que la diferencia entre las curvas de supervivencia es

significativa, sugiriendo que hay una diferencia real en la supervivencia entre los grupos.

Debido a que la metodologia utilizada permite determinar el nUmero de copias en la regién
promotora, se analizé la OS entre los subgrupos segun su estado IDH (mutado o no mutado)
conrespecto a la presencia de delecién en la regién del pMGMT (se considera que el promotor
estd delecionado cuando en el ensayo de MLPA el ratio < 50%). La FIGURA 16 muestra la curva
de OS. Cuando se comparan los subgrupos (estado IDH), los tumores con delecién en el
pPMGMT se asociaron con un peor prondstico en comparacion con los tumores sin deleciéon
(IDHmut: OS-pMGMTpe. 21,6 meses frente a OS-pMGMTno-per 37,6 meses; IDHwt: OS-
PMGMTpe. 10,0 meses frente a OS-pMGMTno-per 11,0 meses).
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Figura 16. Probabilidad de supervivencia de los subgrupos tumorales segtin su estado IDH
con respecto a la delecién en el pMGMT. Se informa el tiempo promedio de supervivencia
con su intervalo de confianza del 95% (IC95%) y el valor Chi-cuadrado y valor p del test de
Long-Rank. Un p < 0.05 indica que la diferencia entre las curvas de supervivencia es

significativa, sugiriendo que hay una diferencia real en la supervivencia entre los grupos.

Cuando se introduce el grado tumoral al estado IDH para evaluar el impacto del numero de
copias en el pMGMT como biomarcador pronédstico (FIGURA 17A) en tumores astrocitarios,
se observa que, en base a los resultados de OS, se podrian definir nuevos subgrupos

tumorales:

® subgrupo I: tumores IDHmut grado 2 (astrocitoma difuso IDHmut) con delecién en

pMGMT.

® subgrupo II: tumores IDHmut grado 3 (astrocitoma anapldsico IDHmut) sin delecién en

pMGMT.

e subgrupo llI: tumores IDHmut grado 3 / 4 (astrocitoma anaplasico IDHmut y glioblastoma

IDHmMut)

e subgrupo IV: tumores IDHwt grado 2 / 3 / 4 (astrocitoma difuso IDHwt, astrocitoma
anaplasico IDHwt y glioblastoma IDHwt).

La curva de OS de estos nuevos subgrupos tumorales (FIGURA 17B) permite determinar un

mejor prondstico para el subgrupo | (OS-I: 52,1 meses) que incluye a los tumores

IDHmut/grado 2, y peor prondstico para el subgrupo IV (OS-IV: 10,6 meses) que abarca los

tumores IDHwt.
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Estos resultados indicarian que la delecién en el pMGMT podria ser un factor prondstico en

tumores de origen astrocitarios que presentan IDHmut.

A EFECTO DE LA DELECION EN EL pMGMT
ANALISIS DE SOBREVIDA KAPLAN-MEIER
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—— IDHmut / 2/ NOR IDH grado N°copias
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. == IDHmut / 4 / DEL 3 NO DEL 52,6 35,4-69,8
g ~—— IDHmut/ 4/ NOR mut DEL 15,3 7,1-23,4
> = IDHwt / 2/ DEL
z IDHwt 7 3/ DEL . NO DEL 15,6 9,3-21,8
8 —— IDHwt/3/NOR DEL 16,8 8,2-253
g = IDHwt /4 /DEL 2 NO DEL 15,5 15,5-15,5
E —— IDHwt / 4/ NOR DEL 9,0 9.0-9.0
(% wt 3 DEL 10,1 11,1-21,2
NO DEL 10,8 5,9-15,7
a DEL 10,5 6,8-14,1
NO DEL 9,7 6,6-12,9
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Significancia p = 0,0005
Time
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z sub.1l 22,0
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Figura 17. A. Probabilidad de supervivencia de los tumores segtin su estado IDH y grado con
respecto a la delecion en el pMGMT. B. Probabilidad de supervivencia de los subgrupos
tumorales definidos segtin su estado IDH, grado y presencia de delecidn en el pMGMT. Se
informa el tiempo promedio de supervivencia con su intervalo de confianza del 95% (IC95%)
y el valor Chi-cuadrado y valor p del test de Long-Rank. Un p < 0.05 indica que la diferencia

entre las curvas de supervivencia es significativa, sugiriendo que hay una diferencia real en la

supervivencia entre los grupos.

3.3.2. Andlisis del gen PTEN

La LOH ocurre cuando una region cromosdmica pierde un alelo (generalmente el alelo normal
de un gen supresor tumoral), dejando solo la copia mutada o delecionada. La LOH del brazo
largo del cromosoma 10 (LOH 10q) es una alteracidn que ha sido descrita principalmente en
glioblastomas IDHwt, y se asocia con mayor agresividad y resistencia a terapia [89]. El gen

PTEN (Phosphatase and tensin homolog), localizado en la region 10g23.31, es el principal gen
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supresor tumoral afectado por LOH 10q en gliomas [90]. El gen PTEN se compone de 9 exones
y codifica una fosfatasa que regula negativamente la via PI3K/AKT/mTOR que controla la
proliferacién, supervivencia y crecimiento celular. Ademas, actla como gen supresor de
tumores [91]. La metodologia mas comlinmente utilizada para su estudio es la Hibridacién
Fluorescente In Situ (FISH) que utiliza sondas fluorescentes especificas para la region 10923 y
un control (por ejemplo, centromero del cromosoma 10) [92]. Si bien es una técnica rapida,
aplicable a tejido incluido en parafina, no permite cuantificar deleciones parciales del 10q y
presenta una resolucién limitada (no detecta deleciones <1 Mb).

La metodologia MLPA permite determinar el nimero de copias (estado de ploidia) del gen
PTEN, mediante 9 sondas MLPA (1 sonda para cada uno de los exones del gen). Esta técnica
permite identificar pérdidas parciales o completas (no solo LOH 10qg) presenta mayor
sensibilidad para deleciones pequeiias (~50-100 kb). Para la interpretacion de los resultados
se considerd un ratio < 0,75 como indicativo de delecion parcial o total del gen PTEN. La
FIGURA 18 muestra las graficas obtenidas a partir de esta técnica para dos glioblastomas
IDHwt (H10 y H15).

En la TABLA 11 se resumen la frecuencia de la alteracién por entidad tumoral, mientras que
los resultados del nimero de copias para el gen PTEN de los 119 gliomas de la cohorte en

estudio se detallan en |la TABLA 12.

TABLA 11. Frecuencia de alteraciones en el gen PTEN en los 119 gliomas.

ENTIDAD GRADO N. ,CASOS
Delecion / Totales

Astrocitoma difuso

Astrocitoma difuso, IDHmut 2 0/9
Astrocitoma difuso, IDHwt 2 1/1
Astrocitoma anaplasico

Astrocitoma anaplasico, IDHmut 3 2/6
Astrocitoma anaplasico, IDHwt 3 2/10
Glioblastoma

Glioblastoma, IDHmut 4 5/7
Glioblastoma, IDHwt 4 41 /78
Oligodendroglioma

Oligodendroglioma, IDHmut y CD-1p/19q 2 0/5

Oligodendroglioma anaplasico

Oligodendroglioma anaplasico, IDHmut y CD-1p/19q 3 0/3
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Figura 18. Grdficas obtenidas para muestras de 2 glioblastomas IDHwt. A. tumor con
delecién en el gen PTEN. B. tumor sin delecién en el gen PTEN. El recuadro rojo identifica las

9 sondas MLPA que hibridan en cada uno de los 9 exones del gen PTEN.
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ABLA eSe a de delecion del g P < O 9 glio
0 IDHmut y CD-1p19q AD IDHmut D IDHwt
Glio09|H29 [G28 |G27 |Glio 05|Glio 15]Glio 06|H27 |Glio13|G19 [H11 [H39 [H34 [e35 |alio21
PTEN DEL
(10q23.3) | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | .,
OA IDHmut y CD-1p19q|AA IDHmut AA IDHwWt
G20 [H22 Glio22|H20 |[H18 |m7463|HO6 |H41 |H24 |Glio19|HO9 [G25 [H30 [H45 |M8597 |H48 |Glio04|H21 [H31
PTEN DEL DEL DEL DEL
(10q23.3) | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | "o | NOR | o | NOR | NOR | NOR | NOR | o' | NOR | NOR | NOR | oo | NOR | NOR
M8961 | Glio 08 |M7464 |H15  |Glio 16|Glio 07|M7698|H35 |Glio 20|M7816(G23 [G30 [H28 [G33 |32 |45 |[alio 02|Glio 10|G46
GBM IDHmut GBM IDHWt
PTEN DEL DEL | DEL | DEL | DEL | DEL | DEL DEL | DEL | DEL DEL DEL | DEL
(10g23.3) | (0,64) | “OR | NOR | (0,a8) | (0,64) | (0,53) | (0,68) | (0,59) | (0,a2) | NOR | NOR | (0,43) | (0,72) | (0,63)| "°F |(0,a7)| NOF | (0,25) | (0,29)
Glio18|HO1 [G22 |G43 [G44 [Glio01|H37 |[G49 |H23 [H47 |m7465|Go9 |H10 |H26 [G37 |H12 |G36 |[Hs0 |HO2
GBM IDHwt
PTEN DEL | DEL | DEL DEL DEL | DEL | DEL | DEL
(10q23.3) | NOR | NOR | NOR | NOR | oo | "o | (/o) | NOR | NOR | NOR | NOR | o' | NOR | NOR | NOR | ool o'yl oo | oo
G18 |M7558/G40 |HO5 |Glio12|H08 [G12 [H19 |G39 |H32 |G10 [H13 [G42 [HO3 |H40  |H16 |H17 [G31 [H42
GBM IDHwt
PTEN DEL | DEL | DEL | DEL DEL | DEL DEL | DEL DEL DEL DEL
(10g23.3) | “VOR | NOR | (0.50) | (0,65) | (0,58) | (0,20) | NOR | (0,05) | (0,38) | NOR | (0,67) | (0.27) | NOR |(0,62)| NOR | NOR | (0,63) | NOR | (0,a8)
M7545|G11  |G48 |H49 |G47 |[Glio03|Glio14|G21 |G26 |H43 [G29 [Go1 [G16 |G24 |Glio11 [Go2 [H25 [H38 |G14
GBM IDHwt
PTEN DEL DEL | DEL | DEL | DEL DEL DEL | DEL | DEL | DEL DEL
(10923.3) | (0,55) | “OR | (0,56) | (0,54) | (0,29) | (0,a2) | NOR | NOR | NOR | 5 65) | NOR | NOR | NOR 1 5 05)| (0,52) |(0,49) ] (0,30) | NOF | (0,23)
H36 |Ha6 |m8376|H4a [Go3 [G15 [G17 |Gos |Gos
GBM IDH wt
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PTEN DEL DEL DEL

(10923.3) | (0,70) | NOR (0,25) (0,54)

NOR

NOR ‘ NOR NOR ‘ NOR

O: oligodendroglioma. OA: oligodendroglioma anaplasico. AD: astrocitoma difuso. AA: astrocitoma anapldsico. GBM: glioblastoma. mut: mutado. wt: wild-type.
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El gen MGMT, al igual que el gen PTEN, también se localiza el 10q, pero se localiza en 10g26.3,
mientras que PTEN esta en 10g23.31 [93]. La pérdida de heterocigosidad (LOH) en 10q puede
afectar a MGMT dependiendo de la extension de la delecién. De esta forma, si hay LOH 10q
completa el tumor pierde una copia de los genes PTEN y MGMT, mientras que si la LOH 10q
es parcial solo estaria afectado el gen PTEN. En la cohorte en estudio, observamos gliomas

gue presentan delecién de ambos genes (TABLA 13).

TABLA 13. Presencia de delecién en los genes PTEN y MGMT en los 119 gliomas.

D PTEN | pMGMT D PTEN | pMGMT
(10g23.3) | (10926.3) (10923.3) |(10926.3)
O IDHmut y CD-1p19q | Glio 09 NO NO GBM IDHwt G49 NO NO
O IDHmut y CD-1p19q [H29 NO SI GBM IDHwt H23 NO NO
O IDHmut y CD-1p19q |(G28 NO SI GBM IDHwt H47 NO NO
O IDHmuty CD-1p19q |(G27 NO NO GBM IDHwt M7465 NO ]|
O IDHmut y CD-1p19q |Glio 05 NO NO GBM IDHwt G09 | NO
AD IDHmut Glio 15 NO NO GBM IDHwt H10 NO NO
AD IDHmut Glio 06 NO NO GBM IDHwt H26 NO NO
AD IDHmut H27 NO Sl GBM IDHwt G37 NO NO
AD IDHmut Glio 13 NO NO GBM IDHwt H12 Sl Sl
AD IDHmut G19 NO NO GBM IDHwt G36 Sl NO
AD IDHmut H11 NO NO GBM IDHwt H50 Sl NO
AD IDHmut H39 NO NO GBM IDHwt HO2 Sl NO
AD IDHmut H34 NO NO GBM IDHwt G18 Sl NO
AD IDHmut G35 NO NO GBM IDHwt M7558 NO Sl
AD IDHwt Glio 21 Sl Sl GBM IDHwt G40 Sl NO
OA IDHmut y CD-1p19q |G20 NO NO GBM IDHwt HO5 Sl Sl
OA IDHmut y CD-1p19q (H22 NO NO GBM IDHwt Glio 12 Sl NO
OA IDHmut y CD-1p19q |Glio 22 NO NO GBM IDHwt HO8 Sl Sl
AA IDHmut H20 NO SI GBM IDHwt G12 NO NO
AA IDHmut H18 NO SI GBM IDHwt H19 Sl NO
AA IDHmut M7463 Sl NO GBM IDHwt G39 | |
AA IDHmut HO6 NO NO GBM IDHwt H32 NO Sl
AA IDHmut H41 Sl NO GBM IDHwt G10 SI NO
AA IDHmut H24 NO NO GBM IDHwt H13 Sl Sl
AA IDHwt Glio 19 NO NO GBM IDHwt G42 NO NO
AA IDHwt HO09 NO NO GBM IDHwt HO3 Sl NO
AA IDHwt G25 NO NO GBM IDHwt H40 NO NO
AA IDHwt H30 Sl NO GBM IDHwt H1l6 NO NO
AA IDHwt H45 NO NO GBM IDHwt H17 Sl Sl
AA IDHwt M8597 NO NO GBM IDHwt G31 NO Sl
AA IDHwt H48 NO NO GBM IDHwt H42 SI SI
AA IDHwt Glio 04 Sl SI GBM IDHwt M7545 SI SI
AA IDHwt H21 NO SI GBM IDHwt G11 NO NO
AA IDHwt H31 NO NO GBM IDHwt G48 Sl NO
GBM IDHmut M8961 | | GBM IDHwt H49 Sl NO
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GBM IDHmut Glio 08 NO Sl GBM IDHwt G47 Sl NO
GBM IDHmut M7464 NO NO GBM IDHwt Glio 03 Sl Sl
GBM IDHmut H15 Sl Sl GBM IDHwt Glio 14 NO Sl
GBM IDHmut Glio 16 Sl NO GBM IDHwt G21 NO NO
GBM IDHmut Glio 07 Sl Sl GBM IDHwt G26 NO NO
GBM IDHmut M7698 Sl NO GBM IDHwt H43 Sl NO
GBM IDHwt H35 Sl NO GBM IDHwt G29 NO Sl
GBM IDHwt Glio 20 Sl NO GBM IDHwt GO01 NO NO
GBM IDHwt M7816 NO NO GBM IDHwt G16 NO Sl
GBM IDHwt G23 NO NO GBM IDHwt G24 Sl NO
GBM IDHwt G30 Sl NO GBM IDHwt Glio 11 Sl Sl
GBM IDHwt H28 Sl NO GBM IDHwt G02 Sl NO
GBM IDHwt G33 Sl NO GBM IDHwt H25 Sl Sl
GBM IDHwt G32 NO NO GBM IDHwt H38 NO NO
GBM IDHwt G45 Sl NO GBM IDHwt G14 Sl NO
GBM IDHwt Glio 02 NO NO GBM IDHwt H36 Sl Sl
GBM IDHwt Glio 10 Sl Sl GBM IDHwt H46 NO Sl
GBM IDHwt G46 Sl NO GBM IDHwt M8376 NO Sl
GBM IDHwt Glio 18 NO Sl GBM IDHwt Ha44 NO Sl
GBM IDHwt HO1 NO NO GBM IDHwt GO03 Sl NO
GBM IDHwt G22 NO Sl GBM IDHwt G15 NO NO
GBM IDHwt G43 NO NO GBM IDHwt G17 NO Sl
GBM IDHwt G44 Sl NO GBM IDHwt GO05 NO NO
GBM IDHwt Glio 01 Sl NO GBM IDHwt G08 Sl NO
GBM IDHwt H37 Sl NO

O: oligodendroglioma. OA: oligodendroglioma anapldsico. AD: astrocitoma difuso. AA: astrocitoma anaplasico. GBM:
glioblastoma. mut: mutado. wt: wild-type.

En base a esto se puede distinguir 4 subgrupos tumorales:

e subgrupo I: tumores sin delecidén en los genes PTEN y MGMT.

e subgrupo Il: tumores solo con delecion en el gen MGMT.

e subgrupo lll: tumores solo con delecion en el gen PTEN.

® subgrupo IV: tumores con delecion en los genes PTEN y MGMT

La curva de OS de estos subgrupos tumorales (FIGURA 19) permite determinar un mejor
prondstico para el subgrupo | (OS-I: 24,5 meses) que incluye a los tumores sin delecidn de los
genes en estudio y peor prondstico para el subgrupo Il (OS-IV: 7,8 meses) que abarca los
tumores solo con delecion PTEN. Ademas, se puede observar OS similares para aquellos
tumores sin delecién en el gen PTEN independientemente si el gen MGMT se encuentra
delecionado o no.

