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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1 Clasificacion histopatoldgica de los gliomas vy criterios para el diagnostico

Los gliomas son un grupo heterogéneo de tumores del sistema nervioso central que
constituyen las neoplasias intracraneales mas frecuentes; suponen alrededor del 3% de todos
los tumores y un 30% de los tumores cerebrales. La incidencia media anual de los gliomas
malignos estd situada entre 6 y 8 casos por cada 100.000 habitantes en Estados Unidos
(Central Brain Tumour Register of the United States, www.cbtrus.org,). En el registro de
tumores del SESPA (Servicio de Salud del Principado de Asturias) en el afio 2010 se
contabilizaron 172 tumores del sistema nervioso central, teniendo 80 de ellos un diagnostico
de glioma, por lo que en nuestra poblacion se registran unos 8 casos por 100.000 habitantes. A
pesar de los avances en el conocimiento basico de la biologia tumoral y en el desarrollo de
terapias en otras neoplasias, el mal prondstico que caracteriza este tipo tumoral, especialmente
en gliomas de alto grado, no ha mejorado en los ultimos 40 afios, situdndose su tasa de

supervivencia acumulada a los 5 afios por debajo del 5 % (Dolecek y col., 2012).

La naturaleza del SNC es heterogénea, asi como la de cualquier tipo tumoral, lo que dificulta
la clasificacion y estudio de los gliomas. Durante el desarrollo, los distintos tipos de células
neurales se generan a partir de un progenitor multipotente comtin. Durante la gliomagénesis,
los tipos tumorales correspondientes podrian generarse también a partir de estos progenitores
(figura 1). Estas células madre neurales tienen la capacidad de autorenovarse ilimitadamente y

de dar lugar a todos los tipos celulares neurales, a partir de neuronas o células gliales.

Hasta ahora, los gliomas han sido clasificados por su apariencia morfologica, con ayuda de
algunos marcadores determinados por inmunohistoquimica. Asi, la clasificacion actual de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (Louis y col., 2007), basandose en la morfologia y
en las caracteristicas inmunohistologicas del tumor, reconoce nueve tipos de tumores del
tejido neuroepitelial; entre ellos, derivados de un progenitor glial comun, se distinguen tres
tipos mas frecuentes de gliomas: tumores astrociticos, tumores oligodendrogliales y tumores

oligoastrociticos (mixtos). Mas del 80 % de los gliomas diagnosticados pertenecen a uno de
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estos tres tipos histologicos. Los criterios para el diagnostico de gliomas se basan ademas en
patrones histopatologicos de desdiferenciacion, anaplasia y malignidad, que se definen por
caracteristicas como densidad celular, atipia nuclear, presencia de figuras mitoticas y necrosis,

lo que permitiré establecer el grado.
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Figura 1. Arbol genealdgico neuroglial. Las células concretas a partir de las que se produce la gliomagénesis son
aun desconocidas, se representa una seleccion de posibles candidatos (lineas discontinuas). Adaptado de Huse
y Holland (Nat. Rev Gen., 2010).
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Entre los tumores astrociticos destacan:

Astrocitoma pilocitico (grado I), circunscrito y de crecimiento lento, se da con mayor
frecuencia en nifios y jovenes. La mayoria de los pacientes sobreviven mas de 20 afios

después del diagnostico. Supone el 5 % de los gliomas.

Astrocitoma difuso (grado II), con tres variantes: fibrilar, gemistocitico y
protoplasmico. Se da principalmente en pacientes jovenes y tiene tendencia a
evolucionar hacia grados superiores; los astrocitomas gemistociticos son los mas
susceptibles de malignizar. La supervivencia es muy variable, con una media entre 5 y

10 afios. Su frecuencia es menor del 2 % entre los gliomas.

Astrocitoma anaplasico (grado III), astrocitoma maligno que puede derivar de un
difuso o aparecer de novo, en ambos casos tiende a progresar. La edad media de
desarrollo de este tipo de tumor es de unos 40 afios y su frecuencia entre los gliomas es

casi del 7%. La supervivencia media para estos pacientes es de 2 a 3 afios.

Glioblastoma (grado IV), puede generarse a partir de un astrocitoma de grado II o III
(glioblastoma secundario), pero en mas del 90 % de los casos se produce de novo
(glioblastoma primario). Son dos tipos muy diferenciados, tanto en el perfil molecular
como en las vias oncogénicas (Ohgaki & Kleihues, 2005). Hay dos variantes
histologicas: glioblastoma de células gigantes y gliosarcoma. El glioblastoma, ademas
de ser el tipo de tumor intracraneal mas agresivo, es también el mas frecuente,
suponiendo mas del 50 % de los casos de glioma. Dos criterios importantes para el
diagnoéstico son la proliferacion vascular y la presencia de necrosis. Suele darse en
adultos y presenta un pico de incidencia entre los 50 y los 60 afios de edad. Es el tipo

de peor prondstico, con una supervivencia media de entre 10 y 12 meses.
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Los tumores oligodendrogliales representan entre el 5 y el 18 % de los tumores gliales y

pueden ser de dos subtipos histologicos en funcion del grado:

Oligodendroglioma (grado II). Su tendencia a la malignizacion es frecuente, pero no
tan acusada como en los astrocitomas. La supervivencia media se sitlia entre los 10 y
15 afios.

Oligodendroglioma anaplasico (grado III), generalmente primario, con
caracteristicas histologicas de malignidad focales o difusas. Los pacientes
diagnosticados con oligodendrogliomas tienen mejor pronostico que los que presentan

astrocitomas, siendo la supervivencia media en este tipo de entre 5 y 10 afos.

Los oligoastrocitomas presentan un doble componente, oligodendroglial y astroglial, que

puede estar o no entremezclado; son, por tanto, un tipo especialmente heterogéneo de glioma.

En funcion del grado se dividen en:

Oligoastrocitoma (grado II).

Oligoastrocitoma anaplasico (grado III).

Su pronostico es equiparable al oligodendroglioma en el caso del grado II y algo peor
para los oligoastrocitomas de grado III, siendo la media de supervivencia de este tipo

de entre 3 y 5 afios (Belda-Iniesta y col., 2006; Idoate & Echeveste, 2007).

Los astrocitomas, oligodendrogliomas, oligoastrocitomas anaplasicos y glioblastomas son

denominados colectivamente gliomas malignos, mientras que los gliomas de grado I y II se

denominan comunmente gliomas de bajo grado.

La distincion entre bajos y altos grados de gliomas, entre morfologia oligodendroglial y

astrocitica o incluso entre gliomas y astrocitosis reactivas no es tarea facil, especialmente en

biopsias con poco tejido tumoral. Asi, la gradacion derivada de la combinacion de estos

parametros no coincide, en algunos casos, con el comportamiento bioldgico del tumor y su

respuesta a terapia (van den Bent, 2010).
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Otro problema anadido es la heterogeneidad intratumoral, que puede ser causa de errores en la
gradacion. En algunas ocasiones, en funcion del tamaiio de la reseccion o de las caracteristicas
de la biopsia, el patologo no puede tener la certeza de estar estudiando una muestra
representativa del tumor; por este motivo es necesario realizar el diagnostico a partir de las
areas de mayor grado de agresividad histologica, principalmente en tumores de alto grado, en
los que la heterogeneidad es méas marcada. Ademads, seria importante tener en cuenta los datos
radiologicos, ya que pueden aportar informaciéon que se pierde al tomar biopsias

insuficientemente representativas.

Estos datos sugieren que son necesarios nuevos marcadores moleculares, tanto para hacer una
caracterizacion mas exhaustiva de cada tipo tumoral, que pueda ayudar a entender mejor los
mecanismos de génesis tumoral y a definir mejor el prondstico, como para estratificar de una
forma mas adecuada cada subgrupo de pacientes que puedan beneficiarse de una terapia
determinada (Hartmann y col., 2011; Jones & Holland, 2011; Rich & Bigner, 2004; Verhaak y
col., 2010).

1.2 Alteraciones moleculares en gliomas

En los ultimos 20 afos, estudios citogenéticos y de genética molecular han identificado un
buen numero de aberraciones cromosomicas y de alteraciones génicas en gliomas, de modo
que se han descrito multiples vias intracelulares alteradas. Asi, cabe destacar la presencia de
alteraciones o pérdida de genes supresores de tumores tales como 7P53, RB, NF1, PTEN o

CDKNZ2A y alteraciones en oncogenes como EGFR, VEGF y PDGFR.

Recientemente, dentro del proyecto del consorcio The Cancer Genome Atlas (TCGA), se han
generado series de datos multidimensionales para catalogar las alteraciones del cancer.
Precisamente la primera neoplasia estudiada por esta red de grupos fue el glioblastoma.
Analizaron la expresion, el nimero de copias y el estado de metilacion de 12.042 genes en 206
glioblastomas, la mayor parte primarios. En 143 de éstos, que tenian muestras pareadas de
tejido sano o sangre periférica, secuenciaron ademas 601 genes seleccionados (Cancer
Genome Atlas Research, 2008). En este estudio confirmaron la presencia de las alteraciones

frecuentemente descritas en glioblastomas, como activacion de la familia de EGFR,
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alteraciones en PTEN, en la via de CDKNA y mutaciones en TP53, entre otras, aunque
encontraron otras alteraciones recurrentes en genes como NFI, PARK2 o AKTS3, algunas

descritas menos frecuentemente hasta entonces.

Las mutaciones en el gen supresor de tumores 7P53 fueron por primera vez implicadas en la
gliomagénesis hace mas de 20 afios, debido a un incremento del desarrollo de gliomas en
pacientes con sindrome de Li-Fraumeni, un desorden poco frecuente que predispone a la
carcinogénesis y es causado por mutaciones en este gen (Srivastava y col.,, 1990).
Posteriormente, fueron descritas como caracteristica frecuente en tumores astrociticos de bajo
grado y en glioblastomas secundarios (Louis, 1994). Sin embargo, la gran cantidad de
alteraciones que pueden darse en este gen y la gran variedad de consecuencias que resultan de
éstas, junto con el hecho de que su valor clinico en gliomas sigue generando controversia, lo
convierten en un marcador de poca utilidad clinica (Kapoor y col., 2007; Watanabe y col.,

1997).

La amplificacion del gen del receptor de crecimiento epidérmico (EGFR), situado en 7pl2, es
el cambio genético mas frecuente en glioblastomas primarios, se ha descrito en
aproximadamente el 40-50 % de éstos, mientras que en glioblastomas secundarios es poco
frecuente (Ohgaki & Kleihues, 2007). La amplificacion de EGFR resulta generalmente en la
sobrexpresion del receptor tirosin-kinasa transmembrana EGFR, que puede conferir una
activacion constitutiva independiente de ligando, con el consecuente aumento de la
sefializacion de vias como MAPK y PI3K/Akt, transmitiendo asi estimulos de supervivencia
celular, proliferacion, angiogénesis, capacidad invasiva y resistencia a la apoptosis (Yarden &
Sliwkowski, 2001). La desregulacion de EGFR también puede producirse como consecuencia
de otras alteraciones, como sobreproduccion autocrina de ligando o modificaciones intrinsecas

de la estructura del receptor debidas a la presencia de mutaciones en el gen.

Una de las mutaciones que se da frecuentemente en glioblastomas, generalmente asociada a la
amplificacion de EGFR, es la que da lugar a la variante III de EGFR (EGFRvIIl), que consiste
en una delecion de los exones del 2 al 7 del gen; la proteina resultante carece de dominio

extracelular de union al ligando y es constitutivamente activa. Casi la mitad de los tumores
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con sobrexpresion de EGFR presentan esta variante y solamente se encuentra en el 10 % de
los tumores sin amplificacion de EGFR. Algunos estudios han demostrado que la presencia de
EGFRVIII confiere un aumento de la proliferacion e invasividad a las células de glioma, sin
embargo, el papel de la sobrexpresion de EGFRVIII en el pronodstico de pacientes con

glioblastoma tampoco ha sido establecido (Montano y col., 2011).

La sobrexpresion del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y de su receptor
(PDGFR) esta asociada con gliomas de bajo grado y glioblastomas secundarios (Kesari &
Stiles, 2006). La desregulacion del receptor se produce, en algunos casos, por la amplificacion
y reordenamiento del locus 4¢/2, donde se encuentra el gen que codifica las cadenas o de esta
proteina. En tumores con amplificacion de PDGFRA es frecuente la presencia de una variante
con delecion de los exones 8 y 9, que codifican parte del dominio extracelular, la proteina
resultante es constitutivamente activa, de forma semejante a la variante III en el caso de EGFR
(EGFRvIII); también se ha encontrado un gen de fusion entre el gen de la tirosin-kinasa KDR
y PDGFR (Ozaway col., 2010). La activacion de la via de PDGFR por estos mecanismos, por
mutaciones puntuales en el receptor o por sobrexpresion del ligando contribuye a la
gliomagénesis (Brennan y col., 2009; Verhaak y col., 2010), revisado en (Nazarenko y col.,

2012).

La proteina Phosphatase and Tensin Homolog (PTEN) es una fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato
3-fosfatasa codificada en humanos por el gen PTEN, que se sitlia en la region cromosomica
10g23. Este gen fue identificado como gen supresor de tumores por su alta tasa de mutacion
en varios tipos tumorales, es uno de los genes mas frecuentemente delecionados,
principalmente en glioblastoma primario y tumores de mama y prostata (Li y col., 1997). Esta
fosfatasa esta implicada en la regulacion del ciclo celular, impidiendo que las células crezcan
y se dividan demasiado rapido. Regula negativamente los niveles de fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfato y funciona como supresor de tumores mediante regulacion negativa de la via
Akt/PKB, cuya importancia es critica para la angiogénesis, proliferacion celular y

supervivencia.
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La pérdida del locus 9p21.3, donde se encuentra CDKN2A (inhibidor de kinasa dependiente de
ciclina 2A) es frecuente en gliomas y puede afectar a la expresion tanto de RB como de 7P53

conduciendo a la gliomagénesis (Jones & Holland, 2011; Rich & Bigner, 2004).

