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Radioterapia, quimioterapia y
gliomas. Decisiones basadas en
marcadores de la metilacion e
inmunohistoquimica

Los astrocitomas o gliomas cerebrales son los tumores intraxiales mas
comunes. En México, la incidencia reportada de tumores primarios
del sistema nervioso central es de 2.3% de todas las neoplasias. En el
tratamiento de los gliomas surge la necesidad de determinar qué pa-
ciente es susceptible de radioterapia o quimioterapia, o ambas. Existen
marcadores genéticos para la mayor parte de los tipos de tumores. ;Cual
o cuales de los marcadores genéticos pueden ser dtiles en la clinica para
apoyar las decisiones de tratamiento? Se describen los marcadores (tiles
disponibles para el abordaje y tratamiento de este grupo de pacientes.
En el caso del glioblastoma se observo alteracion del promotor de meti-
lacién del ADN en un patrén denominado fenotipo metilador de la isla
CpG-glioma. La resonancia magnética con espectroscopia con piruvato
hiperpolarizado hace diferencia entre la persistencia de la enfermedad
versus los efectos mediatos de la radioterapia, asi como de la respuesta
inmediata a la temozolamida. Se propone la utilizacién de estos medios
de diagnéstico para optimizar el tratamiento de los pacientes.

gliomas, glioblastoma, metilacién IDH-1, RMN
hiperpolarizada.

Radiotherapy,chemotherapy and
gliomas. Decisions supported

by methylation markers and
inmunohistochemical analysis

Astrocytomas or brain gliomas are the most common type of intra-
axial tumors. In Mexico they account for 2.3% of primary central
nervous system neoplasms. During the management of these tumors
it is frequently a need to determine which cases are candidates to
radiotherapy, chemotherapy or both. Genetic markers for the vast
majority of tumors exist, some are useful to guide their treatment.
Description of the available markers that help reach and guide the
treatment these patients is made. DNA methylation promoter in a
CpG island methylator phenotype was found in glioblastomas. Mag-
netic resonance spectroscopic imaging with hyperpolarized pyruvate
highlight the difference between tumor’s persistence and radiotherapy
effects, as well as the immediate response to temozolamide. The use of
these techniques is proposed to optimize the therapy for these patients.

Gliomas; Glioblastoma; IDH-1 metilation; Hyperpolar-
ized IRM
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ANTECEDENTES

Los astrocitomas o gliomas cerebrales son los
tumores intraaxiales mas comunes, la incidencia
en Estados Unidos es de 12,000 nuevos casos
por afio. Las estadisticas en México no son deta-
[ladas en lo que respecta a este tipo de tumores.
Hasta 2008 la incidencia reportada de tumores
primarios del sistema nervioso central fue de
2.3% de los casos de neoplasias.

En el mundo, la incidencia anual de gliomas se
calculaen 1.5 a 1.8 por cada 100,000 habitan-
tes, lo que representa 1.9% de las neoplasias
malignas.’

A lo largo de la historia han existido diferentes
maneras de clasificar a los gliomas, la mas acep-
tada hoy dia es la de la OMS, que lo divide en
grupos del I al IV. Los de grado | y Il son benignos
y los lll 'y IV malignos.

Los principales factores prondstico sefalados
en estudios previos son: grado histolégico, edad
y estado funcional. La supervivencia a cinco
aflos es de 27% para el astrocitoma grado I
y menor de 5% a cinco afios para el grado IV
(glioblastoma).

En México, el tratamiento consiste en la cirugia
con reseccion, limitada o parcial la mayor parte
de las veces y, dependiendo de la localizacién
del tumor, seguida de quimioterapia, sobre todo
con temozolamida y radioterapia. Este tratamien-
to multimodal es de alto costo para los pacientes
y las instituciones de salud, por lo que en muchas
ocasiones los pacientes solo reciben una parte
del tratamiento, casi siempre radioterapia