Estos resultados indicarian que la delecién en el gen PTEN podria ser un factor prondstico

independiente para los tumores gliales.
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grupo

_ gzg :| EFECTO DE LA DELECION EN LOS GENES PTEN Y MGMT

— - iﬁﬁ ;'\; ANALISIS DE SOBREVIDA KAPLAN-MEIER
i TIPO PROMEDIO 1C95%
< i Sub.1 24,5 16,8 -32,2
;; - Sub.ll 13,2 8,1-18,4
g Sub.lll 7,8 5,4-10,1
g Sub.IV 12,8 85-17,2
F COMPARACION DE CURVAS DE SOBREVIDA
(TEST DE LOGRANK)
sl Chi-cuadrado 15,3550
Significancia p = 0,0015

100

Time

Figura 19. Probabilidad de supervivencia de los tumores segtn la delecién de los genes PTEN
y MGMT. Se informa el tiempo promedio de supervivencia con su intervalo de confianza del
95% (IC95%) y el valor Chi-cuadrado y valor p del test de Long-Rank. Un p < 0.05 indica que la
diferencia entre las curvas de supervivencia es significativa, sugiriendo que hay una diferencia

real en la supervivencia entre los grupos.

Debido a que la delecion del pMGMT no tendria un impacto significativo en el prondstico del
paciente, quisimos evaluar si el estado de metilacidn podria ser un biomarcador concomitante
a la delecién del gen PTEN en cuando la OS del paciente. Los datos para la cohorte en estudio

se muestran en la TABLA 14.

TABLA 14. Presencia de delecién en el gen PTEN y estado de metilacion del pMGMT en los 119

gliomas.
D PTEN | pMGMT D PTEN | pMGMT

(10g23.3)| MET (10g23.3)| MET
O IDHmut y CD-1p19q |Glio 09 NO SI GBM IDHwt G49 NO NO
O IDHmut y CD-1p19q |H29 NO S| GBM IDHwt H23 NO NO
O IDHmut y CD-1p19q |G28 NO S| GBM IDHwt H47 NO NO
O IDHmut y CD-1p19q |G27 NO sl GBM IDHwt M7465 NO NO
O IDHmut y CD-1p19q |Glio 05 NO SI GBM IDHwt G09 SI NO
AD IDHmut Glio 15 NO NO GBM IDHwt H10 NO NO
AD IDHmut Glio 06 NO NO GBM IDHwt H26 NO NO
AD IDHmut H27 NO SI GBM IDHwt G37 NO NO
AD IDHmut Glio 13 NO SI GBM IDHwt H12 Sl NO
AD IDHmut G19 NO SI GBM IDHwt G36 Sl NO
AD IDHmut H11 NO SI GBM IDHwt H50 Sl NO
AD IDHmut H39 NO SI GBM IDHwt HO2 | NO
AD IDHmut H34 NO SI GBM IDHwt G18 | NO
AD IDHmut G35 NO Sl GBM IDHwt M7558 NO NO
AD IDHwt Glio 21 SI NO GBM IDHwt G40 | NO
OA IDHmut y CD-1p19q (G20 NO SI GBM IDHwt HO5 Sl NO
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OA IDHmut y CD-1p19q |H22 NO SI GBM IDHwt Glio 12 | |
OA IDHmut y CD-1p19q |Glio 22 NO SI GBM IDHwt HO8 | |
AA IDHmut H20 NO NO GBM IDHwt G12 NO Sl
AA IDHmut H18 NO Sl GBM IDHwt H19 Sl Sl
AA IDHmut M7463 Sl SI GBM IDHwt G39 Sl Sl
AA IDHmut HO6 NO Sl GBM IDHwt H32 NO Sl
AA IDHmut H41 Sl SI GBM IDHwt G10 Sl Sl
AA IDHmut H24 NO Sl GBM IDHwt H13 Sl Sl
AA IDHwt Glio 19 NO NO GBM IDHwt G42 NO Sl
AA IDHwt HO09 NO NO GBM IDHwt HO3 Sl Sl
AA IDHwt G25 NO NO GBM IDHwt H40 NO Sl
AA IDHwt H30 Sl NO GBM IDHwt H16 NO Sl
AA IDHwt H45 NO NO GBM IDHwt H17 Sl Sl
AA IDHwt M8597 NO NO GBM IDHwt G31 NO Sl
AA IDHwt H48 NO NO GBM IDHwt H42 Sl Sl
AA IDHwt Glio 04 Sl Sl GBM IDHwt M7545 Sl Sl
AA IDHwt H21 NO SI GBM IDHwt G11 NO Sl
AA IDHwt H31 NO SI GBM IDHwt G48 | Sl
GBM IDHmut M8961 Sl NO GBM IDHwt H49 | Sl
GBM IDHmut Glio 08 NO NO GBM IDHwt G47 | Sl
GBM IDHmut M7464 NO Sl GBM IDHwt Glio 03 | Sl
GBM IDHmut H15 Sl Sl GBM IDHwt Glio 14 NO Sl
GBM IDHmut Glio 16 Sl Sl GBM IDHwt G21 NO Sl
GBM IDHmut Glio 07 Sl Sl GBM IDHwt G26 NO Sl
GBM IDHmut M7698 Sl Si GBM IDHwt H43 | Sl
GBM IDHwt H35 SI NO GBM IDHwt G29 NO Sl
GBM IDHwt Glio 20 SI NO GBM IDHwt GO1 NO Sl
GBM IDHwt M7816 NO NO GBM IDHwt G16 NO Sl
GBM IDHwt G23 NO NO GBM IDHwt G24 Sl Sl
GBM IDHwt G30 SI NO GBM IDHwt Glio 11 Sl Sl
GBM IDHwt H28 SI NO GBM IDHwt G02 Sl Sl
GBM IDHwt G33 SI NO GBM IDHwt H25 Sl Sl
GBM IDHwt G32 NO NO GBM IDHwt H38 NO Sl
GBM IDHwt G45 SI NO GBM IDHwt G14 Sl Sl
GBM IDHwt Glio 02 NO NO GBM IDHwt H36 Sl Sl
GBM IDHwt Glio 10 SI NO GBM IDHwt H46 NO Sl
GBM IDHwt G46 SI NO GBM IDHwt M8376 NO Sl
GBM IDHwt Glio 18 NO NO GBM IDHwt H44 NO Sl
GBM IDHwt HO1 NO NO GBM IDHwt GO03 Sl Sl
GBM IDHwt G22 NO NO GBM IDHwt G15 NO Sl
GBM IDHwt G43 NO NO GBM IDHwt G17 NO |
GBM IDHwt G44 SI NO GBM IDHwt GO05 NO |
GBM IDHwt Glio 01 SI NO GBM IDHwt GO08 | Sl
GBM IDHwt H37 SI NO

O: oligodendroglioma. OA: oligodendroglioma anaplésico. AD: astrocitoma difuso. AA: astrocitoma anaplasico. GBM:
glioblastoma. mut: mutado. wt: wild type.
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En base a esto se puede distinguir 4 subgrupos tumorales:

e subgrupo I: tumores sin delecidén en el gen PTEN y el pMGMT metilado.

® subgrupo II: tumores sin delecién en el gen PTEN y el pMGMT no metilado.

e subgrupo llI: tumores con delecidon en el gen PTEN y el pMGMT metilado.

® subgrupo IV: tumores con delecion en el gen PTEN y el pMGMT no metilado.

La curva de OS de estos subgrupos tumorales (FIGURA 20) permite determinar un mejor
prondstico para el subgrupo | (OS-I: 27,8 meses) que incluye a los tumores sin delecién del
gen PTEN y pMGMT metilado, y peor prondstico para el subgrupo IV (OS-IV: 8,5 meses) que
abarca los tumores con delecién PTEN y pMGMT no metilado. Ademas, se puede observar OS

no estadisticamente significativos para los subgrupos Il y Ill.

100

EFECTO DE LA DELECION EN EL GEN PTEN Y
EL ESTADO DE METILACION DE pMGMT

ANALISIS DE SOBREVIDA KAPLAN-MEIER

80

& TIPO PROMEDIO 1C95%
z 60 Sub.l 27,8 18,1-37,4
3 Sub.Ii 14,7 84-209
2 Sub.lll 10,4 72-135
'g“ 40 sub.IV 8,5 54-116
H
@ Py
COMPARACION DE CURVAS DE SOBREVIDA
2 (TEST DE LOGRANK)
Chi-cuadrado 14,0748
Significancia p=0,0028

100

Time

Figura 20. Probabilidad de supervivencia de los tumores segun la delecién del gen PTEN y el
estado de metilacion del pMGMT. Se informa el tiempo promedio de supervivencia con su
intervalo de confianza del 95% (IC95%) y el valor Chi-cuadrado y valor p del test de Long-Rank.
Un p < 0.05 indica que la diferencia entre las curvas de supervivencia es significativa,

sugiriendo que hay una diferencia real en la supervivencia entre los grupos.

Estos datos indican que cuando las alteraciones (delecidon en el gen PTEN con delecion en
PMGMT o delecién en el gen PTEN con el pMGMT no metilado) coexisten en un glioma, se
puede identificar un subgrupo de alto riesgo que presenta tumores mas resistentes y de peor

evolucidn que pueden requerir enfoques mas agresivos o terapias alternativas.
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3.3.3. Andlisis del gen EGFR

El gen EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) se localiza en el cromosoma 7 (7p12), consta
de 28 exones y codifica un RTK transmembrana que pertenece a la familia ERBB. Este receptor
desempeiia un papel crucial en la proliferacion, supervivencia, migracién y diferenciacion
celular [94]. En gliomas, el gen EGFR presenta alteraciones que conducen a la activaciéon
constitutiva de la TK sin necesidad de ligando, mayor proliferacidn y resistencia a terapias, y
mal prondstico en pacientes con glioblastomas.

La amplificacién del gen EGFR es una de las alteraciones gendmicas mas frecuentes en gliomas
de alto grado y ocurre debido a la inestabilidad genédmica y seleccién clonal, que genera copias
extras del gen ya sea en minicromosomas dobles?, regiones en tandem? o reordenamientos
cromosomicos y translocaciones. Esto conduce a una sefializacién oncogénica exacerbada y
contribuye a la malignidad del glioma [95].

Los mecanismos moleculares que originan la amplificacién del gen EGFR aumentan la
probabilidad de errores durante la replicacién del ADN, facilitando mutaciones estructurales
gue pueden conferir resistencia a los farmacos inhibidores de TK (TKIl).

Durante la reparacion del ADN, las copias amplificadas del gen EGFR pueden sufrir
recombinaciéon homodloga defectuosa entre secuencias repetidas, provocando la eliminacién
de los exones 2 al 7 del gen (801 pb), dando lugar a una proteina truncada que carece de parte
del dominio extracelular (incluyendo la region de unién al ligando EGF/TGF-a) denominada
variante Ill (EGFRvIII) pero conserva los dominios transmembrana (anclaje a la membrana
celular) e intracelular (de actividad TK) [96].

La EGFRvIIl no requiere unién a ligando para activarse, y dimeriza espontaneamente
conduciendo a la autofosforilacién de su dominio TK e hiperactivacién de distintas vias de
sefializacion. Ademads, no se internaliza y ni degrada tras la activacién, perpetuando su
actividad oncogénica [96].

Estas alteraciones en el gen EGFR se han descrito en gliomas de alto grado y se asocian a

mayor agresividad y recurrencia temprana.

! Los minicromosomas dobles son pequefios fragmentos extracromosémicos que contienen mdltiples copias de
EGFR. No tienen centrémeros ni telémeros, por lo que se segregan de manera irregular durante la mitosis.
Permiten una rapida amplificacion génica sin integracion en el genoma principal.

2 Las Regiones de Amplificacién en Tandem son regiones cromosémicas que contienen multiples copias de
EGFR en tandem. Ocurren cuando las copias amplificadas se reintegran en el cromosoma original (7p12) u
otros cromosomas.
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Por la metodologia MLPA se determind el nimero de copias del gen EGFR (estado de ploidia)
para evaluar la presencia de amplificacién mediante 11 sondas MLPA que hibridan en 11
exones del gen (exones 1 al 8, 13, 16 y 23). Para la interpretacion de los resultados se
considerd: i) un ratio promedio > 1,50 como indicativo de amplificaciéon del gen EGFR, y ii) un
ratio promedio > 15,0 como indicativo de amplificacién alta del gen EGFR.

Para determinar la presencia de la EGFRvIII con esta técnica, se calculé el ratio promedio de
las sondas MLPA en los exones 2 al 7 y se dividié por el ratio promedio de las sondas MLPA
en los exones 1, 8, 13, 17 y 22 (ratio-EGFRvIIIl). Un ratio-EGFRvIII < 0,8 es indicativo de
presencia de la EGFRvIIl en el tumor [97].

La FIGURA 21 muestra las graficas obtenidas a partir de esta técnica para dos glioblastomas
IDHwt (H35 y H15).

En la TABLA 15 se resumen la frecuencia de la alteracién por entidad tumoral, mientras que
los resultados del nimero de copias del gen EGFR y presencia de la variante EGFRvIII de los

119 gliomas de la cohorte en estudio se detallan en la TABLA 16.

TABLA 15. Frecuencia de alteraciones en el gen EGFR en los 119 gliomas.

ENTIDAD GRADO N° CASOS
alteracion / Totales

amplificacion| EGFRvlIII

Astrocitoma difuso

Astrocitoma difuso, IDHmut 2 1/9 1/9

Astrocitoma difuso, IDHwt 2 0/1 0/1

Astrocitoma anaplasico

Astrocitoma anaplasico, IDHmut 3 3/6 2/6

Astrocitoma anaplasico, IDHwt 3 6/10 1/10

Glioblastoma

Glioblastoma, IDHmut 4 2/7 1/7

Glioblastoma, IDHwt 4 47 /78 11/47

Oligodendroglioma

Oligodendroglioma, IDHmut y CD-1p/19q 2 0/5 0/5

Oligodendroglioma anaplasico

Oligodendroglioma anaplasico, IDHmut y CD-1p/19q 3 0/3 0/3
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Figura 21. Grdficas obtenidas para muestras de 2 glioblastomas IDHwt. A. tumor sin

del gen EGFR y presencia de la

7

Icacion

del gen EGFR. B. tumor con amplif

s

Icacion

amplif

identifica las 11 sondas MLPA que hibridan en los exones del gen

EGFRvIIIl. Recuadro rojo

EGFRuIII.

io

aquellas sondas utilizadas para calcular el rat

EGFR. Recuadro verde

67



Ruiz M.F. Biomarcadores moleculares en gliomas.

TABLA 16. Presencia de amplificacion del gen EGFR y de EGFRvIIl en los 119 gliomas.

O IDHmut y CD-1p19q AD IDHmut AD IDHwt
Glio09 [H29 [G28 [G27  [Glio05 |Glio 15 |Glio06 |H27  |Glio13 [G19 [H11 [H39 [H34 [G35 |[Glio21
EGFR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR AMP NOR NOR NOR NOR NOR NOR
(7p11.2) (1,97)
EGFR vIll | NODET | NO DET | NO DET | NO DET | NO DET | NO DET | NO DET | NO DET (:I;I) NO DET | NO DET | NO DET | NO DET | NO DET NO DET
OA IDHmut y CD-1p19q |[AA IDHmut AA IDHwt
G20 [H22 [Glio22 [H20 [H18 |m7463 [HO6 |H41 [H24 |Glio19 [HO9 [G25 [H30 [H45 |w8597 [H48 [Glio04 [H21  [H31
EGFR AMP AMP AMP AMP AMP.AL| AMP AMP AMP AMP
(#p11.2) | "R | NOR | NOR faase) | NOR | NOR ] (259 | NOR | (ess) | VR | sen) | NN aom | w2 | "R | @2s) | ae | YR | ase)
EGFR vill | NO DET | NO DET | NO DET ((I)DI;Z) NO DET | NO DET (3513-) NO DET | NO DET | NO DET | NO DET | NO DET ((?i:;) NO DET NO DET NO DET | NO DET | NO DET | NO DET
M8961 |Glio 08 [M7464 [H15  [Glio 16 |Glio 07 [M7698 |H35  [Glio20 [M7816 [G23 [G30 |H28 [G33 [G32 |Gas  [Glio 02 |Glio 10 [G46
GBM IDHmut GBM IDHwt
EGFR AMPL AMP.AL AMP |AMP.AL( AMP AMP.AL
(7p11.2) NOR NOR NOR NOR (2,24) NOR (14,90) NOR NOR NOR NOR (2,22) 21,60) NOR NOR (1,67) NOR (21,02) NOR
EGFR vill | NO DET | NO DET | NO DET | NO DET ((?I;z) NO DET | NO DET | NO DET | NO DET | NO DET | NO DET | NO DET | NO DET | NO DET NO DET NO DET | NO DET | NO DET | NO DET
Glio18 [H01 [G22 [G43 [G44 [Glioo1 [H37 [G49 [H23 [H47 |m7465 [Go9 |H10 [H26 [G37 [H12 [G36 [H50 [HO2
GBM IDHwt
EGFR AMP.AL| AMP AMP AMP AMP.AL | AMP.AL| AMP AMP.AL| AMP AMP (AMP. AL
(7p11.2) | (41,19) | (2,20) | (7,38) | NOR | NOR | NOR T NOR 374 | NOR | (3o,08) |(2552) | (2as) | NOR | NOR | ONOR o750 | (020 | (213) | (3317)
EGFR vIll | NODET | NO DET | NO DET | NO DET | NO DET | NO DET | NO DET | NO DET | NO DET DET NO DET DET NO DET | NO DET NO DET NO DET DET DET NO DET
v (0,26) (0,74) (0.25) | (0,78)
G18 |M7558 [Gao [HO5 [Glio12 [HO8 [G12 [H19 [G39 [H32 [Gi0 [H13 [G42 [HO3  [H40 [H16 [H17 [G31 [H42
GBM IDHwt
EGFR AMP.AL AMP AMP | AMP.AL AMP | AMP.AL AMP | AMP.AL AMP AMP AMP.AL | AMP.AL | AMP.AL
(7p11.2) NOR (17,83) NOR (2,27) | (3,35) | (18,93) NOR (7,74) | (13,88) NOR (15,06) | (15,94) NOR (2,31) (4,92) NOR (21,71) | (23,05) | (11,71)
EGFR vill | NODET | NO DET | NO DET | NO DET | NO DET | NO DET | NO DET | NO DET | NO DET | NO DET (3217-) NO DET | NO DET (3515-) NO DET NO DET | NO DET | NO DET ((?I]E.L)
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Ruiz M.F. Biomarcadores moleculares en gliomas.