Las mutaciones en el gen NFI predisponen a la formacion de gliomas, ya que estos tumores
forman parte del espectro de tumores que se desarrollan en pacientes con neurofibromatosis
tipo 1, enfermedad causada por alteraciones en este gen. En los estudios de secuenciacion
masiva, realizados por la red de cancer The Cancer Genome Atlas (TCGA), se encontrd que
un buen niimero de glioblastomas, no relacionados con este sindrome, presenta mutaciones en
este gen o deleciones focales en hemicigosis en el locus /7g/1.2, que lo contiene (Cancer
Genome Atlas Research, 2008; Parsons y col., 2008). La proteina codificada, neurofibromina,
es un regulador negativo de la via oncogénica Ras, por lo que su pérdida tiene como
consecuencia un aumento de la sefializacion en esta via, que conduce a la produccion de

sefales de crecimiento, angiogénesis y proliferacion.

Otras alteraciones moleculares descubiertas mas recientemente también pueden tener
importante valor diagnodstico, prondstico o predictivo de respuesta a terapia. Es el caso de la

presencia de mutaciones en el gen IDH1 y de la metilacion en el promotor de MGMT.

En un estudio de secuenciacion a gran escala, en muestras de tumores gliales, Parsons y col.
(2008) secuenciaron 20661 genes codificantes de proteinas en 22 muestras humanas de este
tipo tumoral. Este estudio llevo a la caracterizacion de una serie de genes alterados en gliomas
que no habian sido descritos previamente. El ejemplo mas importante fue el descubrimiento de
mutaciones en el gen IDHI, que encontraron solamente en el 12% de las muestras, pero
relacionadas con un aumento de la supervivencia y asociadas al subtipo secundario de
glioblastoma. Este es uno de los estudios que demuestra la utilidad de los analisis genémicos
no dirigidos, ya que la region cromosodmica en la que se encuentra /DH/ es una de las mas
estables en gliomas, de modo que con los estudios basados en el andlisis de zonas con

alteraciones cromosdmicas recurrentes no se hubiera identificado (Parsons y col., 2008).
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Gran numero de estudios posteriores han analizado las caracteristicas de los gliomas con
mutaciones en /DHI (Hartmann y col., 2011; Hartmann y col., 2010; Lai y col., 2011; Lu y
col., 2012; Sanson y col., 2009; von Deimling y col., 2011). Esta alteracion parece ser un
evento temprano en el desarrollo de algunos tipos de glioma, esta relacionada con astrocitomas
de bajo grado (excepto en astrocitoma pilocitico, en el que no se da esta alteracion),
oligodendrogliomas y glioblastomas secundarios, lo que sugiere un predecesor neural comun
para estos tipos tumorales, diferente del que da lugar a glioblastomas primarios. Este hecho,
hace que sea el marcador mas importante para diferenciar gliomas difusos de grado II,
excluyendo otros tipos como ependimomas, astrocitomas pilociticos y lesiones no tumorales
que histologicamente pueden ser dificiles de diferenciar, asi como glioblastomas primarios y
secundarios. Ademas, la presencia de mutaciones en /DH! define un grupo de gliomas con un
comportamiento menos agresivo (Watanabe y col., 2009; Yan y col., 2009), revisado en

(Ohgaki & Kleihues, 2013).

El gen IDHI se localiza en el cromosoma 2, en la region 2¢32-qter, codifica el enzima
isocitrato deshidrogenasa citosdlica, que cataliza la descarboxilacion oxidativa de isocitrato a
o-cetoglutarato con la reducciéon de NADP" a NADPH. Las mutaciones en este gen se
producen casi siempre en la posicion R132, localizada en el exén 4, que corresponde al sitio
activo del enzima. El cambio aminoacidico mas frecuente es R132H, se da en mas del 90% de
los casos, pero también se han descrito R132C, R132S, R132G y RI132L (Catdlogo de
Mutaciones Somaticas en Cancer, COSMIC, Sanger Institute). Como consecuencia de la
mutacion disminuye la actividad normal del enzima y se produce la adquisicion de una nueva
actividad, la reduccion de a-cetoglutarato a D-2-hidroxiglutarato, con la oxidacion simultdnea
de NADPH. Los cambios conformacionales en el sitio activo hacen que aumente su afinidad
por el a-cetoglutarato, por lo que, ademas de producirse D-2-hidroxiglutarato, el descenso de
a-cetoglutarato y NADPH. Una de las consecuencias parece ser un aumento de los niveles de
HIF-1a y el transporte del heterodimero HIF-1 (que se compone de las subunidades HIF-1a y
HIF-1B) al nucleo, donde induce la transcripcion de genes implicados en angiogénesis,
invasion y metabolismo energético (Zhao y col., 2009). Otra de las hipdtesis en relacion al

papel de la mutaciones en IDHI/2, es que éstas inducen tumorigénesis mediante una
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desregulacion epigenética a lo largo de todo el genoma. El andlisis de las alteraciones en la
metilacion de 272 glioblastomas, pertenecientes a la serie del TCGA, reveld un patrén de
hipermetilacion de islas CpG en un gran ntimero de loci; este fenotipo metilador fue
confirmado en otra serie de glioblastomas y gliomas de bajo grado, mas asociado a estos

ultimos y estrechamente ligado a la presencia de mutacion en /DH1. (Noushmehr y col.).

Las mutaciones en /DH1 parecen estar estrechamente asociadas con el grado tumoral, dandose
con mayor frecuencia en gliomas de bajo grado, a excepcion del astrocitoma pilocitico, que no
presenta esta alteracion. Este hecho, hace que sea el marcador mas importante para diferenciar
gliomas difusos de grado II, excluyendo otros tipos, como ependimomas y lesiones no
tumorales, ademds de los astrocitomas pilociticos, que histologicamente pueden ser dificiles

de diferenciar (Watanabe y col., 2009; Yan y col., 2009).

Ademas de las alteraciones genéticas, los cambios epigenéticos también han sido propuestos
como marcadores pronosticos y predictivos de respuesta a terapia. Es el caso de la metilacion
del promotor de MGMT, que conlleva a un silenciamiento de este gen. La proteina codificada
es la DNA O°-MGMT (metil-guanil-metil-transferasa), que elimina los grupos alquilo de las
posiciones O° de la guanina y O de la timina, restituyendo estas bases y evitando la muerte
celular inducida por agentes alquilantes como dacarbacina, procarbacina y temozolomida,
entre otros. El grupo alquilo eliminado es transferido a una cisteina en la posicion 145 del
propio enzima, que en este estado es marcado para ser degradado; asi, la actividad de MGMT

depende directamente de su produccion.

El gen MGMT, situado en la posicion 10g26, consta de 5 exones y una isla rica en CpG de 763
pb, con 98 sitios CpG situados en el promotor y en el primer exon, también hay una pequefia
zona promotora y una zona potenciadora en la isla CpG. En células normales, los sitios CpG
no estan metilados, pero en muchos tumores, en la mayoria de estos sitios, la cisteina porta un
grupo metilo que incrementa la afinidad por proteinas de union al DNA, estas proteinas alteran
la estructura cromatinica, de modo que se impide la union de factores de transcripcion y la

expresion de MGMT. En la mayoria de los casos el silenciamiento de MGMT esta asociado

10
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con la metilacion en sitios especificos (Esteller y col., 1999; von Deimling y col., 2011).
Diversos estudios han demostrado una mayor resistencia de los gliomas con silenciamiento de
MGMT a agentes alquilantes (Hegi y col., 2005; Stupp y col., 2009; Weller y col., 2009). Sin
embargo, en otros estudios, la observacion de que pacientes con oligodendroglioma anaplasico
o glioblastoma e hipermetilacion de MGMT tratados s6lo con radioterapia han mostrado las
mismas ventajas en la supervivencia que aquéllos tratados con radioterapia y quimioterapia
basada en PCV, ha sembrado dudas respecto al papel de este enzima en la reparacion del dafio
en el DNA inducido por radioterapia. De este modo, la metilacion en este gen podria ser s6lo
el reflejo de un estado de hipermetilacion gendémica, que es lo que finalmente conferiria mejor
pronostico (van den Bent y col., 2009; van den Bent y col., 2011; Wick y col., 2009). También
se ha planteado la hipdtesis de que los beneficios en la supervivencia puedan ser conferidos
por otras alteraciones, que se encuentran generalmente asociadas a ésta, como la co-delecion
1p/19q o la presencia de mutaciones en /DH1 (Labussiere y col., 2010; van den Bent y col.,
2011).

La codelecion 1pl19q resulta de una translocacion centromérica o pericentromérica
desequilibrada entre los cromosomas 1 y 19 t(1;19)(q10;p10), que tiene como consecuencia la
pérdida estas regiones cromosomicas (Cairncross & Jenkins, 2008; Jenkins y col., 2006). Ya
en 1992 von Deimling y col. demostraron la existencia de pérdidas en la region 19q en
diferentes gliomas (von Deimling y col., 1992). Posteriormente, Cairncross y col. demostraron
que los pacientes con oligodendroglioma anaplasico, con pérdida de 1p, responden casi
siempre a quimioterapia basada en procarbacina, lomustina y vincristina (PCV) y que los
pacientes con tumores que portan la codelecion 1p/19q, en ausencia de otras alteraciones

detectables, tienen una respuesta a quimioterapia mas duradera (Cairncross y col., 1998).

La pérdida de 1p/19q estd estrechamente asociada con el subtipo oligodendroglioma y se
presenta, principalmente, en aquéllos con caracteristicas morfologicas clasicas, como
presencia de nucleo redondeado, vasculatura ramificada fragil y microcalcificaciones.

(McDonald y col., 2005). Su presencia puede ayudar a diferenciar éste de otros tipos
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tumorales. Incluso en el tipo mixto puede contribuir a discriminar aquéllos tumores que

tendran un comportamiento mas parecido a los de tipo oligodendroglial.

Ademas del importante nimero de alteraciones genéticas detectadas en los gliomas, y que
afectan a las principales vias de sefializacion intracelular de receptores de tirosin kinasas, de
regulacion del ciclo celular mediante RB y p16, y p53, en los ultimos afios se han llevado a
cabo intentos de clasificacion de los gliomas mediante estudios globales de expresion de

genes, que comentaremos brevemente a continuacion.

1.3 Clasificaciones de los gliomas basados en estudios de expresion génica

En 2004, Freije y col. llevaron a cabo un analisis de expresion de genes a gran escala en una
serie de 85 gliomas difusos infiltrantes que incluia todos los tipos histoldgicos. Con el fin de
establecer una clasificacion basada en estos perfiles de expresion, independiente de la
histologia, que pudiera utilizarse para determinar el pronostico, describieron una lista de 44
genes cuyo perfil de expresion tenia una correlacion con la supervivencia mayor que la

clasificacion histolédgica o la edad (Freije y col., 2004).

De la misma forma, Phillips y col. (Phillips y col., 2006) identificaron una serie de genes cuya
expresion relacionaron con un incremento de la supervivencia y clasificaron una serie de
gliomas de alto grado en funcion de la expresion de estos genes. El andlisis identifico 3 grupos
marcadamente diferenciados, caracterizados principalmente por la expresion diferencial de 35
genes, que pueden ser utilizados para realizar un agrupamiento jerarquico. Las subclases
resultantes fueron designadas como proneural, proliferativa y mesenquimal. Este esquema de
clasificacion parece tener valor pronodstico independiente del grado tumoral y de la presencia
de necrosis, variable que se correlaciona con supervivencia. Sin embargo, estas subclases

presentan una fuerte asociacion con el grado tumoral y con la edad del paciente.

Aunque este estudio ha sido el primero en utilizar los términos proneural, proliferativo y
mesenquimal, estas categorias son similares a las propuestas por el trabajo de Freije y cols. Sin
embargo, el grado de correlacion es dificil de determinar, debido a la utilizacion de

metodologia distinta en diferentes series de muestras.
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El subtipo proneural estd compuesto tanto por gliomas de grado III como por glioblastomas,
con y sin necrosis y los pacientes cuyos tumores se engloban en este grupo se caracterizan por
una edad media menor que la del resto y mayor supervivencia. Los subtipos proliferativo y
mesenquimal incluyen principalmente glioblastomas con necrosis. En estos grupos se da con
mayor frecuencia la amplificacion del cromosoma 7 junto con la pérdida del cromosoma 10,
combinacion de alteraciones clasicamente asociada a glioblastomas. Asi como estos grupos se
caracterizan por alteraciones que producen activacion en vias relacionadas con la proliferacion
celular y la angiogénesis, en el grupo proneural se da sobrexpresion de miembros de la via
Notch y otros marcadores moleculares relacionados con la neurogénesis. Este estudio muestra
que los subtipos transcripcionales recuerdan estadios clave de la neurogénesis, en los que estan
implicadas vias de sefializacion que juegan papeles cruciales en su regulacion y en el control

de la agresividad tumoral.

Verhaak y col., dentro del estudio del consorcio The Cancer Genome Atlas (Verhaak y col.,
2010) analizaron la expresion de 1740 genes en 200 muestras tumorales y 2 cerebros
normales. El analisis factorial de esta informacion definido 4 subtipos moleculares: Clasico,
Mesenquimal, Proneural y Neural. Los resultados fueron validados en una serie 250

glioblastomas utilizando la informacion de los genes mas representativos de cada grupo.