Problema

En la evolucion de los gliomas cerebrales y su
clinica con frecuencia surge la necesidad de de-
terminar qué paciente es apto para radioterapia o
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quimioterapia, o ambas, porque es una pregunta
que hace la familia y también el médico respon-
sable del paciente, cuestionamiento que debe
interesar a los profesionales de la salud en nuestro
pais por el costo que representa dar tratamiento
a un paciente que, con frecuencia, no reacciona
favorablemente. Sobre todo si se toma en cuenta
que un buen porcentaje de pacientes son jovenes
y que este grupo tiene mejor prondstico que los
ancianos; sin embargo, los efectos de la radiotera-
pia pueden hacer que su resultado funcional final
sea igual de deletéreo que la misma enfermedad.
Lo anterior se debe a la heterogeneidad molecu-
lar del glioblastoma multiforme, ademdas de que
existe una frecuencia mutacional estadisticamente
significativa entre jovenes y ancianos de 0.88 en
los primeros y de 1.39 en los segundos.

Es, por lo tanto, imprescindible tener a la mano
las herramientas de laboratorio que ayuden a res-
ponder las dudas en el sentido de si un paciente
se beneficiara o no de la terapia concurrente con
radio o quimioterapia, que ademas tiene impli-
caciones econémicas para los sistemas de salud.

Con el conocimiento previo de que existen mar-
cadores genéticos para la mayoria de los tipos de
cancer, se analiz6 cual o cudles de los marcado-
res genéticos pueden ser Gtiles en la clinica para
apoyar las decisiones de tratamiento y, ademas,
dar al paciente y a su familia un panorama mas
claro del pronéstico de acuerdo con el resultado
histopatolégico y completado con los estudios de
dichos marcadores. Lo anterior, con fundamento
en los reportes de la bibliografia.

Otra pregunta importante que se hace con fre-
cuencia es en relacion con la supervivencia de
los pacientes, casi siempre se reconocen algunos
factores de mayor posibilidad de supervivencia
alargo plazo, como la edad (pacientes jovenes),
localizacion frontal de la lesién, volumen tumo-
ral reducido, cirugfa citorreductiva combinada
con radioterapia y temozolamida, y el género
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femenino. Sin embargo, en el andlisis de los gru-
pos de pacientes no hay consistencia en cuanto
a estos datos clinicos y demograficos por lo que
tener una prueba con marcadores genéticos ha
ayudado a diferenciar entre los pacientes que
tendran mayor supervivencia libres de enferme-
dad vy los que tienen peor prondstico a pesar del
tratamiento efectuado.’

Los estudios clasicos de resonancia magnética
con gadolinio han dado paso a una nueva forma
de explorar los tumores gliales y su respuesta
al tratamiento. En la actualidad, el examen de
resonancia magnética se complementa con la
espectroscopia que busca piruvato hiperpola-
rizado. Este método de estudio se ha asociado
con la determinacién de marcadores genéticos
y se pudo demostrar que las células tumorales
mutantes con IDHT metilado en los gliomas de
bajo grado producen, significativamente, menos
lactato hiperpolarizado comparados con los
glioblastomas multiformes; esto de acuerdo con
su reprogramacion metabdlica.

Se han disefiado estudios, principalmente de
imagen (resonancia magnética nuclear) para
poder determinar la respuesta metabdlica de
los tumores a la temozolamida, con este mé-
todo de diagnéstico. Se encontré que en los
glioblastomas multiformes hay una marcada
reduccién de la transformacién de lactato a
piruvato hiperpolarizado a unas horas del inicio
de la quimioterapia. Por lo tanto, este estudio de
resonancia magnética muy especializado ayuda
a diferenciar entre los astrocitomas no malignos
y los malignos porque la asociacion entre la dis-
minucion de la produccién de lactato altamente
polarizado y la mutacién IDH1 es elevada.*

Métodos de laboratorio

En una cadena de ADN con una mutacién IDH1
conocida, se utiliza un picogramo de ADN como
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una plantilla para la conversién a ADN bisulfa-
tado; posteriormente se realiza una PCR-MS con
montaje de primers especificos para la secuencia
del promotor MGMT metilado y no metilado
segln la prueba de metilacion especifica de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Los
productos de la PCR se evaltan con electrofo-
resis horizontal (tefdida con bromuro de etidio
y visualizado con luz ultravioleta). Durante el
andlisis de la metilacion, la intensidad de las ban-
das presentes en el gel (93 pares de bases para
la secuencia del promotor MGMT no metilado
y 81 pares de bases para el metilado) se califico
con una escala de 5 puntos (del 1 al 5). Se utiliza
como control una muestra de ADN metilado y
no metilado proporcionado por el fabricante.