M7545 [G11 [G48 |H49 [G47 [Glio03 |Glio14 [G21 [G26 |H43 [G29 [Go1 [G16 [G24 |Glio11 [Go2 [H25 [H38 |G14
GBM IDHwt
EGFR AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP.AL AMP AMP AMP AMP
(7p11.2) | (140) | "R | (162) | 217) | (1,88) |(a951) | "R | NOR | 1ea) | (a5 | NOF | @esa| N | wrn | N | oy | 650 | (es) | NOR
EGFR vill | NO DET | NO DET | NO DET (85-;) NO DET | NO DET | NO DET | NO DET | NO DET | NO DET | NO DET (35-:_;) NO DET | NO DET NO DET NO DET (:E;) NO DET | NO DET
H36 |H46 [m8376 |H44 [Go3 [G15 617 [Gos  [Gos
GBM IDHwt
EGFR AMP NOR AMP | AMP.AL| AMP NOR AMP.AL| AMP AMP
(7p11.2) | (9,45) (3,90) | (37,39) | (2,08) (26,09) | (11,28) | (1,88)
EGFR vill | NODET | NO DET | NO DET | NO DET | NO DET | NO DET | NO DET (gi;) NO DET

O: oligodendroglioma. OA: oligodendroglioma anaplasico. AD: astrocitoma difuso. AA: astrocitoma anapldsico. GBM: glioblastoma. mut: mutado. wt: salvaje o wild type. AMP: amplificacion

del gen EGFR (1,50 > ratio promedio < 15,0). AMP.AL: amplificacion alta del gen EGFR (ratio promedio > 15,0).
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Ruiz M.F. Biomarcadores moleculares en gliomas.

La curva de OS de los subgrupos tumorales definidos por la amplificacion del gen EGFR
(FIGURA 22) permite observar un peor prondstico para aquellos tumores con amplificacién
del gen EGFR (OS-EGFRamp.aL: 9,2 meses y OS-EGFRamp: 13,6 meses) en relacion con aquellos
gliomas que no presentan esta alteracion (OS-EGFRnor: 21,9 meses).

Es importante distinguir que los gliomas con amplificaciéon del gen EGFR pueden presentar o
no la EGFRVIII. Considerando ambas alteraciones, se pueden definir 3 subgrupos tumorales:
® subgrupo I: tumores sin alteraciones en el gen EGFR.

® subgrupo II: tumores con amplificacién del gen EGFR y ausencia de la EGFRuvIII.

e subgrupo llI: tumores con amplificacién del gen EGFR y presencia de la EGFRvIII.

La curva de OS de estos subgrupos tumorales (FIGURA 23) permite determinar un peor
prondstico para el subgrupo Il (OS-11: 9,2 meses) y una OS no estadisticamente significativos

para los subgrupos | y Ill.

100 |—;

EGFR_7p11.2_

— AMPL 2
—— AMPLALTA EFECTO DE LA AMPLIFICIACION DEL GEN EGFR

80| —— NoRr ANALISIS DE SOBREVIDA KAPLAN-MEIER
TIPO PROMEDIO 1C95%

I AMPL.ALTA 9,2 4,3-14,0
z oo AMPL 13,6 8,5-18,7
: NOR 21,9 15,0 - 28,8
g
g wl COMPARACION DE CURVAS DE SOBREVIDA
H (TEST DE LOGRANK)

Chi-cuadrado 7,2193

Significancia p=0,0271

20—

L L L )
0 20 40 60 80 100
Time

Figura 22. Probabilidad de supervivencia de los tumores segtin la amplificaciéon del gen
EGFR. Se informa el tiempo promedio de supervivencia con su intervalo de confianza del 95%
(1C95%) y el valor Chi-cuadrado y valor p del test de Long-Rank. Un p < 0.05 indica que la
diferencia entre las curvas de supervivencia es significativa, sugiriendo que hay una diferencia

real en la supervivencia entre los grupos.
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M
3 grupo ANALISIS DE SOBREVIDA KAPLAN-MEIER
sl — TIPO PROMEDIO 1C95%
— Sub.l Sub.I 21,9 15,0 -28,8

_ Sub.lil 18,4 7,1-29,6
§ s0l— Sub.ll 9,9 6,8-13,1
3
3 COMPARACION DE CURVAS DE SOBREVIDA
< (TEST DE LOGRANK)
§ 40— Chi-cuadrado 8,534
(0]

Significancia p =0,0140

I g

_‘_L

i L L L
0 20 40 60 80 100
Time

Figura 23. Probabilidad de supervivencia de los tumores segtn los subgrupos determinados
por la amplificacion del gen EGFR y presencia de la EGFRvIII. Se informa el tiempo promedio
de supervivencia con su intervalo de confianza del 95% (IC95%) y el valor Chi-cuadrado y valor
p del test de Long-Rank. Un p < 0.05 indica que la diferencia entre las curvas de supervivencia

es significativa, sugiriendo que hay una diferencia real en la supervivencia entre los grupos.

Estos resultados indicarian que la amplificacion del gen EGFR es un factor prondéstico

independiente para los tumores gliales, mientras que la presencia de la EGFRvIII no lo seria.

3.3.4. Andlisis del gen CDKN2A/B

Los genes CDKN2A/B (Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A/B) son genes supresores de
tumores ubicados en el cromosoma 9 (9p21.3). Esta regidn es frecuentemente alterada en
varios tipos de cdncer, incluidos los gliomas [98]. EI gen CDKN2A codifica dos proteinas: i)
p16INK4a que inhibe las quinasas dependientes de ciclina (CDK4/6), impidiendo la progresion
del ciclo celular (bloqueo en la transicion G1->S) y p14ARF que estabiliza p53 al inhibir MDM?2,
promoviendo la apoptosis o la senescencia celular [99]. El gen CDKN2B codifica la proteina
p15INK4b, inhibidor de CDK4/6, con funciones similares a p16INK4a en la regulacién del ciclo
celular [99].

La delecidn del gen CDKN2A es una de las alteraciones gendmicas mas frecuentes en gliomas
astrocitarios de alto grado y ocurre debido a la inestabilidad gendmica, comuUn en canceres
agresivos. La region 9p21.3 es particularmente susceptible a pérdidas gendmicas debido a su
estructura fragil y a la presencia de repeticiones génicas y secuencias propensas a rupturas.
Por la metodologia MLPA se determind el nimero de copias de los genes CDKN2A/B (estado

de ploidia) para evaluar la presencia de delecién mediante 5 sondas MLPA que hibridan en 3
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exones del gen CDKN2A (exones 1 al 3) y 2 sondas MLPA que lo hacen en 2 exones del gen
CDKN2B (exones 1y 2) cuando se usa la MLPA Probemix P088. El estado de ploidia del gen
CDKN2A también puede verificarse con la MLPA Probemix P105, la cual contiene 4 sondas
MLPA que hibridan con los exones 1 al 4 del gen. Para la interpretacién de los resultados del
estado de ploidia de los genes CDKN2A/B se considero:

i) un ratio promedio < 0,35 como indicativo de delecién homocigota, y

ii) un ratio promedio de 0,36 a 0,70 como indicativo de delecion heterocigota.

La FIGURA 24 muestra las graficas obtenidas a partir de esta técnica para dos glioblastomas
IDHwt (G21 y G29).

En la TABLA 17 se resumen la frecuencia de la alteracién por entidad tumoral, mientras que
los resultados del nimero de copias para los genes CDKN2A/B de los 119 gliomas de la

cohorte en estudio se detallan en la TABLA 18.

TABLA 17. Frecuencia de alteraciones en los genes CDKN2A/B en los 119 gliomas.

ENTIDAD GRADO N° CASOS
Delecién / Totales

Astrocitoma difuso

Astrocitoma difuso, IDHmut 2 0/9
Astrocitoma difuso, IDHwt 2 0/1
Astrocitoma anaplasico

Astrocitoma anaplasico, IDHmut 3 3/6
Astrocitoma anaplasico, IDHwt 3 6/10
Glioblastoma

Glioblastoma, IDHmut 4 3/7
Glioblastoma, IDHwt 4 42 /78
Oligodendroglioma

Oligodendroglioma, IDHmut y CD-1p/19q 2 2/5

Oligodendroglioma anaplasico

Oligodendroglioma anaplasico, IDHmut y CD-1p/19q 3 1/3
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Figura 24. Grdficas obtenidas para muestras de 2 glioblastomas IDHwt. A. tumor sin

delecion en los genes CDKN2A/B. B. tumor con deleciéon en los genes CDKN2A/B. La linea

dentifica las sondas MLPA que hibridan en los exones de los genes CDKN2A/B.

rojai
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ABLA 18. Prese a de delecion de los gene D A/B e 0 9 glIo
0 IDHmut y CD-1p19q AD IDHmut D IDHwt
Glio09|H29 [G28 |G27 [Glio 05|Glio 15|Glio 06|H27 [Glio13|G19 [H11 |[H39 [H34 [G35 |Glio 21
CDKN2A/2B DEL DEL
(op213) | NOR | NOR | oo | NOR | 016y NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR
OA IDHmut y CD-1p19q|AA IDHmut AA IDHwt
G20 [H22 [Glio22|H20 [H18 [m7463[HO6 [H41 [H24 [Glio19[HO9 [G25 |[H30 [H45 [M8597 |[H48 [Glio04[H21 [H31
CDKN2A/2B DEL DEL DEL DEL | DEL | DEL | DEL
0p21.3) | NOR | (059) | NOR | (0,52 | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | oo | ocor | o401 | (0,43) | (051) | NOR
M8961 |Glio 08| M7464 |H15 |Glio 16 |Glio 07 |M7698|H35 |Glio 20/M7816(G23 [G30 [H28 [G33 [G32 |G45 |Glio 02 |Glio 10]|G46
GBM IDHmut GBM IDHwt
CDKN2A/2B DEL | DEL DEL DEL DEL DEL DEL | DEL | DEL
(9p223) | NOR | NOR | 031) | (0,23) | NOR | NOR 1 (0,12) | NOR [ (0,17) | NOR [ (037 | NOR | NOR (052 MNOR |(0,32)] (0,64) | (0,a5) | NOR
Glio18|HO1 [G22 |G43 |G44 |[Glio01][H37 [G49 [H23 [H47 |M7465|G09 |H10 [H26 [G37 [H12 [G36 |H50 [HO2
GBM IDHwt
CDKN2A/2B | DEL DEL DEL | DEL | DEL DEL | DEL DEL | DEL | DEL
(9p22.3) | (0,28)| " | 10,50) | VR | (0,49) | (0,50) | (0,64) | VR | NOR | (0,05) | (0,52) | NOR | NOR | NOR | NOR 1 004)| 0,25) | (0,57 | NOR
G18 |M7558|G40  |HO5 |Glio12|HO8 [G12 [H19 [G39 [H32 [G10 [H13 |G42 [HO3 [H40 [H16 [H17 |G31 [H42
GBM IDHwt
CDKN2A/2B | DEL | DEL DEL DEL DEL DEL DEL | DEL DEL
(9p21.3) | (035) | (0,72) | NOR | NOR | NOR 1 539) | NOR | (0,000 | MO [(o,57) | NOR | NOR | NOR 054y | NOR L(0,51)] 10,20 | VR | (0,05)
M7545(G11  [G48 [H49 [G47 |[Glio03|Glio14|G21 [G26 |H43 [G29 [Go1 [G16 [G24 [Glio11 [Go2 |H25 |[H38 |[G14
GBM IDHwt
CDKN2A/2B DEL | DEL | DEL DEL DEL | DEL | DEL DEL DEL DEL DEL | DEL
9p223) | VR (0,15 | (0,38) | (0,31) | "R | (0,200 MR | (0,30) | (0,35) | (0,58) | NOR | 0,53) | VR | (0,09 | MNOR l10,23)| "R | (0,47) | (0,09)
H36 |H46 [m8376|H44 [Go3 [G15 [G17 [Gos |Gos
GBM IDH wt
CDKN2A/2B | DEL DEL DEL | DEL | DEL
9p213) | (0,16) | NOR | NOR | 500) | NOR | NOR | 5 10)| (0,5) | (0,25)

O: oligodendroglioma. OA: oligodendroglioma anaplasico. AD: astrocitoma difuso. AA: astrocitoma anapldsico. GBM: glioblastoma. mut: mutado. wt: salvaje o wild type.
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La curva de OS de los subgrupos tumorales definidos por la delecién de los genes CDKN2A/B
(FIGURA 25) permite observar un peor prondstico para aquellos tumores con delecion de los
genes CDKN2A/B (OS-CDKN2A/Bpei: 9,8 meses) en relacion con aquellos gliomas que no
presentan esta alteracion (OS-CDKN2A/Bnor: 23,4 meses).

100 [~

CDKN2A_B

_— Bgl)i EFECTO DE LA DELECION DEL GEN CDKN2A/B

sl ANALISIS DE SOBREVIDA KAPLAN-MEIER

TIPO PROMEDIO 1C95%
s DEL 9,8 6,4-13,1
= el NOR 23,4 16,7 -30,1
z
3 COMPARACION DE CURVAS DE SOBREVIDA
ey (TEST DE LOGRANK)
z 0= Chi-cuadrado 14,7764
@ Significancia p =0,0001

20

L L L L L
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Time

Figura 25. Probabilidad de supervivencia de los tumores segun la delecidon de los genes
CDKN2A/B. Se informa el tiempo promedio de supervivencia con su intervalo de confianza
del 95% (IC95%) y el valor Chi-cuadrado y valor p del test de Long-Rank. Un p < 0.05 indica
qgue la diferencia entre las curvas de supervivencia es significativa, sugiriendo que hay una

diferencia real en la supervivencia entre los grupos.

Cuando se considera el estado de ploidia de los genes CDKN2A/B (FIGURA 26), los subgrupos
tumorales con delecidn homocigota o heterocigota no presentan una OS estadisticamente
significativa entre si (OS-CDKN2A/Buer: 8,3 meses y OS-CDKN2A/Bhomo: 10,8 meses) en
comparacion a la ausencia de esta alteracion (OS-CDKN2A/Bnor: 24,0 meses).

Estos resultados indicarian que la delecion de los genes CDKN2A/B es un factor prondstico
independiente para los tumores gliales, mientras que la distincién entre el estado de ploidia

no aportaria informacidn prondstica.
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Figura 26. Probabilidad de supervivencia de los tumores segun los subgrupos determinados
por la delecion homocigota o heterocigota de los genes CDKN2A/B. Se informa el tiempo
promedio de supervivencia con su intervalo de confianza del 95% (IC95%) y el valor Chi-
cuadrado y valor p del test de Long-Rank. Un p < 0.05 indica que la diferencia entre las curvas
de supervivencia es significativa, sugiriendo que hay una diferencia real en la supervivencia

entre los grupos.

3.3.5. Andlisis del gen PDGFRA

El gen PDGFRA (Platelet-Derived Growth Factor Receptor Alpha) se localiza en el cromosoma
4 (4912), consta de 21 exones y codifica un RTK implicado en la proliferacidn, supervivencia y
migracion celular [100]. Las alteraciones del gen PDGFRA se han descrito en gliomas de estirpe
astrocitaria, siendo las de mayor frecuencia la amplificacién gendmica lo cual conduce a la
sobreexpresién del receptor y una hiperactivacién de vias de sefializacién protumorales (PI3K,
RAS). También se han reportado deleciones intragénicas que genera isoformas truncadas con
activacion constitutiva [101].

La metodologia MLPA puede utilizarse para evaluar el estado de ploidia del gen PDGFRA. En
la Probemix P105 se incluyen 3 sondas MLPA que hibridan en los exones 3, 5y 22 del gen.
Para la interpretacion de los resultados del estado de ploidia del gen PDGFRA se considero:
i) un ratio promedio < 0,75 como indicativo de delecién y

ii) un ratio promedio > 1,25 como indicativo de amplificacion génica.

En la TABLA 19 se resumen la frecuencia de la alteracién por entidad tumoral mientras que
los resultados del niumero de copias para los genes PDGFRA de los 119 gliomas de la cohorte

en estudio se detallan en la TABLA 20.
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TABLA 19. Frecuencia de alteraciones en el gen PDGFRA en los 119 gliomas. \

ENTIDAD GRADO | N° CASOS
Delecién / |Amplificacién /

Totales Totales
Astrocitoma difuso
Astrocitoma difuso, IDHmut 0/9 0/9
Astrocitoma difuso, IDHwt 2 0/1 0/1
Astrocitoma anaplasico
Astrocitoma anaplasico, IDHmut 0/6 0/6
Astrocitoma anaplasico, IDHwt 2/10 1/10
Glioblastoma
Glioblastoma, IDHmut 4 1/7 2/7
Glioblastoma, IDHwt 4 18 /78 10/78
Oligodendroglioma
Oligodendroglioma, IDHmut y CD-1p/19q 2 0/5 0/5
Oligodendroglioma anaplasico
Oligodendroglioma anaplasico, IDHmut y CD-1p/19q 3 0/3 1/3

La curva de OS de los subgrupos tumorales definidos cuando se consideran por separado la

delecion o la amplificacion del gen PDGFRA (FIGURA 27) permite observar un mejor

prondstico para aquellos tumores sin alteraciones en el gen (OS-PDGFRANor: 20,3 meses) en

relacion con aquellos gliomas que presentan delecion (OS-PDGFRApei: 9,3 meses) o

amplificacién (OS-PDGFRAampL: 6,6 meses).
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ABLA 20 ese a de delecion del gen PD RA € 0 9 glio
0 IDHmut y CD-1p19q AD IDHmut D IDHwt
Glio09|H29 |G28 [G27 |Glio 05|Glio 15|Glio 06 |H27 |Glio13|G19 [H11 |H39 [H34 [G35 |Glio21
P(Zﬁig)‘\ NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR
OA IDHmut y CD-1p19q|AA IDHmut AA IDHwt
G20 [H22 [Glic22|H20 [H18 [m7463|H06 [H41 |H24 |[Glio19[H09 [G25 [H30 [H45 [m8597 [H48 |[Glio04[H21 [H31
PDGFRA AMPL DEL AMPL DEL
T NOR | (3, | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | "o\ | NOR | oo | NOR | NOR | ' | NOR | NOR
M8961 |Glio 08|M7464 |H15  |Glio 16 |Glio 07 |M7698|H35 |Glio 20/M7816(G23 [G30 [H28 [G33 [G32 |G45 |Glio 02 |Glio 10]|G46
GBM IDHmut GBM IDHwt
PDGFRA AMPL | AMPL | DEL AMPL DEL DEL
NOR | NOR | NOR NOR NOR | NOR | NOR | NOR NOR | NOR | NOR | NOR NOR
(aqrz)) | "OR | NOR | NOR Jii573)| (1,64) [ (0,50) | NN | (5,08 | NOR | NOR | NOR | NOR |} (g 5g) | NOR | MNOR | NOR | NOR 0,33 | MO
Glio18|HO1 [G22 |G43 |G44 |[Glio01][H37 [G49 [H23 [H47 |m7465|G09 |H10 [H26 [G37 [H12 [G36 |H50 [HO2
GBM IDHwt
PDGFRA | DEL AMPL [ DEL AMPL [ DEL DEL
NOR | NOR | NOR NOR | NOR | NOR NOR | NOR | NOR | NOR NOR | NOR | NOR
(4a12) | (0,00) | "OR | NOR | NOR | 554) | (0,an) | NOR | NOR | NOR [ (547) [ (000 | MOR | NOR | NOR] NOR' [ 0,00 | MOR | NOR | NO
G18 |M7558|G40  [HO5 |Glio12|HO8 [G12 |H19 [G39 |H32 [G10 [H13 [G42 [HO3 |H40 [H16 |H17 [G31 [H42
GBM IDHwt
PDGFRA | DEL | DEL AMPL [ DEL DEL AMPL DEL | DEL
NOR | NOR NOR | NOR | NOR | NOR | NOR NOR NOR | NOR NOR
(4q12) | (0,35) | (0,67) | VR | NOR | (2,36) | (0,00) | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR 1 500) | NOR |(1364) MN° OR | (0,62) | (0,00 | N
M7545|G11  [Ga8 |H49 [G47 |Glio03|Glio14[G21 [G26 |H43 [G29 [Go1 [Gi6 [G24 [Glio11 [Go2 [H25 |[H38 [G14
GBM IDHwt
PDGFRA DEL DEL | DEL |AMPL AMPL DEL | AMPL
eror NOR | NOR | 0 oo | NOR | o 1 0,00) | (0,32) | NOR | (26,277 NOR | NOR | o'ce) | (s,82) | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR
H36 |H46 [m8376/H44 [Go3 [G15 [G17 [Gos |Gos
GBM IDH wt
PDGFRA | AMPL AMPL DEL | DEL
4g12) | (153 | NOR | NOR | (5 sor| NOR | o' | 0,00) | NOR | NOR

O: oligodendroglioma. OA: oligodendroglioma anaplasico. AD: astrocitoma difuso. AA: astrocitoma anapldsico. GBM: glioblastoma. mut: mutado. wt: salvaje o wild type.
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Figura 27. Probabilidad de supervivencia de los tumores segun la alteracion del gen
PDGFRA. Se informa el tiempo promedio de supervivencia con su intervalo de confianza del
95% (1C95%) y el valor Chi-cuadrado y valor p del test de Long-Rank. Un p < 0.05 indica que la
diferencia entre las curvas de supervivencia es significativa, sugiriendo que hay una diferencia

real en la supervivencia entre los grupos.