El subtipo clasico se caracteriza por amplificacién del cromosoma 7 y pérdida del cromosoma
10. En este grupo, se observa una amplificacion alta de EGFR en el 97 % de los casos, que no
es frecuente en los otros subtipos. El 55 % presentan, ademds, mutaciones en EGFR,
incluyendo la variante EGFRvIII. Otras alteraciones que caracterizan este subtipo son la
ausencia de mutaciones en 7P53 y la pérdida de la regiéon cromosdémica 9p21.3, donde se
localiza CDKN24. En el 94 % de los casos, la pérdida de este gen se da asociada a la
amplificacion de EGFR y es excluyente con alteraciones en otros componentes de la via
Retinoblastoma (RB), por lo que parece ser que en los casos con amplificacion focal de EGFR
la via RB solo se ve afectada a través de CDKN2A. El subtipo clasico se caracteriza ademas
por una alta expresion de las vias de sefializacion Notch y Sonic Hedgehog, asi como de

marcadores de células madre y precursores neurales, como la nestina.
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Las alteraciones moleculares que caracterizan el subtipo mesenquimal son principalmente
deleciones focales en hemicigosis en /7g/ 1.2, donde se localiza el gen NF/, la mayoria de las
muestras aqui clasificadas presentan bajos niveles de expresion de este gen. En el 50 % de los
casos con pérdida de NF'1, ésta va acompanada de pérdida de PTEN, combinacioén que fuera
de este grupo so6lo se da en un caso. En este subtipo hay expresion de marcadores
mesenquimales como YLK40 y MET. La combinaciéon de una elevada actividad de
marcadores mesenquimales y astrociticos, que se da en este subtipo, es una reminiscencia de la
transicion epitelio-mesénquima que se ha relacionado con tumores desdiferenciados y
transdiferenciados. También se da alta expresion de miembros de la via del factor de necrosis
tumoral y de NF-kB, probablemente como consecuencia de la alta extension de zonas de

necrosis e infiltrados inflamatorios que se da en estos tumores.

Las dos caracteristicas principales de la subclase proneural son la presencia de mutaciones en
IDHI y de alteraciones en PDGFRA. Las amplificaciones focales en el locus 4¢g/2, que
contiene este gen, se dan en todos los subtipos de glioblastoma, pero principalmente en éste,
siendo caracteristica solo de este grupo la concomitancia de la amplificacién con una alta
expresion del gen. La mayoria de las muestras con alteraciones en PDGFRA no presentaron
mutacion en IDHI. También son frecuentes las mutaciones en 7P53 o la pérdida de
heterocigosidad del locus. El evento clasico de glioblastomas, que consiste en la amplificacion
del cromosoma 7 junto con la pérdida del cromosoma 10, es menos prevalerte en este grupo,
aun asi se da en el 54 % de las muestras. El subtipo proneural muestra gran expresion de genes
propios del desarrollo oligodendrocitario, lo que apoya el hecho de que es un subgrupo atipico
de glioblastomas. Esta relacionado con una edad media menor y una tendencia a un

incremento de la supervivencia respecto al resto de los subtipos.

El subtipo neural fue tipificado por la expresion de marcadores neuronales. Las categorias
ontoldgicas asociadas a éste incluyen proyeccion neuronal y transmision sindptica. Los dos

casos de tejido cerebral normal fueron incluidos en este grupo.
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Respecto a la respuesta al tratamiento, se evalud el efecto de la terapia definida como agresiva,
consistente en quimio y radioterapia concomitante o mas de tres ciclos seguidos de
quimioterapia, en comparacion con ciclos no concurrentes o ciclos cortos de quimioterapia.
Los subtipos clésico y mesenquimal demostraron un incremento significativo de la
supervivencia de los pacientes sometidos al tratamiento mas agresivo, que en el subtipo neural
mostrd tendencia a conferir beneficio. Sin embargo, en el subtipo proneural, una mayor
agresividad en el tratamiento no reportd beneficio alguno. Cabe destacar que el estado
dicotomico de metilacion de MGMT, relacionado con la respuesta al tratamiento, no esta

asociado con ninguno de los subgrupos, repartiéndose por igual entre ellos.

Las caracteristicas de los subtipos tumorales se asemejan a los distintos tipos celulares
neurales, lo que sugiere un nexo a diferentes células de origen. También es posible la
existencia de una unica célula de origen comun (Galli y col., 2004) y que los diversos subtipos
sean el resultado de diferentes vias de diferenciacion, sin embargo, la existencia de células con
potencial proliferativo y alteraciones como amplificacion de EGFR o PDGFRA (Jackson y

col., 2006) sugiere la existencia de multiples poblaciones con capacidad precursora.

Aunque la generacion masiva de nuevos datos moleculares parece complicar la
subclasificacion de los gliomas, este tipo de estudios no s6lo es importante para ampliar el
conocimiento sobre las caracteristicas intrinsecas de cada tipo tumoral y poder determinar su
origen celular, sino que también estd proporcionando una idea mdas clara de las rutas
patogénicas clave, cuyo andlisis puede predecir respuesta a terapias dirigidas y aportar

conocimiento sobre las vias que pueden proporcionar nuevas dianas terapéuticas.

En una revision reciente del tema (Huse y col., 2011) se llevo a cabo una comparacion de los
subtipos de Phillips y de Verhaak. La reclasificacion de la serie del TCGA, segun el esquema
de Phillips y colaboradores, resultd6 en una concordancia completa para el subtipo
mesenquimal y buena para el subtipo proneural. La mayoria de las muestras catalogadas como
neurales se correspondieron con el subtipo proneural y algunas de ellas con el proliferativo.
Las muestras del grupo clasico se distribuyeron por igual entre las subclases proneural,

proliferativa y mesenquimal. En la clasificacion a la inversa, la concordancia de los subtipos
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proneural y mesenquimal se mantiene, aunque algunas de las muestras del subtipo proneural
se segregan al subtipo neural. El subtipo proliferativo se reparte entre los grupos proneural y

mesenquimal.

El perfil proneural predomina en las muestras de glioma de bajo grado y glioblastomas
secundarios, mientras que el perfil molecular mesenquimal aparece mas relacionado con
glioblastomas primarios, por lo que parece ser que los 2 subgrupos transcripcionales mas

firmemente establecidos estan relacionados con 2 mecanismos distintos de gliomagénesis

Ademas, otros estudios indican, por un lado, que el contenido en células que presentan el
marcador de pluripotencialidad neural CD133, en muestras resecadas de glioblastomas, es
diferente en funcién del subtipo (Chen y col., 2010) y, por otro lado, que los genes que definen
la distincion entre el subtipo mesenquimal y proneural estan diferencialmente expresados en
tumores que presentan diferente realce en las imagenes de resonancia magnética, caracteristica

que también estd relacionada con el pronostico (Pope y col., 2008).

Una cuestion clave, sobre los subtipos transcripcionales, es hasta que punto estan
determinados por las alteraciones genéticas y epigenéticas o si su segregacion esta dirigida por
la célula de origen. Las evidencias hasta ahora descritas apoyan ambas hipotesis, las firmas
moleculares de astrocitomas pilociticos y ependimomas varian en funciéon de su localizacion
(Carro y col., 2010) lo que sugiere que la célula que los origina puede repercutir en la firma
molecular de cada subtipo tumoral. Otro ejemplo son los glioblastomas con mutaciones en
IDH1, cuyos perfiles moleculares se corresponden mayoritariamente con el patron del subtipo

proneural y su localizacion tiende a ser en el 16bulo frontal (Lai y col., 2011).

Por tanto, cada subtipo transcripcional constituiria una entidad diferente, generada
probablemente por un tipo celular distinto y como consecuencia de diversos eventos

moleculares.

Sin embargo, la evaluacién de perfiles moleculares también presenta algunas limitaciones
importantes como la diferente representacion tumoral en las muestras en funcion del tamafio
del tumor y del tipo de reseccion. De este modo, en un tumor pequeiio localizado de forma que

no permita la reseccion total, no se puede obtener informacion sobre zonas que pueden aportar
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diferencias importantes, especialmente zonas invasivas difusas, que no se pueden resecar.
Ademas, el andlisis basado en la homogeneizacion del tejido agrava aspectos de la
heterogeneidad tumoral, como la incapacidad de diferenciar la informacion procedente de

tejidos no tumorales como el estroma parenquimal y las células inflamatorias y vasculares.

1.4 Implicacion de los microRNAs en el desarrollo v mantenimiento tumoral

Desde su descubrimiento en 1993 (Lee y col., 1993) los microRNAs (miRNAs) han ido

cobrando importancia a medida que se ha ido ampliando el conocimiento sobre sus funciones,
de hecho, constituyen una de las clases mas abundantes de moléculas reguladoras en
organismos multicelulares. El descubrimiento del silenciamiento post-transcripcional de RNA
mensajeros, por estos pequefios RNAs, fue un paso imprescindible para el conocimiento del

control de la informacion génica (Fire y col., 1998).

Los microRNAs son moléculas de RNA no codificante, de entre 17 y 25 nucledtidos, que se
unen a secuencias complementarias de las zonas 3> UTR de sus RNAs mensajeros diana,
impidiendo su traduccion o marcandolos para su destruccion. Hasta la fecha, se ha confirmado
la existencia de mas de 1000 microRNAs en humanos y cada uno de ellos puede tener cientos
de dianas. Muchos microRNAs estan muy conservados entre especies, asi como varios de los

componentes de su maquinaria de procesamiento (Bentwich y col., 2005).

La mayor parte estan localizados en regiones introénicas de genes codificantes o no
codificantes, el resto estdn organizados en clusters, generalmente como unidades
policistronicas; el transcrito generado se fragmenta posteriormente en los precursores de
microRNA que lo componen. Sin embargo, los niveles relativos de los microRNAs del mismo
cluster varian en funciéon del momento del desarrollo y de la homeostasis, lo que sugiere la

existencia de otros mecanismos de regulacion de la expresion de estos microRNAs.
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En cuanto a los microRNAs incluidos en intrones, la mayoria tiene la misma orientacion que
el gen en el que se localiza y son transcritos como parte del RNA mensajero de éste. También

se han descrito microRNAs situados en exones (Bartel, 2004; Eulalio y col., 2008).

La biogénesis de los microRNAs implica la maduracion de sus precursores y su ensamblaje en
unidades procesadoras y reguladoras. Inicialmente, su transcripcion es llevada a cabo por la
RNA polimerasa II, que genera un transcrito de unos 60-70 nucleétidos que se pliega en
horquilla debido a la presencia de zonas complementarias. Este microRNA bicatenario
primario (pri-miRNA) es procesado en el nucleo por el complejo formado por el enzima
RNAsa III Drosha y la proteina de union a DNA de doble hebra DGCRS8 (Lee y col., 2003). El
resultado es un microRNA precursor (pre-miRNA), que es transportado activamente al
citoplasma a través de la exportina 5 y posteriormente procesado por el complejo formado por
la endonucleasa RNAasa III Dicer y la proteina de uniéon a RNA de doble hebra responsable
de la transactivacion TRBP. Se genera una molécula de RNA de doble hebra de unos 22
nucledtidos, este duplex se desenrolla y una de las hebras (hebra guia) es incorporada al
complejo de silenciamiento inducido por RNA, RISC (figura 2), cuya formacion también es
inducida por Dicer. El componente activo del complejo RISC es una endonucleasa de la
famila Argonauta (Ago 2) que corta la hebra de RNA mensajero complementaria la hebra del

miRNA asociada al complejo (Gregory y col., 2006; Lund y col., 2004).

Generalmente, s6lo una de las hebras es incorporada al complejo, la seleccion se realiza
principalmente en funcion de su estabilidad termodinamica y de la posicion del pliegue en el
pre-miRNA; la otra hebra (hebra anti-guia o pasajera) suele degradarse, se denomina con un
asterisco (miRNA*) por su baja concentracion en la célula (menor o igual al 15 %), en
relacion con su complementaria. En algunos casos, ambas hebras son incorporadas por igual al
complejo RISC y se convierten en miRNAs funcionales con diferentes dianas, se denominan
entonces 3p y Sp en funcion del brazo del pre-miRNA del que procedan. Los microRNAs se
designan con las letras “mir”, para los precursores, o “miR” para los microRNAs maduros,
unidas a identificadores numéricos secuenciales. Se utilizan también prefijos de 3 o 4 letras

para designar la especie. Por ejemplo, hsa-miR-101 corresponde al microRNA maduro 101 de
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Homo sapiens, mientras que mmu-mir-101 es el precursor del microRNA 101 de Mus
musculus. Los microRNAs designados con el mismo numero en diferentes especies han de ser
ortdlogos. Las secuencias paralogas, cuyos microRNAs maduros difieren solamente en 1 o 2
nucledtidos, se denominan con una letra como sufijo; por ejemplo hsa-miR-10a y hsa-miR-
10b. En algunas ocasiones, secuencias situadas en diferentes partes del genoma dan lugar a
microRNAs maduros idénticos, en ese caso se utiliza un nimero como sufijo para su
designacion. Por ejemplo, los pre-miRNAs hsa-mir-194-1 y hsa-mir-194-2 dan lugar al mismo
microRNA maduro, hsa-miR-194, pero estan localizados en diferentes loci (Griffiths-Jones y

col., 2006).
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Figura 2. Modelo propuesto de la biogénesis y de la represién post-transcripcional
ejercida por los microRNAs y los RNAs de interferencia. Adaptado de He y Hannon

(Na.t Rev. Genet., 2004).
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Los microRNAs maduros regulan sus genes diana en funcion del grado de complementariedad
con las regiones 3° UTR del RNA mensajero, si ésta es perfecta, se produce su destruccion
directa. Si hay nucledtidos desapareados, la regulacion se lleva a cabo principalmente por
impedimento de la traduccion, pero también puede reducirse la cantidad de RNA mensajero.
Otro mecanismo descrito es el secuestro de los RNAs mensajeros a lugares diferenciados en el
citoplasma (foci), denominados cuerpos de procesamiento de RNA mensajero o “cuerpos P”
(Liu y col., 2005a) La especificidad y la funcion de los mcroRNAs estan determinadas por los
nucledtidos del 2 al 7 del extremo 5° del miRNA maduro, esta region es denominada semilla y

debe tener complementariedad exacta con el RNA diana.

Un tnico gen puede estar regulado por muchos microRNAs y éstos, a su vez, pueden estar
regulados de forma independiente por promotores especificos, incluyendo p53, c-Myc y EF2 o
incluso por hipermetilacion (Lujambio y col., 2007; Zhao y col., 2005). Por otra parte, aunque
la destruccion del RNA mensajero o el bloqueo de su traduccién regulan negativamente la
expresion génica, algunos estudios han mostrado que los microRNAs pueden producir un

aumento de la expresion de sus genes diana (Vasudevan y col., 2007).

