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Resumen: los gliomas son los segundos tumores en frecuencia en el Sistema Nervioso
Central, por detrds de las metdstasis. En los ultimos afios las investigaciones en este
tipo de tumores se han dirigido a buscar nuevos marcadores moleculares que pudieran
servir a un mejor diagndéstico y prondstico, asi como al desarrollo de nuevas dianas de
tratamiento que permitieran obtener mejores resultados en términos de supervivencia
y calidad de vida. En este sentido, los diferentes estudios encuentran asociaciones
significativas con el polimorfismo +936 C/T del factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF) y la mutacion del codén 132 (R132H) del gen IDH1. Especialmente
esta ultima ha sido ampliamente estudiada, valordndose como un marcador precoz en
el desarrollo de los gliomas y asocidandose a un incremento de la supervivencia en los
pacientes portadores. El analisis en profundidad de estos resultados nos permitiria
obtener informacién que puede abrir nuevas vias para el control del crecimiento
tumoral y el tratamiento de estos pacientes. Nuestro objetivo sera estudiar si existe
asociacién entre estos dos marcadores y los tipos histoldgicos mas frecuentes.
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INTRODUCCION

Los gliomas cerebrales representan el 50% de los tumores primarios del Sistema
Nervioso Central. Se clasifican en astrocitomas grado | a grado IV, en base a los
criterios histopatoldgicos y clinicos establecidos por la OMS. Entre sus subtipos, los
mas frecuentes son los astrocitomas, oligodendrogliomas y ependimomas. Por su
agresividad destaca el glioblastoma multiforme (GBM), un tumor infiltrante de forma
difusa y que a pesar de los tratamientos actuales con cirugia, quimio y radioterapia
tiene una supervivencia estimada entre los 12 a 16 meses ),
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Hoy en dia se sabe que la neovasculogénesis y las alteraciones metabdlicas de las
células cancerosas conducen a su crecimiento y autorrenovacién y por tanto, a la
progresiéon tumoral por falta de control de las mismas @) Esto ha potenciado el estudio
genético en los ultimos afios y la apariciéon nuevos marcadores moleculares que
puedan aportar informacion diagndstica y prondstica. Entre ellos se encuentra el
polimorfismo +936 C/T del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) asociado a
la angiogénesis y la mutacién en el codén 132 (R132H) del gen IDH1 relacionado con
una mayor acumulacién de 2-hidroxiglutarato.

Nuestro objetivo es estudiar si existe asociacidon entre la mutacién IDH1 y el
polimorfismo VEGF +936 C/T y los tipos histoldgicos mas frecuentes en poblacion
adulta. En el caso de VEGF +936 C/T ademas se valorara el riesgo de glioma asociado a
los genotipos mediante un estudio de casos y controles.

MATERIAL Y METODOS
Sujetos de estudio

Se parte de una poblacién de 89 pacientes con tumores cerebrales intervenidos
quirdrgicamente en el servicio de Neurocirugia del Hospital Clinico San Carlos de
Madrid entre los afios 2005 y 2012. Los tipos tumorales fueron: 35 glioblastomas
multiformes, 7 astrocitomas anapldsicos, 5 astrocitomas grado 2; 3 astrocitomas grado
1; 6 tumores oligodendrogliales, 2 ependimomas, 18 meningiomas y 13 entre
metastasis y otros tumores. En todos los pacientes y controles se solicitd el
consentimiento, segin modelo aprobado por el Comité de Etica del Hospital.

Variables

Las variables de estudio fueron: género, edad, fecha de nacimiento, fecha de
diagndstico e ingreso, localizacidn, datos de RM/TC, fecha de la cirugia, complicaciones
de la cirugia, grado de reseccion, histologia del tumor, tratamiento radio-
guimioterdpico, seguimiento clinico-radiolégico hasta el fallecimiento o pérdida de
contacto, genotipo en casos y controles, frecuencia de los alelos Cy T en el gen VEGF y
de las mutaciones en el codon 132 (R132H) del gen IDH1. Se recoge ademas el estado
general del paciente, medido mediante el Karnofsky Performance Status.

Analisis de mutaciones

Tanto el DNA de sangre periférica como el de tejido tumoral fueron extraidos
empleando el kit DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN).

La deteccidn del polimorfismo VEGF +936 C/T se realizd6 mediante PCR a tiempo
real con sondas TagMan MGB probe. Las secuencias de los primers forward y reverse y

dos probes para los tres polimorfismos se encuentran en la tabla 1 @)
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936 C/T Primer FWD 5'-ACT CCG GCG GAA GCA TTC-3'
Primer REV 5'-AGC AAG AAA AAT AAA ATG GCG AAT CCA-3'
WT C Probe 5'-FAM-CAA GAG GGA CCG TGC TG-MGB-NFQ-3'
Var T Probe 5'-TET-AAG AGG GAC CAT GCT G-MGB-NFQ-3'

Tabla 1. Aecuencias de los polimorfismos del VEGF.