Cuando se considera el tipo de alteracién génica (FIGURA 28), los subgrupos tumorales con
delecion o amplificacion no presentan una OS estadisticamente significativa entre si (OS-
PDGFRApe: 10,8 meses y OS-PDGFRAawmpL: 6,6 meses) en comparacion a la ausencia de esta

alteracion (OS-PDGFRANor: 20,3 meses).
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Figura 28. Probabilidad de supervivencia de los tumores segun los subgrupos determinados
por la delecion o amplificacion del gen PDGFRA. Se informa el tiempo promedio de
supervivencia con su intervalo de confianza del 95% (IC95%) y el valor Chi-cuadrado y valor p
del test de Long-Rank. Un p < 0.05 indica que la diferencia entre las curvas de supervivencia

es significativa, sugiriendo que hay una diferencia real en la supervivencia entre los grupos.
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Estos resultados indicarian que una alteracion en el gen PDGFRA es un factor prondstico
independiente para los tumores gliales, mientras que la distincidén entre el tipo de alteracién

no aportaria informacion prondstica.

3.3.6. Andlisis de los genes CDK4 y MDM_2, y el MicroRNA 26a-2 (MIR26A2)

Estos tres genes desempefian roles criticos en la patogénesis de los gliomas, especialmente
en los glioblastomas. Se localizan en el cromosoma 12 (12g13-q15) y frecuentemente se
encuentran co-amplificados en estas neoplasias.

El gen CDK4 (Cyclin-Dependent Kinase 4) codifica una proteina quinasa que regula el ciclo
celular (transicion G1->S) al fosforilar la proteina pRB vy liberar factores de transcripcion
promotores de proliferacién [102].

El gen MDM2 (Mouse Double Minute 2 Homolog) codifica para la E3 ubiquitina ligasa que
produce la degradacién de p53 llevando a la célula a escapar de los mecanismos de apoptosis
y senescencia [102].

Por otro lado, el MicroRNA 26a-2 (MIR26A2) se encuentra en el intron 12 del gen CTDSP2,
localizado en la region 12q14.1 (misma regién que CDK4 y MDM2), y codifica una fosfatasa
implicada en la regulacién del ciclo celular. MIR26A2 es transcrito junto con el gen CTDSP2
(como parte de su ARN primario, o pri-miRNA) y luego procesado para generar el microRNA
maduro. MIR26A2 regula negativamente al gen PTEN, entre otros, y activa la via
PI3K/AKT/mTOR. [103]

La metodologia MLPA permite evaluar el estado de ploidia de estos genes. En la Probemix
P105 se incluyen sondas MLPA que hibridan en los exones 4 y 8 del gen CDK4, exones 2 y 10
del gen MDM2 y del exén 1 del gen MIR26A2. Para la interpretacion de los resultados del
estado de ploidia del gen PDGFRA se consideré:

i) un ratio promedio < 0,75 como indicativo de delecién y

ii) un ratio promedio > 1,25 como indicativo de amplificacién génica.

En la TABLA 21 se resumen la frecuencia de la alteracién por entidad tumoral mientras que
los resultados del niumero de copias para los genes CDK4, MDM2 y MIR26A2 de los 119

gliomas de la cohorte en estudio se detallan en la TABLA 22.
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TABLA 21. Frecuencia de alteraciones en los genes CDK4, MDM2 y MIR26A2 en los 119

gliomas.

ENTIDAD GRADO N" CASOS

CDK4 MDM2 | MIR26A2
Astrocitoma difuso
Astrocitoma difuso, IDHmut 2 0/9 2/9 1/9
Astrocitoma difuso, IDHwt 2 0/1 0/1 0/1
Astrocitoma anaplasico
Astrocitoma anaplasico, IDHmut 3 1/6 1/6 1/6
Astrocitoma anaplasico, IDHwt 3 1/10 2/10 6/10
Glioblastoma
Glioblastoma, IDHmut 4 2/7 1/7 2/7
Glioblastoma, IDHwt 4 32/78 | 27/78 42 /78
Oligodendroglioma
Oligodendroglioma, IDHmut y CD-1p/19q 2 1/5 0/5 2/5
Oligodendroglioma anaplasico
Oligodendroglioma anaplasico, IDHmut y CD-1p/19q 3 0/3 0/3 1/3

En general, las deleciones completas de estos genes son raras en gliomas, pero pueden ocurrir
en contextos especificos, especialmente en subtipos moleculares particulares. Los resultados
obtenidos revelan deleciones frecuentes, al menos de los exones estudiados, de estos genes
no indicando esto delecidén completa del gen. Se ha descrito deleciones somaticas parciales
en el gen CDK4 en gliomas con inestabilidad cromosdmica, por ejemplo, en determinados
glioblastomas con amplificaciones complejas. Sin embargo, la pérdida del gen CDK4 no es un
biomarcador establecido en gliomas, a diferencia de su amplificacién que es mas relevante.
Con respecto a MIR26A2 (12q14.1), su pérdida no seria ventajosa para el tumor, pero podria
asociarse a mayor sensibilidad a terapias (al perder mecanismos de resistencia mediados por
miR-26a). Finalmente, dado que el gen MDM2 es critico para la inactivacion de p53 (su
pérdida reactivaria la apoptosis), una delecién de este gen podria no ser perjudicial, ya que

p53 ya estd inactivado, pudiendo tedricamente mejorar la respuesta a radioterapia.
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AB A Pre e d e d e 0 e 0[S 0 :‘ e ) 4 ) R DA e 0 : U
0 IDHmut y CD-1p19q AD IDHmut AD IDHwt
Glio09 |H29 [G28  [G27  |Glio 05 |Glio 15 |Glio06 [H27  |Glio13 [G19 [H11 [H39 [H34 [G35 |Glio21
CDK4 | AMPL
(12q18.1) | (2.45) | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR NOR
AMPL AMPL DEL
MIR26A2 | o | NOR | NOR | ;' | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | o | NOR NOR
MDM2 DEL | DEL
(12q15) | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | oco | oo\ | NOR NOR
OA IDHmut y CD-1p19q _ |AA IDHmut AA IDHwt
G20 [H22 [Glio22 [H20 |H18 |m7463 [HO6 |H41 [H24 [Glio19 [HO9 [G25 [H30 |H45 |m8597 [H48 [Glio04 [H21  [H31
CDK4 AMPL DEL
(12q14.0) | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | o0 | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR NOR NOR | 000y | NOR | NOR
DEL AMPL | DEL DEL | DEL AMPL | DEL DEL
MIR26A2 | NOR | NOR | .| NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | jyun | oo | NOR | 000 | oo | NOR NOR |1 261 | 10.00) | MR | (0,00)
MDM2 AMPL AMPL DEL
(12q15) | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | )0 | NOR | NOR | )0 | NOR | NOR NOR NOR | o) | NOR | NOR
M8961 |Glio 08 [M7464 |H15  [Glio 16 |Glio 07 [M7698 |H35  [Glio20 [M7816 [G23 [G30 |H28 [G33 [G32 |Gas  [Glio 02 |Glio 10 |G46
GBM IDHmut GBM IDHwt
CDK4 AMPL | AMPL AMPL AMPL AMPL DEL AMPL | DEL
(12q14.0) | NOR | NOR | NOR | NOR 1 1a65) | a32) | "OR |(19,09)| "R | a0m | "R |aze)| NOR | NOR | NOR 1 (056) | NOR |(1048)] (047)
AMPL AMPL | AMPL AMPL | DEL | DEL DEL AMPL | DEL
MIR26A2 | NOR | NOR | NOR | NOR | \oc | NOR | "y o | oo | NOR | NOR | | i | oo | NOR NOR | 501 | NOR | (s.85) | (0,00)
MDM2 DEL AMPL AMPL | DEL DEL DEL | DEL
(12q15) | NOR | NOR | NOR | NOR | NOE | %, | NOR | NOR | NOR | ‘oo NOR | joci | o0 | NOR NOR | 000) | NOR | (000) | (0,00)
Glio18 [H01 [G22 [G43 [G4a4 [Glioo1 [H37 [Ga9 [H23 [H47 [m7465 [Go9 [H10 [H26 [G37 [H12 [G36 [H50 [HO2
GBM IDHwt
CDK4 | AMPL | DEL DEL | AMPL DEL | AMPL DEL DEL
(12q18.1) | (331) | (050) | NOR | NOR | 'car | a6a) | NOR | (052) | (a52) | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR NOR | 0cg) | NOR | NOR | o)
DEL | DEL | DEL DEL DEL | AMPL | DEL | DEL | AMPL DEL AMPL | DEL
MIR26A2 | (0,00) | (0,37) | (0,000 | V® | (0,000 | MR | NOR | (0,00) | (4,80) | (0,00) | (0,00 | (1,55 | NOR | NOR | NOR 1 500) | NOR | (1,53) | (0,00)
MDM2 | DEL DEL | AMPL DEL DEL DEL AMPL
(12q15) | (0,51 | NOR | NOR | NOR | oo | 5oy | NOR [ (0.35) | NOR | (g00) | NOR | NOR | NOR | NOR NOR | 050y | NOR | NOR |/l

82




Ruiz M.F. Biomarcadores moleculares en gliomas.

G18 |m7558 [Ga0 [HO5  |Glio12 [HO8 [G12 |H19 [G39 |H32 10 [H13 [G42 |[HO3  [H40 lH16 [H17 [e31 [H42
GBM IDHwt
CDK4 DEL AMPL | AMPL | AMPL | DEL DEL AMPL
(12q14.0) | 0.48) | R | (5.2) |(12,89) | (6,09) | (050) | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | o | NOR | NOR NOR NOR | NOR | 250 | NOR
DEL | AMPL | AMPL | AMPL | DEL | DEL DEL DEL DEL DEL | AMPL
MIR26A2 | NOR | (900) | (4,3) |(1048)] (4,98) | (0,00) | (0,00) | NOR | NOR | NOR | NOR 1 (500) | "R | (0,56) | (0,000 | N°F | (0,00) | (7,68) | R
MDM2 AMPL | DEL | AmPL DEL DEL DEL | AMPL
12q15) | N | (170) | (0.30) |(1355)| NOR | (0,00 | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | '\ | NOR | NOR NOR NOR | o00) | (22,80) | NOR
M7545 [G11  [Ga8 |H49 |G47 [Glio03 |Glio14 |G21 [G26 |H43 |G29 [Go1 |G16 [G24 [Glio11 [Go2 |H25 |H38 [G14
GBM IDHwt
CDK4 | AMPL DEL AMPL | DEL | AmPL DEL | AMPL [ AMmPL
(12q18.2) | (7.26) | NOR | (054 | NOR | (6:87) | (050) | (6,8a) | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | o | o | (1603 | NOR | NOR | NOR | NOR
AMPL AMPL | DEL | AmPL AMPL DEL | AMPL DEL
MIR26A2 | ) c\ | NOR | NOR | NOR | o | oo | (5og) | NOR | (1 [ NOR | NOR | NOR || "0 | "y | NOR NOR | ;o) | NOR | NOR
MDM2 DEL DEL | DEL AMPL
(12q15) | NOR | NOR | oory | NOR | ooy | (0,00 | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | -0/ | NOR | NOR | NOR | NOR
H36 |H46 [m8376 |H44 |Go3 [Gi15 [G17 [Gos  [Gos
GBM IDHwt
CDK4 AMPL DEL | DEL
(12q14.1) | NOR | NOR || gci | NOR | NOR | o0 | ) | NOR | NOR
DEL | DEL DEL | DEL
MIR26A2 | NOR | NOR | oo | oo | NOR | (oo | o0 | NOR | NOR
MDM2 AMPL | DEL DEL
(12q15) | NOR | NOR | 1o | 000y | NOR | NOR | oup) | NOR | NOR

O: oligodendroglioma. OA: oligodendroglioma anaplasico. AD: astrocitoma difuso. AA: astrocitoma anaplasico. GBM: glioblastoma. mut: mutado. wt: wild type.
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Cuando se analizan las curvas de OS para los subgrupos tumorales considerando Unicamente
la amplificacién génica, no se observa una correlacién estadisticamente significativa (p >
0,005 en el test de Logrank) con respecto a aquellos tumores con estos genes no amplificados
(datos no mostrados). Sin embargo, la curva de OS de los subgrupos tumorales definidos
cuando se consideran las alteraciones (amplificacién o delecién) de los genes SDK4, MDM2 y
MIR26A2 por separado (FIGURA 29) permite observar un mejor prondstico para aquellos
tumores sin alteraciones en estos genes (OS-CDK4nor: 19,6 meses; 0S-MDM2nor: 19,9 meses;
0S-MIR26A2nor: 21,0 meses) en relacidn con aquellos gliomas que presentan la alteracion.
Estos resultados indicarian que la amplificacidon o delecién de los exones estudiados por esta
metodologia en estos genes serviria como un factor prondstico para los tumores gliales.

En gliomas, especialmente en glioblastomas, la interaccién entre el microRNA-26a-2 y PTEN
juega un papel critico en la progresidon tumoral, resistencia a terapias y mal prondstico.
MIR26A2 se une al 3’'UTR del ARNm de PTEN, inhibiendo su traducciéon o promoviendo su
degradacion. Esto conduce a una disminucién en la expresion de PTEN dando lugar a la
activacion constitutiva de la via PI3K/AKT/mTOR (una ruta prosupervivencia y proliferacién
celular). Por lo que la sobreexpresién de MIR26A2 suprime PTEN, lo que acelera el
crecimiento tumoral.