La expresion de microRNAs es altamente especifica de tejido y de tipo celular; la regulacion
que ejercen participa en casi todos los procesos biologicos, por lo que su alteracion esta
implicada en el desarrollo de muchas enfermedades, entre ellas el cancer. Numerosos genes
para microRNAs estan localizados en regiones cromosOmicas fragiles, sometidas a
reordenamientos y roturas que producen pérdida de heterocigosidad, deleciones y
amplificiones, alteraciones que estan relacionadas con la carcinogénesis (Calin y col., 2004).
La capacidad de los microRNAs de controlar numerosas vias y la frecuencia con la que se
producen alteraciones en su regulacion o en su biogénesis, los convierte en potenciales

indicadores de prondstico e instrumento para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.
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Dada su especificidad, la expresion diferencial de microRNAs en tumores también podria
constituir una herramienta 1til en la clasificacion molecular de los gliomas. En 2005, Lu y col.
(Lu y col., 2005) analizaron 217 miRNAs en 334 muestras que incluian varios tipos de cancer
humano y encontraron sus perfiles de expresion sorprendentemente informativos en relacion
con la linea de desarrollo y el estado de diferenciacion de los tumores. Ademas, observaron
perfiles de expresion que reflejaban distintos mecanismos de transformacion, por ejemplo,
segun los patrones de expresion de microRNAs las muestras de leucemia aguda se dividian en
3 grupos que se correspondian con 3 tipos diferentes de leucemias, caracterizados por
reordenamientos distintos (BCR-ABL, TEL-AML1 y MLL). En general, la expresion de
microRNAs en los tumores mostraba una marcada reduccion en comparacion con los tejidos

sanos correspondientes.

Por otra parte, el andlisis de los perfiles de expresion de microRNAs en otros tumores
humanos no sélo ha mostrado diferencias entre el tumor y el tejido sano correspondiente, sino
que también ha identificado patrones tumorales especificos relacionados con el diagnostico,

grado, progresion, pronostico y respuesta al tratamiento (Calin & Croce, 2006).
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2. OBJETIVOS

El presente proyecto se origind en el ambito hospitalario del Laboratorio de Oncologia
Molecular, en el Hospital Universitario Central de Asturias, al constatar el interés de los
clinicos y los patdlogos por encontrar nuevos marcadores que permitieran superar las
dificultades que existen en la caracterizacion y clasificacion diagnodstica de los tumores
cerebrales. Dada la heterogeneidad de SNC, una clasificacion adecuada de los tumores de
origen glial, que se corresponda con el pronostico del paciente y su respuesta a terapia, es un
reto que, a pesar de los grandes avances en los ultimos afios, esta por alcanzar.

Con el precedente de los estudios recientes, que han sugerido la existencia de alteraciones
moleculares que podrian ser mas informativas que los criterios histopatologicos sobre el
pronostico del paciente y su respuesta a terapia y los estudios derivados del trabajo de Lu y
col. en los que se demostraba que los microRNAs eran especificos de tejido y sus perfiles de
expresion servian para clasificar tumores humanos (Lu y col., 2005), establecimos para

nuestro trabajo los siguientes objetivos:

1. Analisis de alteraciones genéticas y epigenéticas representativas de las vias
intracelulares desreguladas en tumores gliales, determinacion de su frecuencia en cada
tipo tumoral y estudio de la correlacion existente entre ellas y los datos clinicos de los
pacientes, en una muestra representativa de tumores de origen glial procedente de
nuestro Hospital, con el fin de determinar cuéles pueden tener mayor relevancia como

biomarcadores.

2. Comparacion de los patrones de expresion de microRNAs entre gliomas y tejido
cerebral normal y establecimiento de una clasificacion molecular de los tumores gliales

basada en los perfiles de expresion de microRNAs.

3. Caracterizacion biologica de los grupos de gliomas definidos por expresion diferencial
de microRNAs y estudio de su correlacion con las variables clinico-patologicas y
moleculares, con el fin de conocer si esta clasificacion permite mejorar la estadificacion

tumoral, el conocimiento del origen celular y el pronostico de estos tumores.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Pacientes y muestras

Se seleccionaron 129 muestras de glioma, de tejido fresco o conservado en congelacion a -80
°C del Banco de Tumores del HUCA, pertenecientes a pacientes diagnosticados entre 2001 y
2011. Se utilizaron también 6 muestras control de tejido cerebral proveniente de donantes de
6rganos sin historial clinico de patologia cerebral y una muestra de RNA comercial de cerebro
sano (Ambion, Austin, Tx, USA). Los cortes histologicos de las muestras en congelacion,
teflidos con hematoxilina-eosina, fueron revisados por dos patdlogos del Servicio de Anatomia
Patologica del HUCA para corroborar el diagnostico inicial segun los criterios que establece la
OMS (Louis y col., 2007) y asegurar un grado de conservacion y un porcentaje tumoral
aceptables para la realizacion de los andlisis moleculares. Todas las muestras utilizadas tienen
mas del 70% de células tumorales. Ademas, se utilizaron 23 muestras de tejido de pacientes
diagnosticados en 2005 y 2006, 16 de ellos cedidos por el Hospital Virgen Blanca de Leén y 6
por el Hospital Clinic de Barcelona. Entre los 152 gliomas, 88 fueron clasificados como
glioblastoma multiforme (GBM), 33 como astrocitoma (AST), 24 como oligodendroglioma
(ODG) y 7 como oligoastrocitoma (OA).

Se obtuvo el consentimiento informado de todos los pacientes, aprobado por el comité de ética
del HUCA, para el almacenamiento y utilizacion de las muestras con fines de investigacion. El
presente proyecto de investigacion fue aprobado asimismo por la Direccion del HUCA.

Se recogid la informacion clinico-patologica de los pacientes referente a la edad, sexo,
extension de la reseccion tumoral y tratamiento post cirugia. Los datos relacionados con la
extension de la reseccion fueron obtenidos a partir de estudios radioldgicos (resonancia
magnética entre 24h y 4 semanas después de la cirugia). Las imagenes postquirurgicas fueron
revisadas comparando iméagenes de resonancia magnética potenciada en T1 con gadolinio para
las lesiones de alto grado y potenciadas en T2 para los casos de bajo grado (Henson y col.,
2008; Sanai & Berger, 2008). La reseccion tumoral fue clasificada como total (sin tumor

visible por resonancia magnética) o subtotal (reseccion parcial o biopsia).
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El tratamiento post-cirugia fue clasificado en 4 tipos. El grupo A incluye los pacientes
sometidos a radioterapia y temozolomida concomitante y adyuvante (Stupp y col., 2005). En
el grupo B se incluyen los pacientes que recibieron radioterapia seguida de quimioterapia,
principalmente basada en procarbacina, lomustina y vincristina (PCV) (Levin y col., 1990), o
basada en temozolomida. Los pacientes englobados en el grupo C recibieron solo radioterapia
como tratamiento post-quirurgico. El tratamiento estandar de radioterapia consiste en un
régimen de 60 Gy de radiacion total fraccionada en aproximadamente 33 sesiones, a lo largo
de 6 semanas. Por ultimo, el grupo D incluye pacientes que no recibieron ninglin tratamiento
adicional post-quirurgico, asi como un pequeiio nimero de pacientes sometidos a tratamientos

dirigidos no estandarizados, con o sin radioterapia.

Como dato de supervivencia se tomo el tiempo transcurrido desde la cirugia hasta la fecha de
exitus o de cierre del estudio (mayo de 2012) en los casos de supervivencia. En los casos
censurados por pérdida de seguimiento se tomo la fecha de la ltima revision del paciente en
consulta. La ultima muestra recogida es de diciembre de 2011 de modo que el seguimiento

minimo fue de 5 meses.

3.2 Extraccion de acidos nucleicos

Se extrajo RNA a partir de un cilindro de entre 20 y 100 mg de tejido, mediante el reactivo
comercial Tri-reagent® (Ambion), que se basa en el método de Chomczinski y Sacchi
(Chomczynski & Sacchi, 1987). EI DNA gendémico se obtuvo a partir de la fase fendlica
resultante tras la extraccion del RNA, siguiendo las especificaciones del fabricante. La
concentracion final de RNA y DNA se determind por medicion de la absorbancia a 260nm en
un espectrofotdometro NanoDrop 2000 (ThermoFisher Scientific, Wilmington, Delaware
USA).

Para la obtencion de cDNA, a partir del RNA extraido, se utilizo la retrotranscriptasa Im
Prom-II"™ (Promega Corporation, Madison, WI, USA). Se utilizaron 0.4 pmoles de
hexameros aleatorios como cebadores (Fermentas ®, Thermo Scientific, Wilmington,

Delaware USA) y 1pg de RNA total, en un volumen final de 20puL.
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3.3 Amplificacién mediante PCR vy anélisis de secuencia

Para la detecciéon de mutaciones en el exon 4 del gen IDHI se amplifico mediante PCR la
region donde se localizan. Se utilizaron los oligonucledtidos 5-CACCAAATGGCA
CCATACGA y 5'-CACCAAATGGCACCATACGA en condiciones estandar, con una
temperatura de hibridacioén de 62 °C, a partir de 300 ng de DNA gen6émico, con 10 pmoles de
dNTPs, 20 umoles de cada oligonucledtido y 2 unidades de Taq polimerasa, en un volumen
final de 50 pL; se llevaron a cabo en termocicladores ABI9700 (Applied Biosystems,
Carlsbad, California, USA) y Mastercycle epgradient (Eppendorf, Hamburg, Germany). El
resultado de la reaccion se comprobd mediante electroforesis en gel de agarosa con tincion
Real Safe (Real, Durviz S.L.U) y los fragmentos producidos se purificaron con el kit ATP™
Gel/PCR fragments Extraction (ATP biotech Inc., Taiwan R.O.C.), segun el protocolo

facilitado por la casa comercial.

Las reacciones de secuenciacion se efectuaron con el kit Big Dye Terminator® v1.1 (Applied
Biosystems), con 10 ng del producto de PCR purificado, en un volumen final de 10 pL, segin
el protocolo estandar. El resultado se analiz6 mediante electroforesis capilar en un

secuenciador automatico ABIPrism310 (Applied Biosystems) con software SeqScape.

Para la determinacion de la delecién que da lugar a la variante IIl de EGFR (EGFRVIII) se
amplifico a partir del cDNA, la zona completa donde se produce la delecion. Se utilizaron los
oligonucleodtidos 5'-CTTCGGGGAGCAGCGATGCGAC y  5-ACCAATACCTAT
TCCGTTACAC en condiciones estandar de PCR, con una temperatura de hibridacion de 62
°C. Cuando existe esta alteracion, se produce un fragmento de 200 pares de bases, mientras
que en el resto de los casos, el fragmento resultante es de 1000 pares de bases. La
visualizacion del resultado se llevdo a cabo mediante electroforesis en gel de agarosa con

bromuro de etidio o Real Safe.
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3.4 Analisis de metilacion del promotor de MGMT

Para detectar metilacion en el promotor del gen MGMT, se tratd6 el DNA genomico con
bisulfito sodico, que modifica las citosinas no metiladas convirtiéndolas en uracilos (Herman y
col., 1996). La PCR especifica de metilacion se llevo a cabo a partir de 1.2 uL de DNA
modificado, utilizado parejas de oligonucleotidos para la amplificacion del alelo no metilado
para la amplificacion del alelo con metilacion (Esteller y col., 2000). Se utilizaron 0.3
unidades de enzima INMOLASE DNA Polimerasa (Bioline, London U.K.) con una
concentracion 1.5mM de MgCl2, 0.2 mM de dNTPs y 0.2 uM de cada oligonucledtido, en un
volumen final de 15 pL. La reaccion de PCR se realizo en el termociclador ABI9700 (Applied
Biosystems). Como control positivo de metilacion se utilizo DNA de la linea celular de
leucemia promielocitica HL60 y como control negativo se utiliz6 la linea celular de cancer de
colon RKO. El resultado de la amplificacion se comprobd en un gel de agarosa al 2 % con
tincion Real Safe, dando por positivos los casos en los que se detecta fragmento amplificado
en la PCR especifica de metilacion, independientemente de la intensidad de la banda. Todos

los casos fueron revisados por dos personas de forma independiente.

3.5 Anaélisis de alteraciones génicas mediante MLPA

Se utilizaron los kits p105, p088, p081 y p082 (MRC-Holland, Amsterdam, Netherland). El kit
p105 permite analizar alteraciones en los genes EGFR, CDKN2A, PTEN y TP53, situados en
Tpl12, 9p21, 10923 y 17p13.1 respectivamente. El kit p088 esta disefiado para la deteccion de
pérdidas en las regiones cromosémicas 1p y 19q y los kits p081 y p082 se utilizaron para el
analisis del nimero de copias del gen NF1, localizado en la region 17q11.2. Todos los kits
incluyen sondas que hibridan en regiones de control para la normalizacién y validacion del
resultado.

El procedimiento experimental se llevd a cabo segun el protocolo estindar; de forma
resumida, se desnaturalizo el DNA (aprox. 350 ng) y se dejé hibridar con la mezcla de sondas
especificas a 60 °C durante 16 horas, posteriormente, se realizo la ligacion de las sondas
hibridadas mediante una ligasa estable a alta temperatura (Ligase-65, MRC-Holland). Tras la

inactivacion del enzima, parte de esta mezcla de ligacion se amplifico mediante PCR con una
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pareja de oligonucle6tidos complementarios a la secuencia universal, presente en todos los
cebadores usados en la hibridacion/ligacion. Uno de los oligonucleodtidos esta marcado con un
fluor6foro, de forma que los fragmentos generados se pueden analizar mediante electroforesis
capilar. En nuestro caso se utilizé un instrumento ABIPrism310 (Applied Biosystems).