Las técnicas de inmunohistoquimica se hacen
segun los protocolos de cada fabricante. En tér-
minos generales se utilizan anticuerpos contra
las proteinas que se pretende demostrar. Si hay
menos de 10% de nlcleos tefidos es negativa
(+), si hay de 10 a 30% de ndcleos tedidos (++) y
si hay de 30 a 50% (+++) y mas de 50% franca-
mente positiva, se considera que la positividad a
la inmunohistoquimica empieza desde ++ y +++.°

Papel potencial de los marcadores de
metilacion en la toma de decisiones clinicas

La metilacién del ADN juega un papel importante
en diversos procesos biolégicos. Esta regulacién
epigenética contribuye a la regulacion espacial y
temporal de la expresion genética, inactivacion
del cromosoma X, sefalizacién del genoma,
infertilidad masculina y carcinogénesis. Se
observé que las células cancerosas tienen una
excesiva metilacién de genes involucrados en
la regulacioén del ciclo celular, de la reparacion
del dafo del ADN, apoptosis, detoxificacion,
diferenciacién, angiogénesis y metastasis.®’

El GBM (astrocitoma grado 1V) fue el primer
cancer seleccionado para analisis epigenético
por el proyecto del atlas del genoma del can-
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cer; se analizaron 272 tumores y se observo
alteracion del promotor de metilacién del ADN
en un patrén denominado fenotipo metilador
de la isla CpG-glioma. Estos tumores G-CIMP
tienen distintas caracteristicas moleculares, in-
cluida una alta frecuencia de metilacion del gen
IDHT1. Los pacientes con el genotipo G-CIMP
fueron mas jovenes al momento del diagnéstico
y tuvieron mejores pronosticos de forma esta-
disticamente significativa. La mutacién IDH1 c.
G395A; p. R132H se asocié con supervivencias
mas prolongadas en astrocitomas grado Il y
glioblastomas.®?

Las caracterizaciones de la naturaleza molecular
de los gliomas de bajo grado confirmaron la exis-
tencia de una mutacién IDH1 ya conocida y la
codelecién 1p/19q (pérdida completa del brazo
largo del cromosoma 1 y del brazo corto del
cromosoma 19) como marcadores predictivos.”)

En los astrocitomas grado Ill y glioblastoma
multiforme se ha observado hipermetilacion en
53% de los casos y hasta 61.4% en los casos de
astrocitomas grado .

Estudios previos demostraron que la mutacion
IDH1 c.G395A; pR132H es mas frecuente en los
astrocitomas de alto grado.

Los hallazgos han sugerido que el grupo de
pacientes con astrocitomas grado Il tiene un
mejor prondstico, sobre todo los que tienen la
mutacién IDHT p. R132H, comparados con otros
con mutacién IDHT silvestre.

La combinacién mas favorable para tener éxito
con el tratamiento de radioterapia es la combi-
nacién de la mutacién somatica IDH1p.R132H
con la hipermetilacién de MGMT.

Reportes amplios han sefialado que existe un
papel del gen IDHT mutado en la resistencia a la
temozolamida. Se ha demostrado el aumento de
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3 a 10 veces mas de resistencia a la temozolami-
da después de un plazo largo de tratamiento.""'2

Es importante tomar en cuenta que un paciente
puede considerarse como superviviente a largo
plazo cuando tiene una evolucion entre 3 y 5
anos de diagndstico.