En el caso de la mutacién del gen IDH1 se analiz6 mediante PCR-RFLP usando la
enzima de restriccion Hsp92Il (Promega). La digestidn se hizo en un volumen total de
20 ul durante 4 horas; los productos digeridos se sometieron a electroforesis en gel de
poliacrilamida al 8%. La amplificacion del exdn 4 del gen IDH1 se basa en la secuencia
de primers que se especifica en la tabla 2 @

Primer FWR (forward) 5'- GGA TGC TGC AGA AGC TAT AA -3'
Primer REV (reverse) 5' - CAT GCA AAATCA CATTATTGCC -3'

Tabla 2. Secuencias de mutacion del IDH1.

Método estadistico

El andlisis estadistico fue realizado con el programa SPSS versién 17.0 empleando
el test de 2, la prueba exacta de Fisher, el célculo de Odds Ratio y su intervalo del
confianza del 95%.

RESULTADOS

La mutacion IDH1 fue detectada en heterocigosis en el 13.5% de los tumores
analizados. La frecuencia de los genotipos CC, CT, y TT del polimorfismo VEGF +936 C/T
fue 77.5%, 19.1% y 3.1% respectivamente.

Al estratificar los tipos histoldgicos en astrocitomas 1, 2, 3; glioblastomas,
meningiomas, tumores oligodendrogliales y otros gliomas se encontré que la
asociacion era significativa tanto con la mutacién IDH1 (p<0.001), como con el
polimorfismo VEGF +936 C/T (p=0.034), siendo la mutacién IDH1 mas frecuente en el
grupo de los astrocitomas y los genotipos CT y TT de VEGF en los oligodendrogliales.

Al comparar la frecuencia de los genotipos de VEGF +936 C/T entre el grupo de
casos y controles se encontr6 que no existian diferencias estadisticamente
significativas (p=0.620) y que por lo tanto no hay asociacién entre el polimorfismo de
VEGF y el riesgo de glioma (OR=0.853, 95% IC= 0.455-1.599).
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DISCUSION

La implicacion de los genes IDH1 y VEGF en el desarrollo y progresion de los
diversos tipos de cdncer como la leucemia y los gliomas estd siendo puesta en
evidencia ®. El estudio gendmico de 22.663 genes codificantes de proteinas en 22
muestras de tumores humanos permitié demostrar mutaciones recurrentes de IDH1
en el 12% de los GBM ‘), siendo mas frecuentes en pacientes jovenes y en GBM
secundarios (aquellos que progresan desde gliomas de bajo grado).

Un estudio de 1010 gliomas encuentra que en 716 casos se detectan mutaciones
en IDH1y 31 en IDH2 ™ En los astrocitomas difusos grado Il la mutacidn se encuentra
en el 72.7%, mientras en los astrocitomas anaplasicos grado lll alcanza el 64%. En
cuanto a los oligodendrogliomas grado Il es del 82% y en un 69% en los grado Ill. Los
oligoastrocitomas grado Il tienen un 66% de mutaciones, igual que los grado llI.

La angiogénesis patoldgica es un pilar crucial del cancer. VEGF es la proteina
clave en la regulacion del fenotipo hipervascular de los tumores cerebrales primarios
malignos. El hallazgo de un biomarcador en sangre que nos pueda ayudar en el
diagndstico precoz de un tumor cerebral al ser medido al comienzo del tratamiento,
permitiria aplicar una terapia personalizada como la antiangiogénica y asi mejorar el
prondstico de un tumor con escasa supervivencia @ Estudiando en el VEGF el
polimorfismo del gen +936 C/T, hay trabajos que reflejan una mayor prevalencia del
genotipo T/T en los pacientes con glioblastoma en comparaciéon con los portadores de

un glioma de bajo grado y que éste es un factor de riesgo en la poblacion estudiada ®)

CONCLUSION

Nuestros resultados sugieren que el andlisis de la mutacién IDH1 y del
polimorfismo VEGF puede ser util en el diagnostico histolégico de este tipo de
tumores. En nuestra poblacion la mutacidén IDH1 presenta una importante asociacion
con el grupo histoldgico de astrocitomas 1, 2, y 3; mientras que los genotipos CTy TT
de VEGF son mas frecuentes en tumores oligodendrogliales. Respecto a la utilidad del
polimorfismo en relacién al riesgo de glioma no se ha encontrado asociacién
estadisticamente significativa.
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