La cuantificacion de la amplificacion o delecion de las regiones gendmicas en estudio, en cada
muestra tumoral, se realizd mediante el calculo de una relacién que permite corregir las
variaciones introducidas a lo largo del procedimiento experimental, principalmente en la
cantidad de DNA inicial. Asi, los datos se normalizan al comparar la amplificacion generada
por la hibridacion de sondas utilizadas como controles en la muestra tumoral con la
amplificacion de esas sondas en muestras de DNA control.

La relacién final que permite conocer la amplificacion o delecion para cada pareja de sondas

especificas utilizadas, es la siguiente:

Area pico “n” en muestra tumoral / drea pico “n” muestra normal

> areas picos control en muestra tumoral / ) dreas picos control muestra normal

En concordancia con otras publicaciones (Jeuken y col., 2006), el umbral para la deteccion de
pérdidas y ganancias génicas se sitia en 0.8 y 1.2 respectivamente (con una desviacion

estandar, entre réplicas, menor del 20%).

En el caso de la determinacion de amplificacion de EGFR, en el que se observaron diferentes
grados de amplificacion, se categorizd la variable en 4 grupos, tomando como limites los
ratios 1.2, 2 y 20. Asi, un ratio menor de 1.2 se consider6é no amplificacion; un ratio entre 1.2-

2, amplificacion baja; un ratio entre 2-20, amplificacion moderada y >20 amplificacion alta.
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3.6 Anélisis estadistico

Los andlisis estadisticos de los parametros clinico-patolégicos y de las variables moleculares
estudiadas se llevaron a cabo con el paquete estadistico SPSS v15.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL).
Para el estudio de la supervivencia en funcion de las variables analizadas en el tejido tumoral,
se utilizo el método de Kaplan-Meier. La comparacion de los tiempos de supervivencia para
analisis univariante se realizd6 mediante los métodos de Log-Rank y regresion de Cox simple.

El analisis multivariante se llevo a cabo mediante regresion de Cox multiple (Adelante: RV).
Los test de independencia para las variables moleculares se llevaron a cabo mediante tablas de
contingencia, utilizando el estadistico exacto de Fisher. En todos los casos se consideraron

significativos los valores de p < 0.05, siendo todos los test bilaterales.

3.7 Anélisis de expresion de microRNAS en tejido

El andlisis de la expresion de microRNAs se llevo a cabo a partir del RNA total extraido con
el reactivo TriReagent® (Ambion) de las muestras tumorales conservadas en congelacion. La
retrotranscripcion (RT) y su posterior analisis mediante PCR cuantitativa a tiempo real (RQ-
PCR) se realizaron utilizando el sistema Multiplex RT for TagMan® Array Human
MicroRNA Panel v1.0 (Applied Biosystems). Este sistema estd compuesto por tarjetas
microfluidicas de 384 pocillos, precargados con ensayos basados en sondas TagMan® de
expresion de microRNAs. Estan preparadas para el analisis de expresion de 366 microRNAs
mediante cuantificacion relativa, utilizando el método de ddCt, en el equipo 7900HT Fast
Real-Time PCR (Applied Biosystems). Es necesario realizar 8 RTs por cada muestra, una por
cada pool diferente de oligonucledtidos que contiene los microRNAs situados en los 48
pocillos de cada puerto. Una vez cargados los puertos, la tarjeta se centrifuga para que el
contenido de éstos se reparta a cada uno de los 384 pocillos. Posteriormente se realiza un
sellado y se recorta la pieza con los puertos de carga. Cada PCR se realiza en un volumen total

de 1 pL. La tarjeta incluye 2 normalizadores por puerto y dos pocillos vacios en total.
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La RT y la RQ-PCR se llevaron a cabo segun el protocolo establecido. Brevemente, la RT se
realizé en un volumen final de 10 pL, con 100 ng de RNA total, 1 pL del pool correspondiente
de oligos (10X Multiplex™ RT Human primer pool), 0.2 uLL. de dNTPs con dTTP (100 mM),
1 uL de buffer de RT, 2 pL de transcriptasa reversa MultiScribe™ (50 U/uL) y 0.125 uL de
inhibidor de RNAsas (20 U/uL). La reaccion se realizd en un termociclador ABI 9700
(Applied Biosystems), utilizando el modo de emulacion 9600; se llevo a cabo una incubacion
a 16 °C durante 30’ y a 42 °C durante 30’ seguida de una inactivacion del enzima a 85 °C
durante 5°. El cDNA sintetizado se estabilizd6 a 4 °C durante, al menos, 2’ y se utilizo
inmediatamente o se almacen6 a -20 °C. Para cada puerto de la tarjeta se utilizaron 50 pL de
una dilucién 1/61.5 de cDNA y 50 pL de TagMan® Universal PCR Master Mix; para la RQ-
PCR se utilizaron las condiciones estandar del equipo, tal y como recomienda la casa

comercial.

3.8 Anaélisis de los datos de RQ-PCR de microRNAS en tejido

Los datos de expresion de microRNAs generados por RQ-PCR se analizaron con los
programas StatMiner® (Integromics, Granada, Espafia) y Partek® Genomics Suite™
(PartekGS) version 6.5 (Partek Inc., St. Louis, MO). Los resultados comparativos generados
por el programa StatMiner®, mediante test Limma (modelo lineal para datos de matrices
organizadas), se ajustaron para evaluar la significacion mediante el método de correccion de
datos multiples (FDR) de Benjamini-Hochberg. Se consideraron valores significativos de p
ajustada aquellos iguales o inferiores a 0,05. La normalizacion se llevo a cabo utilizando los

datos de expresion del RNA pequeio nucleolar RNU4S.

Para el analisis de las categorias biologicas en las que estan implicados los microRNAs con
expresion diferencial se utilizé el programa TAM: Tool for annotations of microRNAs (Lu y

col., 2010).
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes v las muestras tumorales

El nimero de muestras analizadas fue de 152 gliomas: 88 glioblastomas (GBMs), 33
astrocitomas (ASTs), 24 oligodendrogliomas (ODGs) y 7 oligoastrocitomas (OAs),
pertenecientes a pacientes con edades comprendidas entre 23 y 81 afios (mediana de edad =
58). El tipo histologico y el grado fueron determinados segun el criterio de los patodlogos del
departamento de Anatomia Patologica del HUCA, basados en la clasificacion que establece la
OMS (Louis y col., 2007). La distribucion de las caracteristicas clinico-patologicas de los

pacientes se detalla en la Tabla 1.

La media de edad al diagnoéstico (IC 95%) fue de 49 afios (41,4-56,6) en los tumores de grado
IT; 53 afos (48,6-57,5) en los tumores de grado III y 60 afos (58,5-62,8) en los tumores de
grado IV. La edad de los pacientes diagnosticados de tumores de grado IV resulto
significativamente mayor que la de aquellos diagnosticados de tumores de grados I y III (p <
0,001 y p = 0,003 respectivamente). El sexo, la reseccion tumoral y el tipo histoloégico no

mostraron diferencias significativas de frecuencia en funcién del grado.

4.2 Andlisis de alteraciones moleculares: distribucion de frecuencias vy correlacidon con
subtipos histoldgicos v grado tumoral

Como primera aproximacion a la caracterizacion molecular de los tumores gliales de este
estudio, analizamos una serie de alteraciones que se han ido describiendo a lo largo de los
ultimos afios como probables biomarcardores, con posible valor prondstico o de toma de
decisiones terapéuticas, o incluso para apoyo diagnostico. Asi, hemos analizado las
alteraciones en el nimero de copias de los genes EGFR, PTEN, CDKN2A y TP53, el estado de
metilacion del promotor de MGMT y la presencia de mutacion en /DHI en las 152 muestras de
glioma. Adicionalmente, estudiamos la pérdida de las regiones cromosomicas 1p y 19q en
todos los oligodendrogliomas y en 36 de los glioblastomas. La seleccion de los glioblastomas
para el estudio de esta alteracion se baso, principalmente, en la existencia de lesion previa

(tumor secundario) y en la presencia de componente oligodendroglial en la descripcion
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anatomopatologica. La variante EGFRvIII se analiz6 en 129 de las muestras y el nimero de
copias de NFI en 56. La frecuencia de todas las alteraciones moleculares encontradas, en

funcion del grado y del tipo tumoral, se detalla en la Figura 3 y en la Tabla 2.

Tabla 1. Caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes estudiados y sus tumores (n =
152). Distribucion de frecuencias.

Grado tumoral (OMS)
Frecuencia (%)

Il ] v Total (%)
n=14 (9,2 %) n=50 (32,9 %) n=88 (57,9 %) 152 (100) p

Sexo
Mujer 6 (42,9) 18 (36,7) 37 (45,1) 61 (42,1) 063
Varén 8 (57,1) 31 (63,3) 45 (54,9) 84 (57,9) ’
ND - 1(2) 6 (6,8) 7 (4,6)
Reseccién tumoral
Total 6 (54,5) 17 (39,5) 33 (45,2) 56 (44,1) 063
Subtotal 5 (45,5) 26 (60,5) 40 (54,8) 71( 55,9) '
ND 3(21,4) 7 (14) 15 (17) 25 (16,4)
Tratamiento post-cirugia
A - - 22 (29,7) 22 (17,7)
B - 32 (80) 18 (24,3) 50 (40,3 <0,001
Cc 6 (60) 2 (5) 17 (23) 25 (20,2)
D 4 (40) 6 (15) 17 (23) 27 (21,8)
ND 4 (28,6) 10 (20) 14 (15,9) 28 (18,4)
Subtipo histolégico
ODG 5 (35,7) 19 (38) - 24 (15,8)
AST 6 (42,9) 27 (54) - 33 (21,7) 043
OA 3(21,4) 4 (8) - 7 (4,6) ’
GBM - - 88 (100) 88 (57,9)
Estado
Vivos 8 (66,7) 15 (38,5) 14(18,7) 37 (29,4)
Exitus 4 (33,3) 18 (46,2) 57 (76) 79 (62,7) 0,0016
Pérdida de
seguimiento 0 6 (15,4) 4 (5,3) 10 (7,9)
ND 2 (14,3) 11 (22) 13 (14,8) 26 (17,1)

Tratamiento: A: radioterapia y quimioterapia concomitante y adyuvante; B: radioterapia y
quimioterapia concomitante o no; C: radioterapia; D: otros. Significacion estadistica p < 0,05.
Test estadistico de Fisher para contingencia de la relacién variable-grado. ND: Informacién no
disponible.
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Figura 3. Distribucion de los casos en funcion del grado y tipo histolégico segun sus alteraciones moleculares.

Como puede observarse, la amplificacion de EGFR constituye la alteracion mas frecuente,
presente en el 72,5% de las muestras; esta alteracion se correlaciona con el grado tumoral y
con el tipo histologico, de modo que es mas frecuente en tumores de mayor grado (p =
0,0015) y en el subtipo histologico astrocitoma, en comparacion con el subtipo
oligodendroglioma (75% vs. 43,5%; p = 0,025). La delecion que da lugar a la variante III de
EGFR (EGFRvII]) se encontr6 en el 32,6% de los casos analizados. Esta alteracion presenta
una correlacion directa con el grado tumoral (p = 0,0023), siendo mas frecuente en
glioblastomas (42%), mientras que su frecuencia en astrocitomas es del 27% vy en

oligodendrogliomas del 9,5%.
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Tabla 2. Distribucion de los casos, clasificados por grado, en funcion de sus alteraciones moleculares

Grado tumoral (OMS)
Frecuencia (%)

| ] v Total (%)
n=14 (9,2 %) n=50(32,9%) n=88 (57,9 %) 152 (100) P

Amplificaciéon de EGFR
si 5(38,5) 29 (64,4) 69 (82,1) 103 (72,5) 0,0015
no 8 (61,5) 16 (35,6) 15 (17,9) 39 (27,5)
ND 1(7,1) 5(10) 4 (4,5) 10 (6,6)
EGFRuvIII
si - 9 (23,1) 33 (42) 42 (32,6) 0,0023
no 12 (100) 30 (76,9) 45 (57,7) 87 (67,4)
ND 2 (14,3) 11 (22) 10 (11,4) 23 (15,1)
Pérdida de PTEN
si 2(16,7) 21 (47,7) 60 (78,9) 83 (62,9) <0,0001
no 10 (83,3) 23 (52,3) 16 (21,1) 49 (37,1)
ND 2 (14,3) 6 (12) 12 (13,6) 20 (13,2)
Pérdida de CDKN2A
si 4 (33,3) 27 (60) 56 (68,3) 87 (62,6) 0.06
no 8 (66,7) 18 (40) 26 (31,7) 52 (37,4) '
ND 2 (14,3) 5 (10) 6 (6,8) 13 (8,6)
Pérdida de TP53
si 2 (15,4) 10 (20) 17 (20,5) 29 (20,4) 0.69
no 11 (84,6) 36 (72) 66 (79,5) 113 (79,6) '
ND 1(7,1) 4 (8) 5(5,7) 10 (6,6)
Metilacion de MGMT
si 9 (69,2) 27 (56,3) 42 (48,3) 78 (52,7) 0.34
no 4 (30,8) 21 (43,8) 45 (51,7) 70 (47,3) '
ND 1(7,1) 2(4) 1(1,1) 4 (2,3)
Mutacion en IDH1
si 11 (78,6) 21 (42) 5(5,7) 37 (24,3) <0,0001
no 3(21,4) 29 (58) 83 (94,3) 115 (75,7)
ND - - - -
Codelecion 1p/19q
si 1(16,7) 5(19,2) 1(4,2) 7 (12,7) 019
no 5(83,3) 21 (80,8) 23 (95,8) 49 (87,3) '
ND 8 (57,1) 24 (48) 64 (72,7) 96 (63,2)
Pérdida de NF1
si - - 9 (23,1) 9 (16,1) 0099
no 4 (100) 13 (100) 30 (76,9) 47 (83,9) ’
ND 10 (71,4) 37 (74) 49 (55,7) 96 (63,2)

Significacion estadistica p<0,05 Test estadistico de Fisher para contingencia de la relacién
variable-grado. ND: Informacion no disponible.
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La pérdida de PTEN se detect6 en el 63% de los casos, demostrando, al igual que en los casos
de amplificacion de EGFR y de la presencia de variante EGFRvIII, correlacion directa con el
grado del tumor (p < 0,0001). Su frecuencia en glioblastomas es del 78,9 % y en cuanto al tipo
histolégico en tumores de grado II y III, la pérdida de PTEN se da por igual en astrocitomas

(44,8%) y oligodendrogliomas (43,5%). La pérdida del locus CDKN2A, que codifica las

ARF INK4A
4 6

proteinas pl , €s una alteracion frecuente que aparecid en el 63 % de los

y pl
tumores. Su frecuencia muestra tendencia estadistica (p = 0,06) a aumentar con el grado pero
las diferencias en la distribucion de frecuencias entre los diferentes tipos histologicos no son
significativas. La pérdida de 7P53 se encontrd en el 20,4%, de los casos informativos, con
frecuencia similar en todos los grados. Las diferencias entre glioblastomas, astrocitomas y

oligodendrogliomas no fueron estadisticamente significativas.