En los enfermos tratados después del diagndstico
de glioblastoma multiforme, en ocasiones, es
dificil determinar si hay progresién de la enfer-
medad debido a que la radioterapia utilizada
puede destruir la barrera hematoencefalica y
ocasionar la efusién del medio de contraste y
provocar resultados falsos en la interpretacion de
la resonancia magnética nuclear para determinar
si hay o no recurrencia de la enfermedad. Esta
pseudoprogresion va de 12 a 64% de los pacien-
tes por lo que es importante para los clinicos
distinguir si hay o no recrecimiento tumoral.
De todos los estudios disenados para poder dar
respuesta a tal diferencia, la determinacion de
la metilacién del promotor MGMT y la muta-
cién IDHT ya demostré ser un factor predictivo
importante de supervivencia en este grupo de
pacientes y ayuda a determinar cudl es el mejor
esquema de tratamiento para ellos."

Otros marcadores que se han analizado para el
estudio del pronéstico de este grupo de pacientes
es el gen ATRX (ataxia, talasemia, retardo mental
asociado a X) y la expresion de la proteina p53,
mediante inmunohistoquimica con anticuerpos
contra ATRX, p53, e iDH1 R132H. En los resulta-
dos se reporta que los pacientes con glioblastoma
multiforme tenian expresion perdida de ATRX
en 15.3%, sobreexpresién de p53 en 48.4% vy
positividad a IDH1 en 10.4%. La supervivencia
fue mejor (con significacion estadistica) en los
pacientes que mostraron ATRX- o IDHT + com-
parados con pacientes ATRX+ o IDHT -. Cuadro 1

Los pacientes con sobreexpresion de p53 +
tuvieron peor supervivencia que los pacientes
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Cuadro 1. Resultados de la inmunoexpresion de ATRX, IDH y p53 en GBM mediana de supervivencia y supervivientes libres
de progresion

Proteina mutante Inmunohistoquimica. Mediana de Mediana de periodo libre de
porcentaje de positividad. supervivencia (meses) enfermedad (meses)
) Proteina Proteina Proteina Proteina
mutante silvestre mutante silvestre
ATRX- 25 (15.3) 329 21 25.9 16.9
IDHT + 17 (10.4) 31.9 21.8 28.1 17.2
p53+ 80 (48.4) 19.3 26.2 15.8 20.6

Fuente: Arroyo y cols. de datos de diferentes articulos.

con p53 -. La conclusion es que la expresion
aberrante de proteinas de ATRX, p53 e IDH1
individualmente y en diferentes combinaciones
provee los datos suficientes para estratificar
los glioblastomas en grupos relevantes para el
prondstico y pueden usarse como marcadores
para tal fin."*

CONCLUSIONES

Existen métodos de laboratorio que pueden
utilizarse como marcadores de pronéstico en
los pacientes con tumores cerebrales para de-
terminar la supervivencia de los pacientes y su
probable respuesta al tratamiento. Destaca entre
ellos la determinacién del gen metilado de IDH1.
La resonancia magnética con espectroscopia con
piruvato hiperpolarizado ayuda a determinar si el
paciente tiene o no recaida tumoral, con diferen-
cia entre la persistencia de la enfermedad contra
los efectos mediatos de la radioterapia; asi como
de la respuesta inmediata a la temozolamida.
Otros marcadores dtiles son la determinacién
mediante inmunohistoquimica de proteinas
codificadas por el gen de alfa-talasemia, retardo
mental, ligado a X (ATRX) de la expresion de la
proteina p53 y del gen metilado de IDH; pue-
den usarse en diferentes combinaciones para
clasificar la probable respuesta de los pacientes
al tratamiento.

Se propone el uso habitual de este tipo de
marcadores de la enfermedad en los pacientes

que se atienden en el servicio de Neurociru-
gia y Radio-oncologia del Hospital Central
Militar.

Se propone hacer un estudio de impacto eco-
némico de los astrocitomas con cirugia, radio y
quimioterapia versus el tratamiento guiado con
marcadores bioldgicos si se supone que nuestra
poblacién tiene la misma expresion genética
para la metilaciéon del gen IDH1.

Se propone mejorar el programa de la resonan-
cia magnética nuclear para tener disponible
la espectroscopia con piruvato y evaluar la
respuesta temprana a la quimioterapia y hacer
diferenciacién entre recidiva (progresién) de la
enfermedad y cambios inducidos por radiotera-
pia, lo que evitara la cirugia innecesaria y mayor
gasto, redistribuyendo los recursos de forma mas
adecuada.
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