Este efecto de agresividad bioldgica del tumor y resistencia terapéutica debido a la
amplificacién de MIR26A2 se veria potenciado ante la delecidn del gen PTEN. La comparacién
de estas alteraciones para los 119 gliomas de la cohorte en estudio se detalla en la TABLA 23.
Para evaluar esto, subdividimos la cohorte de 119 gliomas en subgrupos tumorales segun:

® subgrupo I: tumores sin alteraciones en MIR26A2 y el gen PTEN.

e subgrupo Il: tumores sin amplificaciéon de MIR26A2, pero delecidn del gen PTEN.

subgrupo llI: tumores con amplificacion de MIR26A2, pero sin delecién del gen PTEN.

subgrupo IV: tumores con alteraciones en MIR26A2 y el gen PTEN.
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F (TEST DE LOGRANK)
2l Chi-cuadrado 6,9258
—| Significancia p=0,0313
o5 1 1 I | 1 1
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Time
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ANALISIS DE SOBREVIDA KAPLAN-MEIER

TIPO PROMEDIO 1C95%
g AMPL 14,4 54-233
£ o DEL 10,8 6,7-149
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Figura 29. Probabilidad de supervivencia de los tumores segun los subgrupos determinados
por la alteracién en los genes CDK4 (A), MDM2 (B) y MIR26A2 (C). Se informa el tiempo
promedio de supervivencia con su intervalo de confianza del 95% (IC95%) y el valor Chi-
cuadrado y valor p del test de Long-Rank. Un p < 0.05 indica que la diferencia entre las curvas
de supervivencia es significativa, sugiriendo que hay una diferencia real en la supervivencia

entre los grupos.
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O IDHmut y CD-1p19q AD IDHmut AD IDHwt
Glio09 [H29 [G28 [G27  [Glio 05 |Glio 15 |Glio06 |H27  |Glio13 [G19 [H11 [H39 [H34 [G35 |Glio21
Mfl\zﬂep‘tz— SI NO | NO SI NO NO | NO NO NO | NO NO | NO NO NO NO
PTEN.DEL]| NO | NOo | NO [ NO [ NO NO | NO NO NO | NO NOo | NO NO NO sl
OA IDHmut y CD-1p19q [AA IDHmut AA IDHwt
G20 [H22 [Glio22 [H20 [H18 [m7463 |HO6 |H41 |H24 |Glio19 [H0O9 [G25 [H30 [H45 |m8597 |H48 |Glio04 [H21  [H31
MTI\ZAGPALZ- NO | NO | NO | NO | NO NO | NO NO SI NO NO | NO NO NO NO SI NO NO NO
PTEN.DEL]| NO | NOo | NOo | NO [ NO sI NO sI NO | NO NO | NO s NO NO NO sl NO NO
M8961 |Glio 08 [M7464 |H15  |Glio 16 |Glio 07 [M7698 |H35  |Glio20 |[M7816 [G23 [G30 |H28 [G33 [G32 |Gas  [Glio 02 |Glio 10 [G46
GBM IDHmut GBM IDHwt
Mfl\znspltz- NO | NO | NO | NO sl NO sl SI NO | NO SI NO NO NO NO NO | NO SI NO
PTEN_DEL| s NO | NO sI sl sl sl sl sl NO NO sl s s NO sl NO sl sI
Glio18 [H01 [G22 [G43 [G4a4 [Glio01 [H37 [Ga9 [H23 [H47 [m7465 [Go9 |H10 [H26 |[G37 [H12 [G36 [H50 [HO2
GBM IDHwt
Mfl\znsp’tz— NO | NO | NO | NO | NO NO | NO NO sI NO NO I NO NO NO NO | NO SI NO
PTEN.DEL]| NO | NO | NO [ NO sl sl sl NO NO | NO NO sl NO NO NO sl sl sl sI
G18 [M7558 [Ga0 [HO5  [Glio12 [HO8 [G12 |H19 [G39 [H32 [Gi0 [H13 [G4a2 [HO3  [H40 Hi6 [H17 [G31 [H42
GBM IDHwt
Mf'\znepltz— NO | NO sI sI sl NO | NO NO NO | NO NO | NO NO NO NO NO | NO Sl NO
PTEN DEL| NO | NO sl sl sl sI NO sI sI NO sl sl NO sl NO NO sl NO sI
M7545 [G11 [G48 |H49 |G47 |Glio03 |Glio14 [G21 |G26 |H43 [G29 |Go1 [Gl6 [G24 |Glio11 [Go2 |H25 [H38 |G14
GBM IDHwt
Mfl\zﬂsp'tz- sI NO | NO | NO Sl NO Sl NO sI NO NO | NO NO SI NO NO | NO NO NO
PTEN_DEL | s NO S| S| S| S| NO NO NO S| NO | NO NO S| S| S| S| NO sI
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H36 H46 M8376 [H44 GO03 G15 G17 GO05 G038

GBM IDHwt
MIR26A2_
AMPL NO NO NO NO NO NO NO NO NO
PTEN_DEL Sl NO NO NO Sl NO NO NO Sl

O: oligodendroglioma. OA: oligodendroglioma anaplasico. AD: astrocitoma difuso. AA: astrocitoma anapldsico. GBM: glioblastoma. mut: mutado. wt: salvaje o wild type.
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La curva de OS de estos subgrupos tumorales (FIGURA 30A) permite determinar un peor
pronodstico para los subgrupos Il y IV (OS-Sub.ll: 10,4 meses y OS-Sub.ll: 11,4 meses) con
respecto a los otros subgrupos (OS-Sub.l: 21,1 meses y OS-Sub.lll: 21,2 meses). Sin embargo,
no se evidencia diferencia estadisticamente significativa para la OS entre los subgrupos Il y IV,
y entre los subgrupos | y Ill. Esto podria significar que el efecto prondstico de la delecion de
PTEN como biomarcador es determinante cuando se compara con la amplificaciéon de
MIR26A2. Para corroborar esto, se realizé la curva de OS unificando estos subgrupos
tumorales segun (FIGURA 30B):
e subgrupo I / IlI: OS de 21,1 meses - comprende a los tumores sin delecion del gen PTEN y
con o sin alteraciones en MIR26A2)
e subgrupo Il / 1V: OS de 10,4 meses - comprende a los tumores con delecién del gen PTEN

y con o sin alteraciones en MIR26A2.

SUBGRUPO
= Sub. Il

A 100
[ — Subll .
— Subll EFECTO DE LA AMPLIFICACION DE MIR26A2 Y
80 -= SublV DELECION DEL GEN PTEN

ANALISIS DE SOBREVIDA KAPLAN-MEIER

£ TIPO PROMEDIO 1€95%
%‘ sub. 11l 21,2 4,5-37,9
2 Sub.1 21,1 15,2 26,9
= Sub.ll 10,4 5,0-15,8
g Sub.Iv 11,4 46181
E

(5]

COMPARACION DE CURVAS DE SOBREVIDA

(TEST DE LOGRANK)

Chi-cuadrado 12,016
Significancia p=0,0073

100

B.op
SUBGRUPO

- = Sub.I/lI

— Subliv EFECTO DE LA AMPLIFICACION DE MIR26A2 Y
80| DELECION DEL GEN PTEN

ANALISIS DE SOBREVIDA KAPLAN-MEIER

;ﬁ TIPO PROMEDIO 1C95%
Z 60— Sub.1/1ll 21,7 15,7 -27,7
:E | Sub.lI/IV 10,4 6,3-14,6
i
E 40— COMPARACION DE CURVAS DE SOBREVIDA
E (TEST DE LOGRANK)
B Chi-cuadrado 11,9637
20— significancia p =0,0005

Figura 30. Probabilidad de supervivencia de los tumores segun los subgrupos determinados
por la amplificacion de MIR26A2 y la delecion del gen PTEN (A) y cuando se agrupan segun

la OS (B). Se informa el tiempo promedio de supervivencia con su intervalo de confianza del
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95% (1C95%) y el valor Chi-cuadrado y valor p del test de Long-Rank. Un p < 0.05 indica que la
diferencia entre las curvas de supervivencia es significativa, sugiriendo que hay una diferencia

real en la supervivencia entre los grupos.

3.3.7. Andlisis del gen NFKBIA

El gen NFKBIA (Nuclear Factor Kappa B Inhibitor Alpha) se localiza en el cromosoma 14
(14913.2), consta de 6 exones y codifica para la proteina IkBa, un inhibidor clave del NF-«kB
(Factor Nuclear Kappa B) al cual se une en el citoplasma, impidiendo su translocacién al nucleo
y su actividad transcripcional. Al controlar NF-kB, modula la expresién de genes
proinflamatorios y antiapoptéticos, y participa en la respuesta a estrés oxidativo, radiacién y
guimioterapia [104]. En gliomas, especialmente en el glioblastoma, se describié LOH en 14q
(LOH-14q) en donde se localiza NFKBIA [105].

La metodologia MLPA puede utilizarse para evaluar el estado de ploidia del gen NFKBIA. En la
Probemix P105 se incluyen 3 sondas MLPA que hibridan en los exones 3, 4 y 5 del gen. Para
la interpretacién de los resultados del estado de ploidia del gen NFKBIA se considerd: i) un
ratio promedio < 0,75 como indicativo de delecion vy ii) un ratio promedio > 1,25 como
indicativo de amplificacién génica.

Se ha sugerido que la delecion del gen NFKBIA y la amplificacion del gen EGFR siguen un
patréon de exclusividad mutua dado que ambas alteraciones ejercen una funcién bioldgica
similar o redundante y, por lo tanto, para el tumor, adquirir ambas no proporciona una
ventaja adicional significativa y podria incluso ser perjudicial [106]. Es por ello, que la delecién
del gen NFKBIA podria sustituir la amplificacion del gen EGFR como biomarcador prondstico.
Sin embargo, en nuestra cohorte, 3 de los 4 glioblastomas IDHwt con delecion del gen NFKBIA
presentan amplificacidn del gen EGFR.

En la TABLA 24 se resumen la frecuencia de la alteracidén por entidad tumoral mientras que
los resultados del nimero de copias para los genes NFKBIA de los 119 gliomas de la cohorte
en estudio se detallan en la TABLA 25. Ademas, en esta ultima tabla se muestran aquellos

tumores que presentaron amplificacion del gen EGFR.
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TABLA 24. Frecuencia de alteraciones en el gen NFKBIA en los 119 gliomas.

ENTIDAD GRADO N° CASOS
Delecion / Totales

Astrocitoma difuso

Astrocitoma difuso, IDHmut 2 0/9
Astrocitoma difuso, IDHwt 2 1/1
Astrocitoma anaplasico

Astrocitoma anaplasico, IDHmut 3 0/6
Astrocitoma anaplasico, IDHwt 3 1/10
Glioblastoma

Glioblastoma, IDHmut 4 0/7
Glioblastoma, IDHwt 4 4/78
Oligodendroglioma

Oligodendroglioma, IDHmut y CD-1p/19q 2 0/5

Oligodendroglioma anaplasico

Oligodendroglioma anaplasico, IDHmut y CD-1p/19q 3 0/3

Dada la baja frecuencia de esta alteracion en la cohorte estudiada, no es posible realizar el
analisis estadistico por medio de las curvas de Kaplan-Meyer para determinar su capacidad
prondstica. Por otro lado, 3 de los 5 tumores que presentaron delecién en el gen NFKBIA
también tuvieron amplificacién del gen EGFR, por lo que no podemos confirmar el patrén de

exclusividad mutua descrito para ambos genes.
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O IDHmut y CD-1p19q AD IDHwt
Glio0o9 [H29 [G28 [G27  |Glio05 |Glio 15 |Glio06 |[H27  |Glio13 [G19 [H11 [H39 [H34 G35 |[Glio21
NFKB1A NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR (EEZ)
EGFR_AMPL | NOR | NOR | NOR | NOR | NoR | NOR | NOR | NOR sI NOR | NOR | NOR | NOR | NOR NOR
OA IDHmut y CD-1p19q _ |AA IDHmut AA IDHwt
G20 [H22 [Glio22 [H20 [H18 |m7463 [HO6 |H41 |H24 [Glio19 [HO9 [G25 [H30 |H45 |w8597 [H48 [Glio04 [H21  [H31
NFKB1A NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR [ NoR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR NOR NOR | NOR | NOR | NOR
EGFR_AMPL | NOR | NOR [ NOR sl NOR | NOR | sI NOR sl NOR sl NOR | I sl NOR sl sl NOR sI
M8961 |Glio 08 [M7464 [H15  |Glio 16 [Glio 07 [M7698 |H35 [Glio 20 [M7816 [G23 [G30 [H28 [G33 [G32 G45  |Glio 02 [Glio 10 [G46
GBM IDHmut GBM IDHwt
NFKB1A NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR (:i;) NOR | NOR | NOR | NOR | NOR NOR NOR | NOR | NOR | NOR
EGFR_AMPL | NOR | NOR [ NOR [ NOR sI NOR | I NOR | NOR | NOR | NOR sl sl NOR NOR sl NOR | sI NOR
Glio18 [HO1  [G22 [G43  |G44  |Glio01 |H37 |G49 [H23 [H47 [M7465 [Go9 |H10 |H26  |G37 [H12 |G36 |H50  |HO2
GBM IDHwt
DEL DEL
NFKBIA | ') | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | o\ | NOR | NOR | NOR NOR NOR | NOR | NOR | NOR
EGFR_AMPL | sl sl sI NOR | NOR | NOR | NOR sl NOR | I sl s NOR | NOR NOR sl sl sl sI
G18 |mM7558 [Ga0 |[HO5  [Glio12 [HO8 [G12 [H19 [G39 [H32 [Gci0 [H13 [G42 [HO3  [H40 [H16 [H17 [G31 [H42
GBM IDHwt
NFKB1A NOR (:;) NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR NOR NOR | NOR | NOR | NOR
EGFR_AMPL | NOR | sl NOR sl sl sl NOR sl sl NOR sl sl NOR sl sl NOR sl sl sI
M7545 [G11  [Ga8 |H49 |G47 |Glio03 |Glio14 [G21 [G26 |H43 [G29 [Go1 [Gi6 [G24 [Glio11 [Go2 [H25 |H38 |G14
GBM IDHwt
NFKB1A NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR [ NOR [ NOR | NoR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR NOR NOR | NOR | NOR | NOR
EGFR_AMPL | s NOR sl sl sl sl NOR | NOR sl sl NOR sl NOR sl NOR sl sl sl NOR
H36 |H46 [m8376 [H44 |Go3 [Gi15 [G17 [Go5  |Gos
GBM IDHwt
NFKB1A NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR [ NOR
EGFR_AMPL | sl NOR sl sl sl NOR | I sl sl

0: oligodendroglioma. OA: oligodendroglioma anaplasico. AD: astrocitoma difuso. AA: astrocitoma anapldsico. GBM: glioblastoma. mut: mutado. wt: wild type.
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3.3.8. Andlisis del gen TP53

El gen TP53 (Tumor Protein 53) se localiza en el cromosoma 17 (17p13.1), consta de 11 exones
y codifica para la proteina p53 que previene la proliferacién de células dafiadas, mediante la
detencion del ciclo celular en fase G1 para permitir la reparacion del ADN dafiado, la induccién
de la muerte celular programada y modulacidon del metabolismo celular para evitar el
crecimiento anormal [107].En gliomas, especialmente en astrocitomas difusos vy
glioblastomas IDHmut, se describié LOH en 17p (LOH-17p) en donde se localiza TP53 [108]. La
metodologia MLPA puede utilizarse para evaluar el estado de ploidia del genTP53. En la
Probemix P105 se incluyen 8 sondas MLPA que hibridan en los exones 1 al 5, 7, 10 y 11 del
gen. Para lainterpretacion de los resultados del estado de ploidia del gen NFKBIA se considerd
un ratio promedio < 0,75 como indicativo de delecién y un ratio promedio > 1,25 como
indicativo de amplificacién génica.

En la TABLA 26 se resumen la frecuencia de la alteracién por entidad tumoral mientras que
los resultados del nimero de copias para los genes TP53 de los 119 gliomas de la cohorte en
estudio se detallan en la TABLA 27. Dada la baja frecuencia de esta alteracién en la cohorte
estudiada, no es posible realizar el analisis estadistico por medio de las curvas de Kaplan-
Meyer para determinar su capacidad prondstica. Por otro lado, solo se observo esta alteracion

en glioblastomas IDHwt.

TABLA 26. Frecuencia de alteraciones en el gen TP53 en los 119 gliomas.
ENTIDAD GRADO N° CASOS

Delecion / Totales

Astrocitoma difuso

Astrocitoma difuso, IDHmut 2 0/9
Astrocitoma difuso, IDHwt 2 0/1
Astrocitoma anaplasico

Astrocitoma anaplasico, IDHmut 3 0/6
Astrocitoma anaplasico, IDHwt 3 0/10
Glioblastoma

Glioblastoma, IDHmut 4 0/7
Glioblastoma, IDHwt 4 6/78
Oligodendroglioma

Oligodendroglioma, IDHmut y CD-1p/19q 2 0/5

Oligodendroglioma anaplasico

Oligodendroglioma anaplasico, IDHmut y CD-1p/19q 3 0/3
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O IDHmut y CD-1p19q AD IDHmut D IDHwt
Glio09|H29 |G28 [G27 |Glio 05|Glio 15|Glio 06 |H27  |Glio13|G19 [H11 |H39 [H34 [G35 |Glio21
(1;:::1) NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR
OA IDHmut y CD-1p19q|AA IDHmut AA IDHwt
G20 [H22 [Glio22|H20 [H18 |[m7463|H06 [H41 |H24 [Glio19[HO9 |G25 [H30 [H45 |m8597 |H48 |Glio04|H21 [H31
(1;::’:1) NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR
M8961 |Glio 08| M7464 |H15 |Glio 16 |Glio 07|M7698|H35 |Glio 20/M7816]/G23 [G30 [H28 [G33 [G32 |Ga5 |alio 02]Glio 10[G46
GBM IDHmut GBM IDHwt
P53 DEL
NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR
(17p13.1) (0,52)
Glio18|HO1 [G22 |G43 |G44 |[Glio01][H37 [G49 [H23 [H47 |M7465|G09 |H10 [H26 [G37 [H12 [G36 |H50 [HO2
GBM IDHwt
P53 DEL DEL
(17p13.1) | (0,25) | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | ..\ | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR
G18 |M7558|G40  |HO5 |Glio12|HO8 [G12 [H19 [G39 [H32 [G10 [H13 |G42 [HO3 [H40 [H16 [H17 |G31 [H42
GBM IDHwt
TP33 NOR | PE- | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR
(17p13.1) (0,29)
M7545|G11  [Ga8 |H49 [G47 |[Glio03|Glio14|G21 |G26 |H43 [G29 |Go1 [Gi6 [G24 |Glio11 |[Go2 [H25 |[H38 [G14
GBM IDHwt
TP53 DEL | DEL
(17p13.4) | (0.74) | (0,55) | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR
H36 |H46 [m8376|H44 [Go3 [Gi5 [G17 [Go5 |Gos
GBM IDH wt
TP>3 NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR | NOR
(17p13.1)

0: oligodendroglioma. OA: oligodendroglioma anaplasico. AD: astrocitoma difuso. AA: astrocitoma anapldsico. GBM: glioblastoma. mut: mutado. wt: salvaje o wild type.
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4. DISCUSION

4.1. Caracteristicas de los pacientes

En el presente proyecto de tesis evaluamos el impacto del enfoque integrado (criterios
histopatoldgicos mas alteraciones moleculares) de la clasificacion de 2016 de la OMS para los
tumores del SNC en una cohorte de 119 gliomas difusos de pacientes argentinos. Estos casos
habian sido previamente diagnosticados segln la clasificaciéon de la OMS de 2007, basada
Unicamente en caracteristicas histoldgicas (celularidad, atipia nuclear, actividad mitotica,
proliferacién vascular y presencia de necrosis). Sin embargo, esta clasificacién presentaba
importantes limitaciones debido a la variabilidad inter-observador y a la heterogeneidad
prondstica observada en tumores con caracteristicas histoldgicas similares.