El promotor de MGMT presentd metilacion en 78 de los 148 casos que fueron valorables (52,7
%), con una frecuencia similar en todos los grados y en los diferentes grupos de tratamiento.
En cuanto al tipo tumoral, se da con mayor frecuencia en oligodendrogliomas (79%) que en el

resto de los tipos (p = 0,034).

En el andlisis de IDHI detectamos mutaciones puntuales que dan lugar a cambio de
aminoacido en la posicion R132 en el 24% de las muestras; el cambio fue de arginina a
histidina (R132H) en el 92%, mientras el 8% restante comprende 1 cambio a leucina (R132L),
1 cambio a cisteina (R132C) y 1 cambio a glicina (R132G). La presencia de mutacion en
IDHI muestra correlacion inversa con el grado tumoral (p < 0,0001), siendo mas frecuente en
tumores de bajo grado. La distribucion de la frecuencia de la mutacion entre astrocitomas y
oligodendrogliomas fue similar, con un 42,4 % de mutantes entre los astrocitomas y un 54,2 %
entre los oligodendrogliomas. En los gliomas mixtos, 5 de los 7 casos (71,4 %) presentaron
mutacion. Entre los tumores de tipo glioblastoma s6lo encontramos 5 casos con esta alteracion
(5,7 %), de los que 3 eran glioblastomas secundarios y 2 no tenian evidencia registrada de
lesion previa. Ademads, las mutaciones en este gen se dieron con mayor frecuencia en pacientes

de menor edad (p<0,001).

34



RESULTADOS

Todos los tumores diagnosticados como oligodendrogliomas se analizaron para el estudio de
la pérdida de las regiones cromosdmicas 1p y 19q. Obtuvimos resultados validos en 21 de las
24 muestras. De forma adicional, analizamos 9 astrocitomas, 24 glioblastomas y 2
oligoastrocitomas. La pérdida de la region cromosémica lp se encontré en 9 de las 56
muestras analizadas; 7 de éstas presentaban también pérdida de 19q completa y en las dos
restantes se detectd pérdida parcial de 19q. Por tanto, la frecuencia de la pérdida completa de
Ip y 19q fue del 12,74 %. Probablemente debido al bajo nlimero de casos positivos, no hay
diferencias significativas en las distribuciones de frecuencias, en funcién del grado ni del tipo;

sin embargo, 5 de las 7 muestras con delecion completa son oligodendrogliomas (71,43 %).

En relacion a las correlaciones de las alteraciones moleculares entre si, podemos destacar que
en los tumores de grado II y III, la mayoria de los casos que tienen mutacion en /IDHI no
presentan amplificacion de EGFR (p < 0,001) ni pérdida de PTEN (p < 0,001). Ademas, la
mutacion en IDH1 estad presente en todos los casos en los que se detecta codelecion de 1p y
199 (p = 0,024), asi como en la mayoria de los casos con metilacion de MGMT (p = 0,001). La
amplificacion de EGFR muestra correlacion directa con la pérdida de PTEN (p < 0,001) y de
CDKN2A (p = 0,016) e inversa con la metilacion del promotor de MGMT (p = 0,03). La
variante EGFRvIII aparece mas frecuentemente en casos con pérdida de CDKN2A4 (p = 0,024).
Por su parte, la pérdida de PTEN muestra correlacion directa con la pérdida de CDKN24 (p =

0,002) e inversa con la pérdida de las regiones cromosomicas Ip y 19q (Tabla 1 de anexo).

En el grupo de tumores de grado IV se observa un menor numero de correlaciones entre las
variables moleculares analizadas. La amplificacion de EGFR tiende a aparecer junto con la
pérdida de PTEN (p = 0,033) y muestra correlacion inversa con la presencia de mutacioén en
IDHI (p = 0,038). Esta mutacion presenta, ademas, correlacion inversa con la pérdida de
CDKN2A (p = 0,044) y correlacion directa con la metilacion del promotor de MGMT
(p=0,023) (Tabla 2 de anexo).
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4.3 Analisis de supervivencia en relacion con las variables clinicas v moleculares

Tras una primera caracterizacion de las alteraciones moleculares descritas en los gliomas,
procedimos a analizar el posible valor pronostico de estas variables a partir de los datos
clinicos a los que tuvimos acceso. El andlisis de supervivencia se llevdo a cabo con 126
pacientes con tumores primarios. El curso clinico de estos pacientes en funcion del grado

tumoral se representa en la Figura 4.

El nimero de pacientes con tumores de grado II fue insuficiente para realizar analisis
estadisticos, y por tanto no fueron incluidos en estudios posteriores. Por otra parte, tomamos
los subgrupos de tumores de grado IV y de grado IIl como series independientes, ya que

presentaron diferencias de supervivencia estadisticamente significativas (p = 0,007).

tod p (lvs. ) =0.046 | Grado (OMS)
*.l p(llvs.IV)<0.001 | | (n=12)
T p (Il vs. IV) = 0.007 Il (n = 39)
S o5 il IV (n=75)
I . 1
g + censurados
5 | -
g 0,6+ [
© L
[T} -
c
g 0,4 il
Q
a “HLL
=3 024
[/7]
0,04

T T T
o} 20 40 &0

Tiempo (meses)

Figura 4. Curvas de supervivencia correspondientes a los pacientes con glioma,
estratificacion en funcién del grado tumoral (OMS).

36



RESULTADOS

4.3.1 Analisis de supervivencia: tumores de grado IV

Hemos podido analizar los datos de supervivencia de 75 pacientes con glioblastoma
multiforme. La mediana de seguimiento fue de 9 meses (rango intercuartilico: 5-17). Durante
el tiempo de estudio se registraron 57 exitus y se censuraron 4 pacientes por pérdida del
seguimiento. Con estos datos, la mediana de supervivencia para los pacientes con glioblastoma
fue de 10 meses (95% IC: 7,5-12,5) y la tasa de supervivencia acumulada a los 2 afios fue del

19% (95% 1C: 7,6-30,4).

De las variables clinicas estudiadas, el tipo de cirugia y el tratamiento mostraron un efecto
significativo sobre la supervivencia de los pacientes. Por otro lado, los pacientes con una edad
por encima de la media (60 afos), mostraron peor pronostico que los menores de dicha edad
(p=0,035; HR=1,8). No se encontraron diferencias significativas de supervivencia entre ambos

SCXOS.

El tipo de cirugia constituye el parametro clinico que mayor impacto ejerce sobre la
supervivencia. Los pacientes en los que fue posible la reseccion completa del tumor mostraron
una supervivencia mayor que aquellos con reseccion subtotal o parcial, con una mediana de
supervivencia de 17 meses (95 % IC 8,3-25,7) frente a 6 meses (95 % IC 4,2-7,8) (p < 0,001;
HR = 3,7) (Figura 5).

Para el andlisis de la supervivencia, el tipo de tratamiento se dividi6 en dos categorias: la
primera fusionando el grupo A con el B, de modo que se incluyen los pacientes sometidos a
radio y quimioterapia; la segunda, resultante de la union de los grupos C y D, incluye los
pacientes que recibieron solo radioterapia después de la cirugia o recibieron alglin tratamiento
no estandar, respectivamente. La supervivencia de los pacientes sometidos a radio y
quimioterapia fue significativamente superior a la de los que no recibieron quimioterapia (p <
0,001; HR = 2,7), con una mediana de supervivencia de 17 meses (95 % IC 9,2-24,8) frente a
6 meses (95 % IC 3,0-9,0).
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Figura 5. Curvas de supervivencia correspondientes a los pacientes con

glioblastoma en funcién del tipo de reseccion tumoral. GTR: reseccién total. No GTR:
reseccion subtotal o parcial.

De las variables moleculares analizadas en el grupo de pacientes con glioblastoma (grado IV),
s6lo la amplificacion de EGFR mostr6 ser factor pronoéstico (p = 0,008; HR = 2,7), con una
mediana de supervivencia de 9 meses (95 % IC 7,0-11,0), frente a 23 meses (95 % IC 17,2-
28,8) en el grupo que no presentaba amplificacion del gen (Figura 6A). Teniendo en cuenta los
diferentes grados de amplificacion de EGFR (en funcion de su ratio de MLPA), la
amplificacion leve o moderada de EGFR mostrd impacto negativo sobre la supervivencia, en
comparacion con la ausencia de amplificacion (p = 0,034 y p = 0,008, respectivamente). Sin
embargo, un nivel de amplificacion elevado no confiere diferencias estadisticamente
significativas en la supervivencia de los pacientes que la presentan, respecto a los pacientes sin

amplificacion de este gen ni con valores de amplificacion leves o moderados (Figura 6B).

Los pacientes con glioblastoma multiforme cuyos tumores presentaban pérdida de PTEN
mostraron una tendencia estadistica a mayor supervivencia (p = 0,056; HR = 1,9), con una
mediana de 12 meses (95 % IC 8,9-15,1) frente a 6 meses (95 % IC 2,9-9,1). No obstante, la
combinacion de las pérdidas de CDKN2A y PTEN resultd ser de buen pronostico (p = 0,023;
HR =1,9), con una mediana de supervivencia de 17 meses (95 % IC 7,2-26,8) para el grupo de
pacientes que presenta ambas pérdidas, frente a 9 meses (95 % IC 5,1-12,9) en los que

conservan estos genes.
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Figura 6. Curvas de supervivencia correspondientes a los pacientes con glioblastoma. A: estratificacién en
funcion de la amplificacién de EGFR. B: estratificacion en funcion del grado de amplificacion de EGFR.

La metilacion en el promotor de MGMT no mostrd ningun efecto sobre la supervivencia de los
pacientes con glioblastoma. Sin embargo, en el grupo de pacientes que no recibieron
quimioterapia (grupos de tratamiento C y D) la presencia de metilacion en el promotor de este
gen resulta favorable (p = 0,015; HR = 2,7), mientras que en pacientes incluidos en los grupos
de tratamiento A y B esta alteracion no supuso beneficio (figura 7A y 7B). Asimismo, en el
grupo de pacientes con metilacion de MGMT no se encontraron diferencias de supervivencia
en los pacientes tratados con quimioterapia frente a los que no (A+B vs. C+D); no obstante, en
el grupo de pacientes sin esta alteracion, el tratamiento que incluye quimioterapia ademas de
la radioterapia mostr6 conferir mayor beneficio (p = 0,001; HR = 3,97) (figura 7C y 7D).

Por otro lado, en el subgrupo de pacientes que no pudieron ser sometidos a reseccion total, la
metilacion del promotor de MGMT resulto ser factor predictor de buen prondstico (p = 0,006;
HR = 2,0), con una supervivencia mediana de 9 meses (95 % IC 5,3-12,7) frente a 5 meses (95

% IC 3,7-6,3) en los pacientes cuyos tumores no presentaban metilacion (figura 8).
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Figura 7. Curvas de supervivencia correspondientes a los pacientes con glioblastoma. A: estratificaciéon en
funcion de la presencia de metilaciéon en el promotor de MGMT en el grupo de tratamiento A + B. B:
estratificacion en funcion de la presencia de metilacion en el promotor de MGMT en el grupo de tratamiento C +
D. C: estratificacion en funcién del grupo de tratamiento en tumores sin metilacion del promotor de MGMT. D:
estratificacion en funcion del grupo de tratamiento en tumores con metilacion del promotor de MGMT.

Dado que los pacientes por encima de la media de edad (60 afios) tienen peor prondstico que

los que estan por debajo de ella (p = 0,035; HR = 1,8), se llevd a cabo el estudio de la

supervivencia estratificando el grupo de pacientes con glioblastoma en funciéon de la edad

(para las variables en las que el nimero de casos lo permitia) con el fin de comprobar si las

variables estudiadas tienen el mismo efecto en ambos subgrupos. De este estudio, cabe

destacar que el efecto del tratamiento en la supervivencia se pierde en mayores de 60 afos.
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Figura 8. Curvas de supervivencia correspondientes a los pacientes con
glioblastoma, estratificaciéon en funcion del estado de metilacion de MGMT en

pacientes sometidos a reseccion parcial o subtotal.

En el analisis multivariante (regresion de Cox multiple) se incluyeron las variables clinicas y

moleculares que mostraron influencia sobre la supervivencia de los pacientes con glioblastoma

multiforme en el estudio univariante: edad al diagndstico, tipo de cirugia, tratamiento (A+B vs.

C+D), amplificacion de EGFR y pérdida conjunta de CDKN2A4 y PTEN. A excepcion de la

edad, todas las variables incluidas en el analisis mostraron valor prondstico independiente. Los

valores de p y la razon de riesgo (HR) de cada una de ellas se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Analisis COX multivariante en glioblastomas.

COX multivariante

p HR 95 % CI for HR
Edad (<60 vs. >60 afios) 0,737 - - -
Tratamiento (C+D vs. A+B) 0,006 2,77 1,34 5,73
Amplificacion EGFR 0,002 5,27 1,86 14,98
Reseccion tumoral (parcial vs. total) 0,001 3,77 1,78 8,01
Pérdida conjunta de CDKN2A y PTEN 0,024 0,44 0,21 0,898

Significacion estadistica p<0,05
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4.3.2 Analisis de supervivencia: tumores de grado 11

En relacion a los pacientes con tumores de grado III, pudimos obtener informacion relativa a
la supervivencia en 45 casos. La mediana de seguimiento fue de 9 meses (rango
intercuartilico: 5-19). Durante el tiempo de estudio se registraron 18 exifus y se censuraron 6
pacientes por pérdida del seguimiento. La mediana de supervivencia de esta poblacion de
pacientes con tumores de grado III fue de 19 meses (95% IC: 13,8-24,2) La tasa de
supervivencia acumulada al afio fue del 71.3 % (95% IC: 54,8-87,8) y del 35,3 % (95% IC:
14,5-56,1) a los 2 afios.

A diferencia de lo observado en los pacientes con glioblastoma, de las variables clinicas
estudiadas, solo la edad al diagndstico mostré impacto sobre la supervivencia, de modo que
los pacientes con edades por encima de la media de esta serie (53 afios) tuvieron peor
prondstico (p = 0,001; HR = 5) (Figura 9). Sin embargo, no se encontraron diferencias de
supervivencia entre los dos grupos de cirugia ni entre oligodendrogliomas y astrocitomas. La
mayor parte de los pacientes analizados (80 %) recibieron radioterapia y quimioterapia, sin

quimioterapia adyuvante (grupo B) como tratamiento post-quirirgico.
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Figura 9. Curvas de supervivencia correspondientes a los pacientes con tumores de
grado I, estratificacion en funcién de la edad.
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De las variables moleculares analizadas, las que resultaron significativas en el analisis de
supervivencia fueron: la presencia de mutaciéon en IDHI, la metilacion del promotor de
MGMT y las pérdidas de PTEN y de CDKNZ2A. Al contrario de lo que ocurre en glioblastomas,

la amplificacion de EGFR no mostré influencia sobre la supervivencia.

Como se puede observar en la Figura 10A, la alteracion molecular con mayor influencia sobre
la supervivencia en los tumores de grado III es la mutacion en /DHI. Los pacientes cuyos
tumores tienen mutacion en este gen presentaron un pronostico favorable (p = 0,003; HR =

5,52), con una mediana de supervivencia de 35 meses frente a 15 meses (95% IC: 11,1-18,9).

En contraste con los datos obtenidos en los pacientes con glioblastoma, la metilacion del
promotor de MGMT resultd ser factor de mejor prondstico en el grupo de pacientes con
gliomas de grado III (p = 0,015; HR = 3,4), con una mediana de supervivencia de 30 meses
(95% CI: 12,1-47,9) frente a 14 meses (95% CI: 8,2-19,8) (Figura 10B). Por otro lado, tanto la
pérdida de PTEN como de CDKN2A constituyen un factor de peor pronoéstico (p= 0,006; HR =
43 yp=0,017; HR = 4,2, respectivamente) (Figura 10C y 10D).

El efecto sobre la supervivencia de la co-delecion 1p y 19q no alcanz6 significacion estadistica
(p=0,064; HR=33), probablemente debido a la baja incidencia de esta alteracion. Sin embargo,
cabe destacar que, al cierre de este estudio, todos los pacientes con tumores de grado III

portadores de la codelecion estaban vivos (Figura 1 anexo).

Finalmente, al igual que en el grupo de pacientes con glioblastomas, se llevé a cabo un estudio
de la supervivencia, estratificando la poblacion en funcion de la edad para las variables en las
que el numero de casos lo permitia. En el grupo de pacientes mayores de 53 afos, la presencia

de EGFRvIII resulto ser de buen pronostico (p = 0,034; HR = 4.,6).
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Figura 10. Curvas de supervivencia correspondientes a los pacientes con tumores de grado Ill. A: estratificacion
en funcion de la presencia de mutaciéon en IDH1. B: estratificacién en funcién de la metilacion del promotor de
MGMT. C: estratificacién en funcion de la pérdida de PTEN. D: estratificacion en funciéon de la pérdida de
CDKN2A.

En cuanto al andlisis estadistico multivariante (regresion de Cox multiple), incluimos las

variables clinicas y moleculares que mostraron impacto sobre la supervivencia en el estudio

univariante: edad al diagndstico (categorizada en funcion de la media), mutacion en IDH]I,

pérdida de CDKN2A, pérdida de PTEN y metilacion del promotor de MGMT. Soélo la edad al

diagnostico resultd ser factor prondstico de forma independiente (p = 0,003; HR = 5).
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4.4 Analisis de expresion de microRNAs en gliomas

De forma paralela al estudio de las alteraciones moleculares descritas anteriormente, tal como
hemos planteado en la introduccion, nos propusimos estudiar si podiamos obtener una
clasificacion de los gliomas de acuerdo a una expresion diferencial de microRNAs, que
pudiera darnos nueva informacion, bien de apoyo diagndstico, por permitir la diferenciacion
entre tipos histologicos, o bien de valor pronostico.

Para ello, procedimos a estudiar un grupo significativo de muestras tumorales, que
inicialmente fueron 22 GBMs, 11 ODGs, 6 ASTs y 7 muestras de cerebro normal. Analizamos
la expresion de 364 microRNAs en estas 46 muestras mediante PCR cuantitativa a tiempo real
con el sistema Multiplex RT for TagMan® Array Human MicroRNA Panel v1.0 (Applied
Biosystems).

De todos los microRNAs analizados, 320 mostraron expresion en al menos una de las
muestras, mientras que 44 microRNAs no se detectaron en ninguna de ellas. En general, se
observo un descenso de la expresion global de microRNAs en las muestras tumorales respecto
a las normales, aunque un pequefio numero de éstos presentd altos niveles de expresion en

tejido tumoral.

Para analizar los diferentes niveles de heterogeneidad de los datos de expresion obtenidos,
realizamos un analisis de componentes principales (PCA). Se trata de una técnica descriptiva
multidimensional no supervisada, basada en la correlacion de las variables analizadas. En este
tipo de andlisis se reduce la dimensionalidad del conjunto de datos, de forma que se construye
una transformacion lineal, con un sistema de coordenadas para el conjunto original de datos,
en el que la varianza de mayor tamafio es capturada en el primer eje, la segunda varianza mas
grande es el segundo eje y asi sucesivamente. De este modo, las nuevas variables son
combinaciones lineales de las anteriores y no muestran correlaciéon entre si, sino que se

ordenan en funcion de la variabilidad total que recogen de la muestra.
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Para nuestro estudio de expresion de microRNAs, este tipo de analisis no supervisado mostrod
una clara separacion en dos grupos, que se corresponden, tras su posterior identificacion, con
las muestras de cerebro normal y tumoral (Figura 11), por lo que concluimos que el perfil de
expresion de microRNAs parece asi constituir un elemento valido e independiente para la

clasificacion de nuestras muestras.

m tumor

Figura 11. Analisis no supervisado de componentes principales de la expresién de
364 microRNAs en muestras de tejido cerebral normal y tumoral.

Para comprobar que la capacidad clasificatoria del analisis de microRNAs mediante el uso de
arrays de baja densidad de PCR cuantitativa a tiempo real no se circunscribia inicamente a la
presencia de dos condiciones en un Unico tipo de tejido, analizamos adicionalmente 23
muestras de RNA obtenido de tejido mamario tumoral y 3 de tejido mamario normal y
llevamos a cabo un andlisis de correlacion global, incluyendo también las muestras de glioma
y de cerebro normal. Los resultados (Figura 12), mostraron que el perfil de expresion de
microRNAs es capaz de diferenciar claramente tejido de mama y cerebro normal entre si y de

sus correspondientes tumores.
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Cerebro Gliomas Mama Mama
normal normal tumoral

Figura 12. Analisis de correlacion global de la expresion de microRNAs en tejido de mama y cerebro normal y
tumoral.

4.4.1 Analisis estadistico de la expresion diferencial de microRNAs entre tumores gliales y
tejido cerebral normal

Una vez comprobado que la expresion de los microRNAs analizados discierne entre varios
tejidos normales y tumorales, llevamos a cabo, sobre las muestras de tejido cerebral normal y
tumoral, un andlisis estadistico comparativo de las medias de expresion de los microRNAs,
para determinar cuales mostraban expresion diferencial y en qué medida.

De los 320 microRNAs en los que se detectd amplificacion, 180 mostraron diferencias
significativas de expresion (valor de p ajustado < 0,05) entre controles y tumores (Tabla 3
anexo). En todos los casos hemos utilizado valores de p ajustados, condicion requerida en
analisis multiples con gran cantidad de datos; para ello utilizamos el método de correccion de
datos multiples (FDR) de Benjamini-Hochberg. Algunos de estos microRNAs presentaron
niveles de sobre-expresion o represion muy elevados en tumores respecto al tejido cerebral
normal, en un rango de magnitud (fold change) que oscila desde un aumento en 281 veces
hasta un descenso de 74, respecto de los valores de expresion en tejido normal. De estos 180
microRNAs con expresion diferencial estadisticamente significativa entre tejido cerebral

normal y tumoral, se muestran en orden decreciente, los 30 mas significativos en la Tabla 4.
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Tabla 4. Relacion de los 30 microRNAs con expresion diferencial entre controles y tumores con menor p
ajustado, ordenados en valores crecientes de p.

Tumor frente a cerebro normal Tumor frente a cerebro normal
microRNA valor p Magnitud microRNA valor p Magnitud
hsa-miR-330 7,28E-14 -25,9 | hsa-miR-151 2,08E-09 -4,1
hsa-miR-331 3,11E-13 -3,7 | hsa-miR-29c 2,38E-09 -6,4
hsa-miR-103 2,23E-12 -3,8 | hsa-miR-98 5,51E-09 -4,2
hsa-miR-342 6,79E-12 -4,6 | hsa-miR-23b 9,59E-09 -8,2
hsa-miR-340 4,14E-11 -7,9| hsa-miR-181c | 1,46E-08 -4,3
hsa-let-79g 8,14E-11 -3,2 | hsa-miR-139 2,10E-08 -38,4
hsa-miR-338 1,33E-10 -44.5 | hsa-miR-594 3,01E-08 8,1
hsa-miR-10b 1,71E-10 280,9 [ hsa-miR-433 3,45E-08 -16,8
hsa-miR-140 2,65E-10 -3,7 | hsa-miR-324-5p | 3,87E-08 -4 1
hsa-miR-425 3,00E-10 -4,9 | hsa-miR-213 4,16E-08 -4,7
hsa-miR-181b | 5,68E-10 -5,0 | hsa-miR-218 1,27E-07 -19,2
hsa-miR-196b | 1,34E-09 124,4 | hsa-miR-197 1,56E-07 -3,1
hsa-let-7d 1,41E-09 -3,9 | hsa-miR-27b 1,90E-07 -6,7
hsa-miR-190 1,46E-09 -8,9 | hsa-miR-181d | 1,95E-07 -3,0
hsa-miR-328 1,54E-09 -5,2 | hsa-miR-196a |2 66E-07 206,6

Significacion estadistica p<0,05

Para poder definir el nimero minimo de microRNAs capaces de discernir entre muestras
tumorales y tejido sano utilizamos el programa Prophet (Medina y col., 2007), incluido en el
paquete de herramientas GEPAS. Este programa se basa en un esquema supervisado de
validacion cruzada. En primer lugar, preselecciona los datos de expresion que mas precision
aporten al modelo, utilizando el ratio F o el estadistico de Wilcoxon (aproximacion de filtro) y
ordena los datos en funcion de ese valor; a continuacion va analizando la matriz de confusion
generada a partir de todas las combinaciones posibles eliminando un dato cada vez. De todos
los clasificadores resultantes se selecciona el que tenga la menor tasa de error con el menor
numero de datos de expresion (analiza por defecto grupos de 5, 10, 35, 50, 75 y 100 datos). El
analisis de nuestros datos de expresion de microRNAs mediante este procedimiento mostrd
que los valores de expresion de 35 microRNAs son suficientes para separar, sin lugar a error
en la tabla de confusion generada, las muestras tumorales de las normales (Tabla 4 anexo). La
mayoria de estos microRNAs coinciden con los que mostraron valores de p mas bajos en el
estudio comparativo de las medias de expresion entre controles y tumores, en vez de con los

que mostraron mayor magnitud en el cambio de expresion. Por esta razén y dado que la
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magnitud del cambio puede estar muy influenciada por datos extremos, no se ha utilizado el
valor de magnitud como primera opcién para evaluar la importancia de las diferencias

obtenidas mediante analisis estadistico, sino el valor de p ajustado.

4.5 Clasificacion de los gliomas en funcién de los datos de expresion de microRNAs

Uno de los primeros objetivos planteados en relacion al estudio de expresion de microRNAs
en gliomas era determinar si se pueden distinguir los distintos tipos histologicos,
oligodendrogliomas, astrocitomas y glioblastomas multiformes, mediante la utilizacion de los
perfiles de expresion. El conjunto inicial de muestras sobre las que realizamos este estudio
consta de 22 glioblastomas, 6 astrocitomas y 11 oligodendrogliomas. Para evaluar si era
posible la prediccion de estos tipos tumorales mediante el patron de expresion de microRNAs,
utilizamos nuevamente el programa Prophet, de la misma forma que para la clasificacion de
tejido normal y tumoral. Sin embargo, esta aproximacion estadistica supervisada no logré en
este caso una segregacion adecuada de estos grupos. Tampoco fue posible obtener ningin
agrupamiento de los tipos histoldgicos realizando analisis jerarquicos no supervisados a partir
de los patrones de expresion de microRNAs y ya en el andlisis de componentes principales
(PCA) no se observd ninguna asociacion de las muestras de acuerdo con sus etiquetas

histopatoldgicas (Figura 2 en anexo).