La caracterizacién de los pacientes incluidos en esta cohorte permitié establecer un perfil
demografico y clinico representativo de la poblacién afectada por tumores gliales. En nuestra
cohorte, se observé un predominio del sexo masculino (65%), con una edad media de 52 afios
en varones y 55 aflos en mujeres. Esta distribucién por sexo concuerda con lo reportado en
la literatura, donde varios estudios epidemioldgicos han descrito una mayor incidencia de
gliomas en varones, particularmente a partir de la quinta década de vida [109]. La distribucion
etaria indica que mas del 75% de los pacientes tenia 55 afios o mdas al momento del
diagnéstico, lo cual refleja la tendencia observada en estudios epidemiolégicos que vinculan
la aparicion de gliomas con el envejecimiento y con cambios moleculares acumulativos en el
tiempo, asi como con una menor capacidad regenerativa del tejido neural en edades
avanzadas. Datos del CBTRUS (Central Brain Tumor Registry of the United States) y de
registros europeos [110] [111] indican que los gliomas, particularmente los glioblastomas,
presentan una relacion hombre-mujer de aproximadamente 1.3 a 1.6:1, consistente con
nuestros hallazgos. En cuanto a la distribucién por edad, el 76% de los pacientes tenian 55
anos o mas, lo cual también coincide con lo descrito previamente, ya que la incidencia de
gliomas tiende a aumentar con la edad, especialmente en el caso de los glioblastomas, que
son mas frecuentes en adultos mayores [110].

Un hallazgo relevante en esta cohorte fue la proporcion de tumores previamente clasificados
como “no definidos” o con diagndstico mixto (oligoastrocitoma, glioma no clasificado), que

representan un 9% de los casos. Este porcentaje reflejé la dificultad diagndstica que implica
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el uso exclusivo de criterios histolégicos, subrayando la necesidad de un abordaje diagndstico
mas integral que incluya marcadores moleculares.

En este contexto, la nueva clasificacién propuesta por la OMS en 2016, basada en un enfoque
integrado que combina hallazgos histopatoldgicos con perfiles moleculares (estado de
mutaciéon IDHy CD-1p/19q), permitid reclasificar el 27% de los casos. Este hallazgo ha validado
la hipdtesis de que la caracterizacidon molecular aporta un valor significativo a la precisién
diagndstica y prondstica de los gliomas, especialmente en aquellos casos de histologia
ambigua o atipica.

En todos los casos se observd positividad para GFAP, confirmando el origen glial de los
tumores. La expresién del indice proliferativo Ki-67 permitié un primer acercamiento al grado
tumoral, mientras que la ausencia casi generalizada de expresién de sinaptofisina excluyd
componentes neuronales significativos, lo cual reafirma la naturaleza glial de las lesiones. Sin
embargo, se identificd positividad focal para sinaptofisina en un pequefio porcentaje de
tumores, especialmente en algunos glioblastomas IDHwt y astrocitomas anaplasicos, hecho
qgue ha sido descrito previamente en la literatura y que sugiere la posibilidad de diferenciacion

neuronal parcial en ciertos gliomas [112].

4.2. Biomarcadores y reclasificacion de los gliomas segiin OMS 2016

La mutacion de IDH mas frecuente en los gliomas difusos fue R132H del gen IDH1, que puede
detectarse confiablemente con la tincién inmunohistoquimica para IDH1-R132H. Si bien esta
metodologia es eficiente en el trabajo rutinario en un laboratorio de anatomia patolégica
realizandose a partir del mismo bloque de parafina utilizado para el diagndstico histolégico
estandar, solo detecta la mutacién mas frecuente en gliomas, es decir, p.R132H en la proteina
IDH1. Dentro de la cohorte estudiada, otras cuatro mutaciones en IDH (R132C del gen IDH1 y
R172G, R172Cy R172K del gen IDH2) estuvieron presente y no pudieron detectarse mediante
la tinciédn inmunohistoquimica, causando un diagndstico erréneo de estos tumores. Dos de
estas cuatro mutaciones (R132C-IDH1 y R172K-IDH2) pudieron ser detectadas por técnica de
MLPA, dado que las Probemixes P0O88 y MEO12 permiten detectar las variantes puntuales mas
comunes de los genes IDH1 (R132H y R132C) e IDH2 (R172K y R172M). Sin embargo, las
variantes R172G y R172S en el gen IDH2, mutaciones menos frecuentes, presentes cada una
de ellas en un paciente de la cohorte, sélo pudieron detectarse mediante secuenciacion

Sanger. Estos resultados indican la importancia de la eleccidén acertada de métodos utilizados
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para la deteccién de mutaciones en IDH, especialmente en pacientes jovenes. Esto permite
enfatizar la necesidad del uso de la secuenciacion génica como la mejor herramienta para
detectar todas las posibles variantes [113]. Cabe remarcar que en los gliomas IDHmut, la CD-
1p/19q es patognomonica para oligodendrogliomas [114].

En cuanto a la CD-1p/19q, se detectéd en ocho tumores, todos en combinacidon con una
mutacion IDH, lo cual es coherente con la definicion molecular de los oligodendrogliomas
seguin la OMS 2016. Esta estrecha asociacién resalta el valor de la CD-1p/19g como marcador
distintivo del linaje oligodendroglial. La variabilidad entre diferentes estudios demuestra la
dificultad de un diagndstico correcto de este subgrupo tumoral sin la introduccién de
biomarcadores moleculares [115].

La aplicacion del enfoque integrado permitié dividir a los 119 gliomas en ocho subgrupos
definidos, con una fuerte predominancia del glioblastoma IDHwt (65,6%), seguido por
subgrupos de astrocitomas y oligodendrogliomas IDHmut de distintos grados. Esta
distribucidn es coherente con la literatura, que indica que el glioblastoma IDHwt constituye
la forma mas frecuente y agresiva de tumor glial en adultos [116]. Todos los gliomas
clasificados como glioblastoma segun la clasificacion de la OMS de 2007 permanecieron igual
tras la revision de los casos y los analisis moleculares realizados, indicando que los criterios
morfoldgicos para glioblastoma fueron inequivocos. No obstante, el hecho de poder
diferenciar entre glioblastomas IDHmut y IDHwt aporta valor prondstico adicional.

Un hallazgo particularmente relevante fue que la reclasificacion impacté en el diagndstico del
27% de los casos, siendo mas frecuente en astrocitomas (35%) y oligodendrogliomas (60%).
Esto demuestra que el uso exclusivo de criterios histoldgicos puede conducir a una
clasificacién inadecuada, especialmente en tumores de bajo grado o con fenotipos mixtos. De
esta manera, se propone que el diagndstico de oligoastrocitomas deberia ser
extremadamente raro, ya que estos tumores pueden reclasificarse como astrocitoma u
oligodendroglioma al incorporar datos moleculares y citogenéticos [117]. Ademas, en el
18,5% de los casos hubo modificacién en el grado histoldgico tras la incorporacion del indice
proliferativo (Ki-67) y los biomarcadores moleculares, y en el 95% de ellos este cambio
representd un ascenso de grado de 2 a 3. Esto tiene profundas implicancias terapéuticas, ya
que influye en la decision de iniciar tratamiento adyuvante con radioterapia y/o

quimioterapia.
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En este trabajo se utiliza la OS dado que es el indicador mas sélido y objetivo en oncologia
para reflejar la efectividad global de las estrategias de tratamiento para prolongar la vida.
Para ello, utilizamos curvas de Kaplan-Meier, método estadistico que estima la probabilidad
de que un paciente permanezca vivo a lo largo del tiempo con un seguimiento de 2 afios de
los pacientes. Este plazo es muy relevante en gliomas de alto grado, donde la supervivencia
media suele ser corta, y en gliomas de bajo grado donde puede superarse la mediana de
supervivencia, lo que refuerza alin mas el excelente valor prondstico que aporta este método.
Es importante indicar que las curvas Kaplan-Meier muestran asociaciéon y no causalidad, y
puede estar influenciada por otros factores como la edad, el estado funcional del paciente y
la extension de la reseccion quirurgica. A pesar de estas limitaciones un analisis de OS con
Kaplan-Meier a 2 anos es una herramienta grafica y estadistica poderosa que demuestra de
manera inequivoca la division prondstica en subgrupos tumorales que antes se consideraban
enfermedades homogéneas.

Cuando analizamos las clasificaciones de OMS-2007 y OMS-2016 de los gliomas, observamos
gue ambas clasificaciones tuvieron un valor prondstico para la OS principal en todos los
grupos (FIGURA 11): p =0,0001 y p < 0,0001, respectivamente. Los pacientes con gliomas de
grado 2 tuvieron una OS mas prolongada (35,6 meses OMS-2007 vs 47,7 meses OMS-2016)
gue aquellos con gliomas de grado 3 (26,7 meses OMS-2007 vs 27,1 meses OMS-2016) y 4
(10,4 meses OMS-2007 vs 11,1 meses OMS-2016) en ambas clasificaciones. Encontramos que
la clasificacion de la OMS 2016 fue altamente precisa para predecir la OS, confirmando el
valor de afiadir estudios moleculares al diagndstico, especialmente la CD-1p/19q para definir
la estirpe tumoral.

Cuando se introduce el estado mutacional de IDH como variable, se observa una marcada
diferencia en la OS dentro de cada grado tumoral (FIGURA 12). En efecto, los gliomas IDHmut
mostraron consistentemente una supervivencia global mas prolongada que sus contrapartes
IDHwt, tanto en grado 2 (47,5 vs. 9,0 meses), grado 3 (18,0 vs. 10,8 meses) como en grado 4
(17,4 vs. 10,2 meses), lo cual refuerza su utilidad como biomarcador prondstico
independiente. Estos datos concuerdan con estudios previos que indican que los gliomas
IDHmut se asocian con un mejor prondstico que los tumores IDHwt [118]. Estas mutaciones
no inhiben la enzima, sino que le aportan una actividad aberrante (neoforma) la cual
transforma el a-cetoglutarato en D2HG, un oncometabolito que se acumula en altos niveles

en la célula tumoral inhibiendo a las dioxigenasas dependientes de a-cetoglutarato. De esta
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forma altera la epigenética de la célula por modificacién de estado de metilacién del ADN e
histonas, de forma que las células tumorales permanecen en un estado indiferenciado,
inmortal y proliferativo, incapaces de madurar a células normales [119].

El estado mutacional de los genes IDH no sélo es un biomarcador molecular predictivo, sino

gue permite seleccionar a los pacientes para terapias dirigidas con inhibidores de IDH,

maximizando la eficacia y minimizando la toxicidad, principios fundamentales de la medicina
de precisidn. Estas moléculas se unen especificamente al sitio activo de la enzima IDH mutada,
impidiendo que produzca el oncometabolito D2HG. Al reducir drdsticamente los niveles de

D2HG, se levanta el bloqueo epigenético. Las células del glioma pueden reiniciar su proceso

de diferenciacion, madurando hacia un tipo celular mas parecido a un astrocito normal. Esto

frena su proliferaciéon descontrolada y lleva a una regresion del tumor.

Actualmente los farmacos inhibidores de IDH aprobados para su uso son:

e |vosidenib (Tibsovo®): inhibidor especifico de la proteina IDH1 mutada, aprobado en
febrero de 2023 por la FDA (Food and Drug Administration) para el tratamiento de adultos
con astrocitoma difuso recurrente o refractario de grado 2 con mutacién IDH1 [120]. El
estudio de Fase 3 INDIGO (NCT04164901) sobre una poblacion de 148 pacientes adultos
que habian progresado tras cirugia y/o radioterapia, pero que aun no habian recibido
guimioterapia, demostré que lvosidenib mejora dramatica y estadisticamente significativa
la sobrevida en los pacientes, con un perfil de seguridad favorable [121].

e Olutasidenib (Rezlidhia®): inhibidor especifico de la proteina IDH1 mutada, aprobado por
la FDA para leucemia mieloide aguda recurrente y refractaria con mutacién IDH1 [122]. El
estudio clinico NCT03564821 evalud la seguridad y eficacia de olutasidenib en pacientes
con gliomas grado 2-4 con mutacion IDH1 que habian progresado después de tratamientos
previos. Los datos de Fase 2 son robustos y la compaiiia propietaria (Rigel Pharmaceuticals)
estd en proceso de solicitar la aprobacion formal a la FDA para el tratamiento de gliomas
recurrentes con mutacion IDH1.

e Vorasidenib (Voranigo™): inhibidor oral, selectivo y potente de las enzimas mutantes IDH1
e IDH2 (inhibidor dual), disefiado para cruzar eficazmente la barrera hematoencefalica y
alcanzar concentraciones terapéuticas en el tumor [123]. Ha mostrado resultados
extraordinarios en el ensayo clinico de Fase 3 INDIGO (NCT04164901) para gliomas IDHmut
de grado 2 y 3, retrasando significativamente la progresion de la enfermedad [121]. Estd

pendiente de aprobacion formal para este uso. A diferencia de otros farmacos aprobados
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para la recurrencia, Vorasidenib se administra inmediatamente después de la primera
progresion radioldgica, mucho antes de que los pacientes necesiten quimioterapia. Por
ello, se retrasa la quimioterapia o radioterapia durante afios, preservando la calidad de
vida. Se espera su aprobacién préximamente por las agencias regulatorias, convirtiéndose
en el nuevo estandar de cuidado para esta poblacién especifica de pacientes.
En nuestro estudio, pudimos reclasificar los grados tumorales basandonos en la OS y no
utilizando el indice de proliferacién celular con inmunohistoquimica para Ki-67 (FIGURA 13).
Estudios previos en tumores astrociticos reportaron que este indice no puede determinar
correctamente el grado de la OMS ni estimar la OS de los pacientes [124]. Con base en los
resultados de supervivencia, se propone una nueva estratificacion en 3 subgrupos:
® Subgrupo I: tumores IDHwt de grado 3 y 4, de peor prondstico (OS: 10,5 meses).
® Subgrupo Il glioblastomas IDHmut, con supervivencia intermedia (OS: 17,4 meses).
® Subgrupo Ill: tumores IDHmut de grado 2 y 3, de mejor supervivencia (OS: 34,7 meses).
Este modelo integrador demuestra que la estratificacion por estado molecular y grado
histoldgico conjunto es superior a la clasificacién histoldgica aislada para predecir el curso
clinico de los pacientes. La sobrevida del Subgrupo Il se asemeja a la reportada en cohortes
de oligodendrogliomas IDHmut con CD-1p/19q (OS: 10 — 15 afios) y astrocitomas IDHmut (OS:
5-10 anos) [125].

4.3. Alteraciones moleculares en los genes relacionados a la gliomagénesis

El proceso de gliomagénesis implica la acumulacidén progresiva de alteraciones genéticas y
epigenéticas que afectan vias clave de sefalizacidn celular. Una de las principales alteraciones
epigenéticas estudiadas fue la metilacién del pMGMT, un marcador ampliamente reconocido
por su implicancia terapéutica. La metilacidon del pMGMT inactiva la expresidon de la enzima
MGMT responsable de reparar el dafio en el ADN inducido por agentes alquilantes como la
TMZ [42]. Por ello, los tumores con pMGMT metilado presentan una mayor sensibilidad a este
tratamiento y mejor prondstico global. Para el estudio del pMGMT, nosotros utilizamos la
metodologia MLPA que, ademads de determinar los patrones de metilacién, permite estimar
su numero de copias alélicas (FIGURA 14).

En nuestra cohorte, los resultados confirmaron que la presencia de metilacion en el pMGMT
se asocia con una mayor OS tanto en tumores IDHmut como IDHwt (FIGURA 15). Aunque esta

diferencia fue mas pronunciada en los gliomas IDHmut (34,5 meses vs. 21,2 meses), también
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fue significativa en los IDHwt (11,1 meses vs. 10,4 meses), lo que indica que la metilacidn de
PMGMT actla como un biomarcador prondstico y predictivo independiente, incluso en los
subtipos de peor prondstico.

Dada las caracteristicas genéticas del pMGMT que se componen de 97 islas CpG se descartd
su estudio por tratamiento con bisulfito seguido de una PCR cualitativa de debido a que puede
llevar a un mayor numero de falsos negativos por la escasa cobertura de amplificacién del
“promotor minimo”, una conversién con bisulfito incompleta y la no posibilidad de
determinar el grado de metilacion. Esta técnica podria complementarse con la
pirosecuenciacién de los productos amplificados (método de referencia), la que proporciona
un porcentaje exacto de metilacién para cada posicion de CpG analizada. Sin embargo, el
requerimiento de equipamiento especializado y costoso nos imposibilité comparar con la
metodologia elegida (MS-MLPA), siendo esto una limitante para el estudio. Sin embargo, la
metodologia de MS-MLPA es un método comercial estandarizado de amplio uso en los
laboratorios de patologia molecular que permite superar la longitud de lectura limitada (~ 50
- 100 pb) del pMGMT de las técnicas mencionadas.

Un hallazgo relevante fue la evaluacidon del numero de copias alélicas del pMGMT que pudo
ser realizada en este estudio por el uso de la técnica de MS-MLPA (FIGURA 14). Cuando
evaluamos la asociacion entre la presencia de delecion alélica del pMGMT con la OS (FIGURA
16), observamos que la delecion en el pMGMT se asocié con un peor prondstico en
comparacion con los tumores sin delecién tanto solo en tumores IDHmut (OS: pMGMTpeL 21,6
meses vs pPMGMTno-peL 37,6 meses) mientras que en tumores IDHwt la diferencia de OS no es
significativa (OS: pMGMTpeL 10,0 meses vs pMGMTno-peL 11,0 meses).

Este resultado sugiere que la delecion del pMGMT en tumores IDHmut tiene un valor
prondstico negativo, posiblemente por la pérdida de regulacidn epigenética que favorece un
fenotipo mas agresivo y desregulado, aun en presencia de metilacion parcial. Es importante
mencionar que la delecién de gen MGMT (incluido su promotor) no suele ocurrir de forma
aislada sino como parte de un patrén mas amplio de inestabilidad cromosémica y pérdida de
material genético. Un tumor que ha perdido el gen MGMT es probable que tenga otras
delecionesy alteraciones genéticas concomitantes. En el contexto de tumores IDHmut, donde
los mecanismos de reparacién del ADN dependientes de TET y otras enzimas estan inhibidos
por la D2HG, se crea un entorno de alto estrés genotdxico donde el dafio en el ADN se

acumula mas facilmente. Sin bien, la delecidon de un alelo con ausencia o reduccion de los
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niveles de MGMT haria al tumor sensible a la TMZ, en este contexto de inestabilidad, la
pérdida de MGMT priva a la célula tumoral de un mecanismo clave de reparacion que le
ayudaria a sobrevivir al dafio genético acumulado espontdneamente. Esto acelera la
acumulacién de mutaciones adicionales que puede favorecer la aparicién y seleccidon de
subclones tumorales que hayan adquirido mutaciones muy agresivas (por ejemplo, en genes
como PIK3CA, PTEN, o incluso la pérdida de CDKN2A/B, que conducen a una progresion
maligna mas rdpida y una resistencia terapéutica.

De esta forma, en tumores IDHmut, la delecién del pMGMT podria ser marcador de un tumor
genéticamente mds inestable y propenso a evolucionar hacia una forma mds agresiva, lo que
en ultima instancia se traduce en una supervivencia general menor, a pesar de su inicial
sensibilidad a la quimioterapia.

Al incorporar simultdneamente el grado histolégico y el estado de IDH al andlisis de delecion
en pMGMT (FIGURA 17A), se observa que pueden ser definidos subgrupos con diferencias
marcadas en supervivencia (FIGURA 17B). Los astrocitomas IDHmut de grado 2 con delecién
del pMGMT mostraron la mejor OS (52,1 meses), mientras que los tumores IDHwt (de
cualquier grado) presentaron la peor OS (10,6 meses). Este hallazgo apoya la hipdtesis de que
la delecién del pMGMT puede modular el comportamiento clinico incluso dentro del
subgrupo IDHmut, lo cual ha sido escasamente explorado en la literatura. Estos resultados
coinciden con estudios previos que demostraron que el estado de metilacién del promotor
de MGMT no solo predice la respuesta a TMZ, sino que también tiene valor prondstico per se
[126]. No obstante, la interaccidn con el estado de delecion del gen IDH, como se observa en
este trabajo, representa un enfoque novedoso que sugiere que ambos factores deben
considerarse en conjunto para una mejor estratificacidn de riesgo.

El gen PTEN actiia como un supresor tumoral clave en los gliomas al regular negativamente la
via PI3K/AKT/mTOR, implicada en la proliferacion, supervivencia y crecimiento celular. Los
resultados obtenidos mostraron una alta frecuencia de deleciones en PTEN entre los gliomas
de alto grado (TABLA 12), especialmente en los glioblastomas IDHwt, donde se observé una
pérdida en el 52% de los casos (41/78), lo que coincide con reportes previos del TCGA y otros
estudios gendmicos en grandes cohortes [21]. Por el contrario, los gliomas de bajo grado y
aquellos IDHmut mostraron una baja frecuencia de alteraciones en PTEN, reforzando la idea
de que la pérdida de este gen se asocia a formas mas agresivas y menos diferenciadas de

gliomas.
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El analisis de supervivencia evidencié que la delecién de PTEN constituye un fuerte marcador
de mal pronéstico, con una mediana de OS de 7,8 meses en los tumores que presentan esta
alteracion, frente a 24,5 meses en aquellos con dos copias intactas del gen. Este hallazgo es
consistente con la literatura, que ha asociado la pérdida de funcién de PTEN con un aumento
en la proliferacion celular, angiogénesis, resistencia a la apoptosis y una respuesta deficiente
a la terapia estandar con temozolomida y radioterapia [127].

Cuando se evalla la coexistencia de delecion en PTEN con delecion en pMGMT en los
pacientes (FIGURA 19), se observa un mejor prondstico para aquellos tumores sin delecién de
ambos genes (OS-subgrupo I: 24,5 meses) y un peor prondstico para los tumores solo con
delecion PTEN (OS-subgrupo lll: 7,8 meses). Ambos genes se localizan en el brazo largo del
cromosoma 10 (gen PTEN: 10923.31 y gen MGMT: 10g26.3). La pérdida de todo o parte del
cromosoma 10 es una de las alteraciones genéticas mas frecuentes que ocurren durante la
gliomagénesis del Glioblastoma IDHwt. Esta delecion masiva arrastra consigo multiples genes
supresores de tumores, entre los cuales PTEN es el mds importante y conocido, pero no es el
Unico, ya que MGMT también se ve afectado por este evento.

Como se menciond previamente, la pérdida de PTEN confiere una ventaja selectiva directa a
la célula tumoral, activando las vias de proliferacién y supervivencia, siendo el objetivo
principal de esta delecién cromosdmica. Por otro lado, la gran delecion del brazo 10q arrastra
a todos los genes de la regidon entre los que se incluye MGMT. La delecién de MGMT en este
contexto tiene profundas consecuencias terapéuticas, ya que puede hacer al tumor mas
sensible a la quimioterapia, mientras evoluciona la agresividad del tumor por la pérdida del
gen supresor PTEN. Para corroborar esta hipdtesis se deberia estudiar en los tumores la
pérdida del brazo largo del cromosoma 10 (LOH 10q) mediante FISH o Hibridacién Gendmica
Comparativa basada en Arrays (array-CGH).

Cuando se evalua la coexistencia de delecidn en PTEN en funcion del estado de metilacion en
PMGMT en los pacientes (FIGURA 20) se definen distintos subgrupos tumorales. Aquel
subgrupo que incluye a los tumores sin delecién del gen PTEN y pMGMT metilado presentd
un mejor prondstico (OS-subgrupo I: 27,8 meses) que aquel que abarca los tumores con
delecién PTEN y pMGMT no metilado (OS-subgrupo IV: 8,5 meses). Segun lo observado, la
agresividad bioldgica impulsada por la pérdida de PTEN superaria la resistencia al tratamiento
conferida por el pPMGMT no metilado, convirtiendo a la agresividad biolégica es un factor

prondstico mas potente que la sensibilidad a un farmaco especifico. La pérdida de PTEN
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define un tumor biolégicamente mas agresivo, y el hecho de que ademas sea resistente a la
TMZ (pMGMT no metilado) consolida el peor prondstico. El estado de metilacion de pMGMT
no afectaria a esta agresividad intrinseca, es decir, es irrelevante para su capacidad de crecer,
invadir y sobrevivir por si mismo. Ademas, la delecién del gen PTEN a menudo ocurre en el
contexto de una pérdida masiva del brazo largo del cromosoma 10 (LOH 10q). Este evento
cromosomico implica que el tumor es gendmicamente muy inestable y ha acumulado muchas
otras alteraciones genéticas ademas de la pérdida de PTEN. Esta inestabilidad conduce a una
heterogeneidad tumoral mayor y a una adaptabilidad mds rdpida, lo que empeora el
prondstico. Esto sugiere que la delecién de PTEN actia como un biomarcador prondstico
independiente, lo cual es particularmente relevante para la estratificacion de riesgo en
glioblastomas IDHwt. Ademas, en contextos moleculares mas favorables (tumores IDHmut),
la presencia de delecion del gen PTEN revertiria parcialmente el prondstico benigno asociado
a las mutaciones IDH. Este dato es relevante clinicamente, ya que podria ayudar a identificar
pacientes con gliomas IDHmut que podrian beneficiarse de un seguimiento mas estrecho o
de terapias dirigidas alternativas.

El analisis de las alteraciones en el gen EGFR ha evidenciado su papel central como
biomarcador molecular en gliomas de alto grado, particularmente en el glioblastoma IDHwt,
donde se observé una alta frecuencia de amplificacion génica (47/78 casos), y en un
subconjunto, la presencia concomitante de la variante EGFRvIII (11/47 casos) (TABLA 15).

La amplificacién del gen EGFR, observada en el 60,3% de los glioblastomas IDHwt, se asocid
significativamente con un peor prondstico en términos de OS. En nuestra cohorte (FIGURA
22), los pacientes con gliomas EGFR amplificados presentaron una OS promedio de 13,6
meses, mientras que aquellos con amplificacién alta mostraron un descenso mas marcado
(0S: 9,2 meses), en comparacién con tumores sin esta alteraciéon (0OS: 21,9 meses). Estos
hallazgos son consistentes con estudios previos que describen la amplificacién de EGFR como
un evento temprano y prevalente en glioblastomas primarios, impulsando la oncogénesis a
través de una activacion constitutiva de las vias PI3K/AKT/mTOR y RAS/MAPK [128].

En relacién con la variante EGFRuvIII, su deteccidn se limitd a un subgrupo de los tumores con
amplificacién del gen EGFR (TABLA 15). Aunque su presencia se asocia a una mayor
agresividad biolégica y resistencia terapéutica, en nuestra cohorte no se observd una
diferencia estadisticamente significativa en la OS entre los pacientes con tumores que

presentan EGFRvIIl respecto a aquellos con amplificacién sin la variante [129]. Esta
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observacion sugiere que, si bien la presencia de EGFRvIII podria tener relevancia funcional y
terapéutica, no constituye un biomarcador prondstico independiente. La metodologia MLPA
empleada demostré ser eficaz para identificar tanto la amplificacién del gen como la delecidn
de los exones 2 al 7 que definen la variante EGFRvIII, lo cual representa una ventaja frente a
otros métodos como FISH que no discriminan entre variantes estructurales.

En términos clinicos, nuestros resultados refuerzan la nocion de que la amplificacién del gen
EGFR deberia ser considerada un biomarcador prondstico negativo en el manejo de pacientes
con gliomas, particularmente en el contexto del glioblastoma IDHwt.

El EGFR como blanco terapéutico ha dado resultados satisfactorios en el tratamiento de
diversas neoplasias como cancer colorrectal, cancer de pulmdén de células no pequefias y
cancer de pancreas, entre otros, pero no para los gliomas [130]. Los farmacos aprobados son
principalmente TKI que interfieren con la sefalizacién del receptor, o anticuerpos
monoclonales que se dirigen al receptor en la superficie celular para interferir con la unién
del ligando. Si bien, EGFR fue la primera molécula en vincularse con la oncogénesis en el
glioblastoma, uno de los principales inconvenientes en el desarrollo de estas moléculas es la
baja penetracién de la BHE y los mecanismos de resistencia. Tres generaciones de TKI de EGFR
estan aprobadas para uso clinico. Sélo el Osimertinib (Tagrisso®), ITK de tercera generacion,
disefiado especificamente para dirigirse a las mutaciones activadoras de EGFR candnicas vy la
mutacion de resistencia T790M, presenta una buena capacidad para cruzar la BHE [131].
Actualmente, se encuentra en estudio clinico Fase IIA, la molécula BiolLink1006 (Patente
concedida a Protheragen Inc.) que es un inhibidor no competitivo del dominio de unién al ATP
del EGFR para el tratamiento del glioblastoma, astrocitoma anapldsico y otros canceres
cerebrales con alteracidn en el gen EGFR. Este farmaco presenta una excelente penetracion
de la BHE, un buen perfil de seguridad y alta selectividad frente a otras quinasas [132].

Por otro lado, la EGFRvIII representa un blanco terapéutico excepcional en gliomas debido a
su especificidad tumoral y su papel conductor en la oncogénesis. EGFRvIII no se expresa en
ningun tejido sano del cuerpo, siendo una proteina exclusiva de las células cancerosas. Esto
crea una oportunidad Unica para desarrollar terapias que ataquen solo a las células tumorales,
minimizando los efectos secundarios tdxicos sobre los tejidos sanos (ventana terapéutica
amplia). La investigacién actual se centra en terapias con células CAR-T anti-EGFRuvIII, vacunas
peptidicas y anticuerpos Farmaco-Conjugados. La clave del éxito futuro probablemente

residira en combinar estas terapias dirigidas con otras que aborden la heterogeneidad
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tumoral y reviertan la inmunosupresién del microambiente, ofreciendo un mejor tratamiento

para este subgrupo de pacientes [133].

En base a lo expuesto, podemos afirmar que EGFR es un pilar en el diagndstico moleculary la

estratificacion prondstica de los gliomas. Si bien aln no determina tratamientos estandar

fuera de los ensayos clinicos, es fundamental para identificar a los pacientes que pueden

beneficiarse de terapias dirigidas experimentales y personalizadas.

El locus CDKN2A/B (9p21.3) codifica proteinas supresoras tumorales clave en la regulacion

del ciclo celular:

® pl16INK4a, codificada por CDKN2A, se une e inhibe a las enzimas CDK4 y CDK6. Sin esta
inhibicion, las CDK4/6 fosforilan e inactivan a la proteina Rb, lo que permite que la célula
progrese de la fase G1 a la S del ciclo celular y se divida.

® pl4ARF, codificada por el mismo locus CDKN2A, pero en un marco de lectura alternativo,
se une a la proteina MDM2, inactivando asi la degradacidn de la proteina supresora de
tumores p53 y deteniendo el crecimiento celular.

e p15INK4b, codificada por CDKN2B, inhibe a CDK4/6.

En el contexto de los gliomas, la pérdida de este locus se reconoce como uno de los eventos

mas frecuentes asociados a gliomas de alto grado. En este estudio (TABLA 17), se detectd

delecién de CDKN2A/B en el 43,7% (52/119) de los casos, con una clara predileccion por los

gliomas astrocitarios de alto grado y por los tumores IDHwt. En contraste, los tumores IDHmut

y los oligodendrogliomas CD-1p/19q positivos presentaron muy baja frecuencia de esta

alteracién, confirmando su valor como marcador diferencial.

Desde el punto de vista pronéstico (FIGURA 25), la delecién del locus CDKN2A/B se asocid con

una supervivencia significativamente reducida (OS: 9,8 meses) en comparacién con los

tumores sin esta alteracion (OS: 23,4 meses). Esta diferencia refuerza la idea de que la pérdida

de funcion de CDKN2A/B, al desinhibir la progresién del ciclo celular, confiere a las células

tumorales una ventaja proliferativa que se traduce en mayor agresividad clinica.

Asimismo, se observd que no hubo diferencia significativa entre deleciones homocigotas y

heterocigotas respecto a la OS (10,8 vs 8,3 meses), lo cual sugiere que la mera pérdida parcial

de este locus puede ser suficiente para promover el fenotipo maligno (FIGURA 26). Esto es

concordante con estudios previos que indican que incluso una delecion monoalélica puede

tener impacto funcional significativo si se acompafia de otras alteraciones epigenéticas o

postraduccionales [134].

105



Ruiz M.F. Biomarcadores moleculares en gliomas.

Es importante destacar que la alteracion de CDKN2A/B no es exclusiva del glioblastoma
IDHwt, sino que también se detecté en un subgrupo de astrocitomas anapldsicos IDHwt y, en
menor proporcién, IDHmut. Por tanto, su presencia podria ser un criterio complementario
para la reclasificacidn y estratificacién de riesgo, especialmente en aquellos tumores de grado
intermedio.

Estos hallazgos tienen implicaciones clinicas relevantes. Por un lado, la delecién de CDKN2A/B
podria integrarse como biomarcador prondstico independiente en el algoritmo diagndstico.
Por otro lado, podria abrir lineas terapéuticas especificas con inhibidores de CDK4/6 en
pacientes con pérdida de p16, estrategia que ha mostrado beneficios en otros tumores y se
encuentra en investigacion en gliomas [135].

El gen PDGFRA, ubicado en 4ql2, codifica un receptor tirosina quinasa esencial en los
procesos de proliferacion y supervivencia celular. En esta tesis, se evalud su estado de ploidia
mediante MLPA, identificando alteraciones (delecion o amplificacién) en el 26% de los casos,
con una prevalencia marcada en glioblastomas IDHwt (TABLA 19). Se observaron deleciones
en 21 casos (17,6%) y amplificaciones en 14 casos (11,8%), siendo estas alteraciones
significativamente mas frecuentes en gliomas de alto grado y de tipo IDHwt. Este patrén es
consistente con reportes previos que vinculan las alteraciones en PDGFRA con la
gliomagénesis temprana y con perfiles transcriptomicos mas agresivos [136].

Desde un punto de vista prondstico, los resultados obtenidos muestran que la presencia de
alteraciones en PDGFRA se asocia a una menor OS, independientemente de si se trata de
deleciones o amplificaciones (FIGURA 27). Cuando se evalué si el tipo de alteracién aportaba
informacién prondstica (FIGURA 28), se observan dos subgrupos bien definidos en base a la
0S: aquel integrado por pacientes sin alteraciones en PDGFRA (0OS: 20,3 meses), y un segundo
grupo en donde se incluyen pacientes con deleciones (OS: 9,3 meses) y con amplificaciones
(OS: 6,6 meses). Si bien la diferencia entre tipos de alteracién no fue estadisticamente
significativa, si lo fue la comparacién global entre tumores alterados y no alterados.

Esto indica que la alteracion del gen PDGFRA, mas alld de su naturaleza especifica, se
comporta como un biomarcador prondstico negativo independiente, lo cual puede explicarse
por la convergencia funcional de ambas alteraciones hacia la activacion aberrante de las vias
PI3K/AKT y RAS/MAPK, favoreciendo la proliferacidn, evasion de la apoptosis y la resistencia

terapéutica. Desde el punto de vista metodoldgico, la técnica de MLPA demostrd ser una
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herramienta sensible para detectar tanto deleciones parciales como amplificaciones focales,
permitiendo una evaluacién precisa del estado del gen.

Los genes CDK4, MDM2 y MIR26A2, localizados en la region cromosémica 12q13—q15,
constituyen un cluster funcional de relevancia en la regulacién del ciclo celular, la respuesta
al dafio del ADN vy la sefializacidn oncogénica. En el contexto de los gliomas, particularmente
en glioblastomas IDHwt, se ha documentado la co-amplificacién de estos genes como un
mecanismo convergente para favorecer la proliferacion celular y la evasion de mecanismos
de supresién tumoral.

En esta tesis, se evidencid que CDK4 estuvo amplificado en 28,6% de los casos (34/119),
siendo mas prevalente en glioblastomas IDHwt, MDM2 presenté amplificacion o delecidn en
30,3% de los casos (36/119), también con predominio en tumores de alto grado, y MIR26A2
mostro alteraciones en 43,7% de los casos (52/119), con un perfil muy heterogéneo entre los
distintos subtipos (TABLA 22).

A pesar de que la amplificaciéon aislada de estos genes no mostré una correlacién significativa
con la OS cuando se analizé por separado, el agrupamiento de cualquier alteracion
(amplificacion o delecidn) si se asocid con un peor prondstico:

® OS{cok4 alterado]: 13,6 meses vs OS[cok4 sin alteracion]: 19,6 meses.

® OS[MbM2 alterado]: 12,8 meses vs OSimpmz2 sin alteracion]: 19,9 meses.

® OS[mIrR26A2 alterado]: 13,1 meses vs OS[mir26A2 sin alteracion]: 21,0 meses.

Estos datos sugieren que las alteraciones en estos genes podrian ser consideradas
biomarcadores prondsticos independientes, en especial cuando se integran dentro de un
perfil molecular mas amplio que incluye alteraciones en PTEN, EGFR y CDKN2A/B.

En cuanto a MIR26A2, su amplificacion adquiere un valor bioldgico relevante por su
interaccidn directa con PTEN, uno de los principales reguladores negativos de la via PI3K/AKT.
MIR26A2 se une directamente al ARNm de PTEN y suprime su traduccién, reduciendo los
niveles de la proteina PTEN (silenciamiento post-transcripcional). MIR26A2 actia también
sobre otros genes, como RB1, PURA y MAP3K2/MEKK2. Al reprimir esta red de genes
protectores, la amplificacién de MIR26A2 impulsa la proliferacién, supervivencia y malignidad
de las células tumorales, convirtiéndose en un mecanismo muy eficiente para que el tumor
active multiples vias oncogénicas a la vez. Estos hallazgos ponen de manifiesto la interaccion
funcional entre microRNAs oncogénicos y genes supresores tumorales, y destaca el potencial

de MIR26A2 como blanco terapéutico emergente [137].
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La combinacidon de amplificacion de MIR26A2 y delecion de PTEN se asocié con una
supervivencia significativamente reducida (0S: 11,4 meses), lo que sugiere un efecto sinérgico
deletéreo (FIGURA 30A). En cambio, la presencia aislada de una sola de estas alteraciones no
mostré la misma fuerza prondstica. Cuando se unifican estos subgrupos tumorales (FIGURA
30B) evidenciamos que, independientemente de la presencia o no de alteraciones en
MIR26A2, aquellos tumores sin delecion del gen PTEN presentan una mayor OS (21,1 meses)
que los tumores con delecion en PTEN (10,4 meses). Esto se explica por el papel central de
PTEN como regulador de una de las vias de sefializacién celular mas criticas para el cancer. La
pérdida de PTEN confiere al tumor un fenotipo de ultra-agresividad, ya que tendria un
impacto funcional mds severo y constante que la regulaciéon negativa (silenciamiento por
microRNA). La razdn por la que la delecidn de PTEN es un factor prondstico tan dominante es
porque representa la pérdida irreversible del control mds importante sobre una via de
sefializacion oncogénica central. Esto confiere al tumor un fenotipo de agresividad bioldgica
inherente y resistencia terapéutica que eclipsa los efectos de otros biomarcadores
regulatorios como MIR26A2, lo que se traduce directamente en una OS significativamente
reducida.

Desde un enfoque clinico, la amplificacién de CDK4 y MDM2 podria representar una
oportunidad terapéutica mediante el uso de inhibidores de CDK4/6, como Palbociclib
(Ibrance®), o inhibidores de MDM?2, actualmente en fase de evaluacion clinica. Asimismo, los
microRNAs como MIR26A2 estdn siendo estudiados como blancos de terapias antisentido o
inhibidores de miRNA, lo que podria abrir nuevas vias para el tratamiento personalizado de
gliomas con perfiles moleculares especificos [138].

El gen NFKBIA, localizado en 14q13.2, codifica la proteina IkBa, un regulador negativo crucial
de la via de sefializacién NF-kB, la cual controla multiples procesos celulares como
inflamacién, supervivencia, proliferaciéon y respuesta inmune. En condiciones fisioldgicas,
IkBa secuestra complejos NF-kB en el citoplasma, impidiendo su translocacién al nucleo y la
transcripcién de genes proinflamatorios y antiapoptéticos. Su pérdida o inactivacién, por
tanto, conlleva una activacidn constitutiva de NF-kB, favoreciendo un fenotipo tumoral mas
agresivo.

La evaluacién del estado de ploidia de NFKBIA mediante la técnica MLPA en nuestra cohorte
(TABLA 23) demostrd delecion del gen en 5 casos, con predominio en glioblastomas IDHwt.

Este hallazgo es coherente con estudios previos que identifican la delecién de NFKBIA como
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una alteracién caracteristica de gliomas de alto grado, en especial en tumores IDHwt [139].
En nuestra cohorte, la delecidon estuvo ausente en tumores IDHmut, lo que refuerza su
asociacion con formas mas agresivas y mal diferenciadas de la enfermedad.

Dada la baja frecuencia de esta alteracién en la cohorte estudiada, no fue posible realizar el
analisis estadistico por medio de las curvas de Kaplan-Meyer para determinar su capacidad
prondstica. Si bien, esto podria explicarse por el tamafio muestral reducido del subgrupo con
delecidn, es importante sefialar que NFKBIA actia como un biomarcador secundario, cuyo
impacto se potencia cuando coexiste con otras alteraciones como CDKN2A/B, EGFR o PTEN.
Se ha sugerido que la pérdida de NFKBIA puede ser funcionalmente redundante con la
amplificacién de EGFR, ya que ambos convergen en la activacion de NF-kB [139]. En nuestro
analisis, algunos tumores presentaron alteraciones concomitantes en ambos genes (de los 5
tumores con delecién en NFKBIA, 3 tumores presentaban ademds amplificaciéon del gen
EGFR). Si bien algunos estudios [140] plantearon que ambas alteraciones tendrian
exclusividad mutua porque redundan en la activacidn de la via NF-kB, otros estudios indicaron
que la presencia concomitante de ambos biomarcadores permite definir un subgrupo
molecular de glioma particularmente agresivo, especialmente glioblastoma IDHwt [141]. Esto
podria deberse a que ambas alteraciones convergen en la activaciéon de esta via pro-
supervivencia, via del NF-kB, pero lo hacen por mecanismos diferentes y complementarios.
Mientras que el EGFR amplificado hiperactiva NF-kB a través de intermediarios, la delecidon
del gen NFKBIA activa la via NF-kB de forma directa al liberar el arresto. Este mecanismo dual
conduce a una activacidn extremadamente potente y sostenida de las sefiales que les indican
a las células que se dividan sin control a la vez que escapan de las sefiales apoptodticas.

Es importante sefalar que la coexistencia de amplificacién de EGFR y delecién de NFKBIA
suelen ser mutuamente excluyentes ante la presencia de mutacién en los genes IDH. Esto
refleja el hecho de que existen 2 vias patogénicas fundamentalmente diferentes que dan
lugar a tumores con caracteristicas clinicas y bioldgicas distintas. La mutacién en los genes
IDH actua como un evento iniciador temprano que define un camino oncogénico especifico
de la gliomagénesis, que es incompatible con las alteraciones genéticas que caracterizan a los
tumores IDHwt. El cambio epigenético masivo inducido por el oncometabolito D2HG aporta
ala célula tumoral un estado diferenciado particular, activando vias de sefalizacidon que hacen

qgue las ventajas proliferativas que confieren la amplificacion del gen EGFR o la pérdida de
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NFKBIA no sean necesarias o incluso puedan ser perjudiciales para la supervivencia de ese
tipo especifico de tumor.

El gen TP53, ubicado en 17p13.1, es uno de los genes supresores tumorales mas relevantes
en la oncogénesis humana. Codifica la proteina p53, un regulador maestro del ciclo celular, la
reparacion del ADN, la senescencia y la apoptosis.

En esta tesis, se estudié el gen TP53 por técnica de MLPA la cual permite detectar solamente
la pérdida de 8 de los 11 exones del gen, dando evidencia de la posible delecién completa de
dicho gen. En nuestra cohorte, hemos podido establecer delecién del gen TP53 en unos pocos
casos (6/119) (TABLA 25), siendo exclusiva su distribucidn en glioblastoma IDHwt, lo cual esta
coincide con trabajos previos que describen mayor frecuencia de este tipo de alteracion en
esta estirpe tumoral. Por otro lado, algunos estudios han descrito que las deleciones en TP53
fueron altamente prevalentes en astrocitomas IDHmut [142], esto no pudo ser corroborado
en nuestra cohorte, posiblemente por el bajo nimero estudiado de estos tumores.

Es importante sefalar que las mutaciones puntuales en el gen TP53 son las mads
frecuentemente encontradas en gliomas, principalmente en Astrocitomas difusos IDHmut
(80-90% de los casos) y glioblastoma IDHwt (alrededor del 25-30%). Esto es una limitante en
nuestro estudio ya que la técnica de MLPA utilizada no permite detectar este tipo de
alteraciones.

Dada la baja frecuencia de esta alteracion en la cohorte estudiada, no fue posible realizar el
analisis estadistico por medio de las curvas de Kaplan-Meyer para determinar su capacidad

prondstica.

4.4. Limitaciones del estudio

A pesar de la solidez metodoldgica y la integracion histomolecular aplicada en esta
investigacion, es importante reconocer ciertas limitaciones inherentes al disefio y alcance del
estudio que pueden influir en la interpretacidn y generalizacidén de los resultados obtenidos.

1. Cardcter retrospectivo y tamarfio limitado de la cohorte: el estudio fue disefiado con una

metodologia retrospectiva, utilizando muestras histdricas incluidas en parafina de archivos
anatomopatoldgicos y registros clinicos de pacientes diagnosticados entre los afios 2005 y
2017. Si bien esto permitié acceder a una cohorte relevante de 119 casos, el disefio no
prospectivo implica posibles sesgos de seleccion, pérdida de datos clinicos o tratamientos

heterogéneos entre pacientes. Asimismo, el tamano de la muestra, aunque suficiente para
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la identificacién de asociaciones significativas en algunas variables, limita el poder
estadistico para subgrupos especificos, en especial aquellos con baja frecuencia de
alteraciones como, por ejemplo, las deleciones de NFKBIA o TP53. Esto podria subestimar
el impacto clinico de ciertos biomarcadores.

2. Ausencia de andlisis funcional de las alteraciones encontradas: el enfoque del presente

trabajo se centré en la deteccidon estructural de alteraciones genéticas y epigenéticas
mediante técnicas como MLPA, IHQ y secuenciacién Sanger. No obstante, no se realizaron
estudios funcionales complementarios que permitan validar el impacto bioldgico real de
las variantes detectadas como, por ejemplo, cuantificacién de expresion génica/proteica,
ensayos de actividad enzimdtica, estudios in vitro o modelos celulares. Esta limitacién
impide discriminar con certeza si todas las alteraciones observadas poseen un rol
oncogénico activo o si representan eventos pasajeros sin consecuencias funcionales
(passenger mutations).

3. Incapacidad prdctica de estudiar biopsias seriadas: para nuestro estudio se seleccionaron

biopsias que fueron realizadas para establecer el diagndstico definitivo de tumor glial ante
la existencia de lesion intracraneal sospechosa identificada en estudios de imagen
(Resonancia Magnética o Tomografia). Si bien la cantidad y calidad de la muestra fue
estrictamente considerada previo al analisis molecular exhaustivo, la biopsia ofrece una
vision estatica en la dinamica evolucién tumoral. Nuevos enfoques podran en un futuro
cercano permitir superar estas limitaciones, como la obtencién de biopsias a partir del
marcado de zonas hipermetabdlicas o con mayor grado de angiogénesis del tumor o el
analisis del ADN tumoral circulante en el liquido cefalorraquideo (biopsia liquida) que
permita capturar la heterogeneidad espacial del tumor y monitorizar la evolucién temporal
del tumor de forma minimamente invasiva.

4. Falta de evaluacion de otros biomarcadores emergentes: A pesar del enfoque integral

aplicado, no se estudiaron algunos biomarcadores moleculares que han demostrado
relevancia diagndstica, prondstica o terapéutica en gliomas los que fueron incluidos en
recomendaciones posteriores del Consorcio para Informar Enfoques Moleculares y
Practicos para la Taxonomia de Tumores del SNC (cIMPACT-NOW) que guiaron a la OMS a

publicar una nueva actualizacidén de la clasificacion de gliomas en 2021 [143].
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4.5. Perspectivas futuras

A partir de las limitaciones mencionadas y del avance continuo en el campo de la biologia
molecular tumoral, emergen nuevas lineas de investigacién y mejora metodoldgica que
podrian fortalecer los hallazgos obtenidos y abrir nuevas posibilidades clinicas.

A principios del 2017, se crea el cIMPACT-NOW para proporcionar recomendaciones vy
aclaraciones de la edicion 2016 de la Clasificacion de Tumores del SNC de la OMS, con el fin
de integrar rapidamente los nuevos descubrimientos moleculares en la practica diagndstica 'y
acompafiar la evoluciéon hacia una clasificacion de tumores del SNC mas molecular [144]. Los
cambios clave propuestos para el estudio de gliomas en adultos se resumen en:

e division principal por estado IDH: los gliomas se dividen primero en IDHmut e IDHwt.

® grado definido por genética e histologia: El grado (2, 3 o 4) ya no depende solo de la

histologia, sino de un conjunto de criterios que incluyen mutaciones especificas.

e ¢l término glioblastoma: se reserva para tumores IDHwt con caracteristicas histoldgicas

y/o moleculares de alto grado (grado 4).

La mayoria de las recomendaciones publicadas por cIMPACT-NOW se incorporaron de forma

oficial, en 2021, en la 52 ediciéon de la Clasificacion de la OMS de Tumores del SNC,

estableciendo que:

e un astrocitoma difuso IDHmut debe ser clasificado como grado 4 si presenta cualquiera de
estas 3 caracteristicas histoldgicas:

i) necrosis microvascular o en pseudoempalizada,
i) mitosis elevadas (> 2.2 mitosis/mm?) o
iii) mutacién en el gen TERT.

e en el astrocitoma difuso IDHmut, la delecién homocigota de los genes CDKN2A/B es un
marcador molecular de peor prondstico y, en combinaciéon con otros hallazgos, es
suficiente para elevar el tumor a grado 4.

e se reemplaza el nombre de glioblastoma IDHmut por el de Astrocitoma Difuso IDHmut
grado 4, y reservando la denominacion de glioblastoma a aquellos tumores astrociticos
IDHwt de alto grado (grado 4).

e untumor astrocitico IDHwt de bajo grado (grado 2 o 3) serd nombrado glioblastoma (grado
4) si presenta alguna de las siguientes alteraciones moleculares definitorias [145]:

i) amplificacién de EGFR,

ii) mutacion en el promotor del gen TERT, o
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iii) ganancia del cromosoma 7 combinada con pérdida del cromosoma 10 (+7/-10).
Cuando analizamos nuestra cohorte, con los nuevos pardmetros se observd el cambio de
clasificacién en 7 tumores pronosticando un comportamiento mas agresivo:
® 6 astrocitomas anapldsico IDHwt (Glio04, H09, H30, H31, H45, H48) que presentaron

amplificacién en el gen EGFR se reclasifican como glioblastomas.

e 1 astrocitoma anapldsico IDHmut (H20) con delecidn en los genes CDKN2A/B se clasifica

como astrocitoma IDHmut grado 4.

Serd fundamental ampliar el panel de estudio hacia biomarcadores reconocidos por la
clasificacién OMS mas reciente, como las alteraciones en los genes TERT, ATRX, H3K27M y
otros reguladores epigenéticos. Asimismo, la evaluacién sistematica del estado de metilacion
global del genoma tumoral (fenotipo G-CIMP) podria contribuir a refinar la clasificacién
prondstica, particularmente en gliomas IDHmut.

La utilizacion de plataformas de secuenciacion masiva permitiria detectar de forma
simultanea alteraciones moleculares en multiples genes con mayor sensibilidad y cobertura
qgue las técnicas convencionales y pudiendo facilitar el analisis de cambios génicos de baja
frecuencia, utiles para seleccionar terapias dirigidas emergentes.

Finalmente, es imprescindible validar los resultados obtenidos en series independientes de
pacientes, idealmente mediante estudios multicéntricos con mayor diversidad geogréfica,
étnica y clinica. Esta validacién externa aseguraria la reproducibilidad de los biomarcadores
propuestos y permitiria consolidar su utilidad prondstica o predictiva en contextos clinicos
diversos. Asimismo, podria facilitar el disefio de algoritmos diagndsticos estandarizados para

su implementacidn en centros oncoldgicos de referencia.
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5. CONCLUSION

Este trabajo de tesis evidencia que la introduccion de biomarcadores moleculares en el
diagndstico de los gliomas representa un cambio de paradigma en la neuro oncologia,
marcando la transiciéon definitiva de una clasificacién puramente morfolégica a una
taxonomia integrada histomolecular. Este trabajo ha puesto de manifiesto su impacto actual
para el diagndstico y el prondstico de la enfermedad, y en un futuro cercano en la terapéutica
con la introduccion de nuevos farmacos.

La caracterizaciéon molecular ha permitido desentraiar la heterogeneidad bioldgica que se
ocultaba tras similitudes histoldgicas. Bajo términos genéricos como astrocitoma anaplasico
o glioblastoma se revela hoy como un conjunto de entidades distintas mediante la deteccién
de alteraciones moleculares como el estado mutacional de los genes IDH1 e IDH2, la CD-
1p/19q, las alteraciones en los genes EGFR o CDKN2A/B, entre otras. La patologia molecular
en el manejo clinico rutinario confiere una precisiéon diagndstica sin precedentes, sentando
las bases de una medicina oncoldgica moderna, donde el nombre del tumor aporte
informacién sobre su comportamiento esperado.

Ademas, hemos podido evidenciar en esta tesis que este nuevo nivel de diagndstico permite
una capacidad pronéstica y predictiva radicalmente mejorada. Biomarcadores como el estado
de metilacién del pMGMT guia la seleccidon de la quimioterapia de primera linea, optimizando
la eficacia del tratamiento y evitando toxicidades innecesarias en aquellos pacientes con baja
probabilidad de respuesta.

El analisis de alteraciones moleculares adicionales implicadas en la desregulacién de las vias
oncogénicas de la gliomagénesis, como la delecidon de PTEN, la metilacidon del pMGMT vy las
alteraciones en PDGFRA, demostrd poseer un valor prondstico independiente en la cohorte
estudiada, consolidando su papel como biomarcadores complementarios en la estratificacion
de la enfermedad. Mas alla de su implicacion diagndstica, la identificacién de nuevas dianas
moleculares abre una perspectiva traslacional directa, orientando el desarrollo de terapias
dirigidas. Entre estas, destacan el uso de inhibidores de CDK4/6, antagonistas de receptores
tirosina quinasa (EGFR/PDGFRA), moduladores de microRNAs y bloqueantes de la via de NF-
kB, cuyo potencial terapéutico podria personalizar el manejo de subgrupos especificos de

pacientes en un futuro cercano.
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En definitiva, la integracién de los biomarcadores moleculares ha trascendido el ambito del
diagndstico para erigirse como el pilar fundamental de una neuro oncologia de precision. Esta
aproximacion no solo permite una estratificacion de pacientes en grupos prondsticos mas
homogéneos, sino que sienta las bases para el disefio de ensayos clinicos mads inteligentes y
el desarrollo de terapias dirigidas. El resultado final es la materializacion de un manejo
terapéutico verdaderamente personalizado, que busca maximizar la eficacia del tratamiento

y ofrecer a cada paciente la mejor oportunidad clinica posible.
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