En vista de estos resultados, con el fin de determinar si existen patrones de expresion de
microRNAs comunes entre muestras tumorales que puedan formar parte de otros grupos, mas
alla de los tipos tumorales establecidos por la OMS, aplicamos otro tipo de aproximacion
estadistica, en este caso el “algoritmo de agrupamiento de las k-medias” (Quackenbush, 2001)
mediante el programa estadistico Partek® Genomics Suite'™ (Partek Inc., St. Louis, MO).
Este método mostroé la presencia de 3 grupos diferenciados de forma significativa por su
patron de expresion de microRNAs. A estos grupos los denominamos 1, 2 y 3. Con el fin de
visualizar los resultados obtenidos por este algoritmo, realizamos la adjudicacion de los
nuevos grupos determinados Unicamente por la expresion de microRNAs sobre un analisis de
componentes principales, pudiendo observar que los tres grupos, aunque presentan un pequefio

grado de solapamiento, tienen suficiente consistencia (Figura 13).
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Figura 13. Andlisis de componentes principales. A: muestras tumorales y de tejido cerebral normal;
identificacion posterior de tejido normal (morado) y nuevos grupos tumorales (1 en rojo, 2 en azul y 3 en
verde). B: muestras tumorales; identificacién posterior de los nuevos grupos tumorales.

4.5.1 Caracterizacién biologica de los nuevos grupos de gliomas definidos por expresion
diferencial de microRNAs

Con el fin de obtener informacién que nos permitiera adjudicar alguna caracteristica especifica
a cada uno de los grupos de gliomas obtenidos mediante el “algoritmo de agrupamiento de las
k-medias”, llevamos a cabo varias comparaciones entre los microRNAs expresados
diferencialmente. En primer lugar se realizO una comparacion entre los microRNAs
expresados diferencialmente en cada uno de los nuevos grupos tumorales respecto al tejido
cerebral normal. Los resultados mas significativos se muestran en la Tabla 5. Parte de los
microRNAs que aparecen son comunes entre los grupos tumorales, pero otros son especificos
de cada grupo. Se puede observar que todos los microRNAs expresados diferencialmente y
que son especificos del grupo 1 se encuentran reprimidos moderadamente, entre 2,9 y 32,4
veces, respecto a tejido cerebral normal. Sin embargo, algunos de los microRNAs especificos
del grupo 2 se encuentran reprimidos en un grado de magnitud muy alto, llegando a alcanzar
hasta 1898 veces frente a tejido normal. Por el contrario, algunos de los microRNAs
expresados diferencialmente frente a tejido normal y que son especificos del grupo 3 presentan

una sobre-expresion importante, de una magnitud de hasta 546,5 veces.
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Tabla 5. Expresién diferencial de microRNAs en cada uno de los nuevos grupos tumorales (1,
2,y 3) respecto al tejido cerebral normal.

Grupo 1 frente

a cerebro normal

Grupo 1 frente a cerebro normal

microRNA p Magnitud microRNA p Magnitud
hsa-let-7a 1.54E-15 -4.0 | hsa-miR-324-5p 1.98E-10 -5.1
hsa-miR-103 7.95E-15 -4,4 | hsa-miR-181b 291E-10 -5,0
hsa-miR-330 2,57E-14 -28,7 | hsa-miR-151 3,08E-10 -4,7
hsa-miR-331 4,14E-14 -4,0 | hsa-miR-518¢c 3.37E-10 -4.3
hsa-let-7d 8.93E-14 -4,9 | hsa-miR-98 4,24E-10 -4.8
hsa-miR-342 1,35E-13 -5,3 | hsa-miR-27b 5.,18E-10 -8.7
hsa-miR-425 1,75E-13 -6.6 | hsa-miR-181c¢c 1.46E-09 -4.4
hsa-miR-425-5p 4,24E-13 -4.,4 | hsa-miR-1 1,51E-09 -32.4
hsa-miR-29c 1,78E-12 -8,9 | hsa-miR-544 2,39E-09 -5,3
hsa-miR-140 1,87E-12 -4,2 | hsa-miR-133a 2,71E-09 -19,6
hsa-miR-23b 2,56E-11 -10,7 | hsa-miR-365 2,80E-09 -4.8
hsa-miR-191 3.14E-11 -2,9 | hsa-miR-433 2,93E-09 -19.7
hsa-miR-340 5,09E-11 -7.8 | hsa-miR-148b 3.49E-09 -3.6
hsa-miR-338 7,04E-11 -41,7 | hsa-miR-29a 5,46E-09 -4,2
hsa-miR-190 7, 73E-11 -10,2 | hsa-miR-10b 5.72E-09 169.5
Grupo 2 frente a cerebro normal Grupo 2 frente a cerebro normal
microRNA p Magnitud microRNA p Magnitud
hsa-miR-124a 2.49E-14 -1897.8 [ hsa-miR-23b 1.21E-10 -14.4
hsa-miR-330 4,37E-14 -49,5 | hsa-miR-433 1,55E-10 -47.7
hsa-miR-338 1,89E-13 -177.9 | hsa-miR-27b 2,81E-10 -13.4
hsa-miR-103 1,07E-12 -4,7 | hsa-miR-30e-5p 5,58E-10 -8,3
hsa-miR-139 1,19E-12 -238,7 | hsa-miR-219 5,63E-10 -1122,5
hsa-miR-340 1,45E-12 -14,6 | hsa-miR-95 1,06E-09 -20,4
hsa-miR-181¢c 211E-12 -8.4 | hsa-miR-328 1,99E-09 -7.4
hsa-miR-331 2,12E-12 -4.4 | hsa-let-7a 2,79E-09 -3,9
hsa-miR-181b 2,22E-12 -8,9 | hsa-miR-98 3,64E-09 -5,5
hsa-miR-140 4,68E-12 -5.2 | hsa-miR-129 4,32E-09 -572.2
hsa-let-7d 8,47E-12 -5,3 | hsa-miR-132 5,83E-09 -13.9
hsa-miR-181d 9,38E-12 -5,5 | hsa-miR-383 7,37E-09 -761,4
hsa-miR-342 1,11E-11 -5,7 | hsa-miR-29¢ 8,64E-09 -7,2
hsa-miR-190 1,44E-11 -17.,6 | hsa-miR-324-5p 9,73E-09 -54
| hsa-let-7g 3,03E-11 -3,5 | hsa-miR-410 1.19E-08 -46.3
Grupo 3 frente a cerebro normal Grupo 3 frente a cerebro normal
microRNA p Magnitud microRNA p Magnitud
hsa-miR-330 6.37E-12 -18.6 | hsa-miR-140 2,87E-08 -2.9
hsa-miR-10b 8,34E-12 576,4 | hsa-miR-139 4,48E-08 -28,1
hsa-miR-331 5,05E-11 -3,1 | hsa-miR-190 1,03E-07 -6.1
hsa-miR-103 3.21E-10 -3.1 | hsa-let-7d 1,63E-07 -2,8
hsa-miR-196b 5,95E-10 190,5 | hsa-miR-151 2,03E-07 -3.4
hsa-miR-340 1,02E-09 -6.6 | hsa-miR-181¢c 3.01E-07 -34
hsa-miR-342 1,09E-09 -3,6 | hsa-miR-29¢ 3.,11E-07 -4.3
hsa-miR-338 1,74E-09 -29,5 | hsa-miR-98 5,95E-07 -3.3
hsa-let-7g 6.77E-09 -2,5 | hsa-miR-213 6.92E-07 -4.4
hsa-miR-10a 7,28E-09 546,5 | hsa-miR-23b 1,18E-06 -5,0
hsa-miR-594 8.08E-09 9,8 | hsa-miR-181d 1,79E-06 -2,5
hsa-miR-328 1,00E-08 -5,0 | hsa-miR-433 1,88E-06 -10,0
hsa-miR-196a 1,12E-08 497.1 | hsa-miR-182 2.30E-06 17.6
hsa-miR-181b 1,.22E-08 -4,2 | hsa-miR-183 2,63E-06 252
hsa-miR-425 2,26E-08 -3,7 | hsa-miR-324-5p 5,23E-06 -3.0

Se muestran los 30 primeros microRNAs diferencialmente expresados con menor valor de p
ajustado, ordenados en valores crecientes de p. Se muestran sombreados los microRNAs
expresados diferencialmente frente a tejido cerebral normal que son especificos para cada
grupo. Significacion estadistica p<0,05
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Ademas de comparar cada uno de los grupos grupos tumorales determinados por el patrén de
expresion de microRNAs frente a tejido cerebral normal, realizamos un analisis de expresion
diferencial de cada grupo respecto a los otros dos. Los resultados mas significativos se
muestran en la Tabla 5 del anexo y en la Tabla 6. EI grupo 1 se caracteriza principalmente
por una expresion reducida de miR-21 y elevada de miR-9, mientras que en el grupo 2 la
caracteristica mas destacable es la represion de miR-9, miR-124a, miR-129, miR-383 y miR-
219 entre otros. El grupo 3, por su parte, presenta una marcada sobre-expresion de miR-1 y de

miR-124a.

Con el objetivo de intentar definir alguna caracteristica bioldgica que estuviera marcada por el
conjunto de microRNAs expresados diferencialmente de forma significativa en cada grupo, y
dada la complejidad de analizar el posible papel de cada microRNA de forma individual,
probamos diversas aproximaciones bioinformaticas. Una de ellas fue la utilizacion del
programa TAM: Tool for annotations of microRNAs, (Lu y col., 2010), que analiza el
enriquecimiento de una lista dada de microRNAs en determinadas funciones o vias biologicas
sobre las que se ha demostrado su implicacion.

El analisis de los microRNAs diferencialmente expresados entre muestras de cerebro normal y
tumores mostrd un enriquecimiento significativo (p<0,05) en “microRNAs supresores de
tumores”. Asi, el 70% de todos los microRNAs con dicha funcion presentan expresion
diferencial entre tejido normal y tumoral (Figura 14A). Los datos de expresion comparada nos
permiten conocer ademas que todos ellos estan reprimidos en los tumores (Tabla 3 anexo). En
el analisis de la expresion diferencial de cada uno de los grupos frente al tejido normal, las
listas de microRNAs expresados diferencialmente mostraron también enriquecimiento en
“genes supresores de tumores” (81%, 73% y 60% respectivamente) como una de las etiquetas
mas significativas (Figura 3 en anexo). En los grupos 1 y 2 todos los microRNAs etiquetados
como “supresores de tumores” muestran represion, sin embargo, en el grupo 3, los
microRNAs miR-141 y miR-451, especificamente relacionados con represion tumoral por el
programa TAM, muestran sobre-expresion. Los grupos 2 y 3 estan también enriquecidos en

“microRNAs especificos de tejido cerebral” (p <0,05) (Figura 4 en anexo).
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Tabla 6. Expresion diferencial de microRNAs entre los nuevos grupos tumorales.

1vs2y3 1vs2y3
MicroRNA p Magnitud MicroRNA p Magnitud
hsa-miR-146b 1,29E-10 -4,5 | hsa-miR-657 1,12E-08 -2,0
hsa-miR-21 4,26E-10 -6,5 | hsa-miR-220 1,26E-08 -1,9
hsa-miR-515-5p 5,24E-10 -2,0 | hsa-miR-325 1,27E-08 -1,9
hsa-miR-202 8,32E-10 -2,0 | hsa-miR-661 1,45E-08 -2,0
hsa-miR-578 9,01E-10 -1,9 | hsa-miR-214 1,71E-08 -4,2
hsa-miR-9 1,27E-09 3,3 | hsa-miR-506 1,92E-08 -1,9
hsa-miR-515-3p 1,55E-09 -1,9 | hsa-miR-425-5p 2,11E-08 -1,9
hsa-miR-544 2,23E-09 -2,3 | hsa-miR-199a 4,47E-08 -4,1
hsa-miR-650 2,40E-09 -6,5 | hsa-miR-142-5p 5,40E-08 -3,2
hsa-miR-155 3,15E-09 -5,2 | hsa-miR-520b 6,23E-08 -1,9
hsa-miR-22 3,17E-09 -2,9 | hsa-miR-518c 6,26E-08 -1,9
hsa-miR-302a 4,11E-09 -2,0 | hsa-miR-142-3p 6,86E-08 -3,5
hsa-miR-523 7,22E-09 -2,0 | hsa-miR-518c 8,80E-08 -1,9
hsa-miR-371 9,25E-09 -2,1 | hsa-miR-210 1,06E-07 -4,7
hsa-miR-606 1,07E-08 -2,1 | hsa-miR-658 1,19E-07 -2,0

2vs1y3 2vs1y3
MicroRNA p Magnitud MicroRNA p Magnitud
hsa-miR-9 6,65E-13 -7,4 | hsa-miR-515-3p 1,68E-05 1,8
hsa-miR-9 3,22E-10 -6,5 | hsa-miR-650 1,98E-05 53
hsa-miR-124a 2,88E-09 -49,7 | hsa-miR-219 2,21E-05 -24,2
hsa-miR-544 9,45E-08 2,7 | hsa-miR-181c 2,49E-05 -2,2
hsa-miR-183 6,78E-07 -17,2 | hsa-let-7a 4,22E-05 -1,8
hsa-miR-488 6,26E-06 -9,3 | hsa-miR-220 4,27E-05 1,8
hsa-miR-578 7,75E-06 1,8 | hsa-miR-30e-5p 6,87E-05 -2,4
hsa-miR-181d 8,18E-06 -2,0 | hsa-miR-195 8,09E-05 -2,1
hsa-miR-125b 9,79E-06 -2,0 | hsa-miR-146b 8,27E-05 3,0
hsa-miR-95 1,16E-05 -4,3 | hsa-miR-325 8,71E-05 1,8
hsa-miR-383 1,23E-05 -31,8 | hsa-miR-302a 9,02E-05 1,8
hsa-miR-139 1,48E-05 -8,4 | hsa-miR-520b 9,81E-05 1,8
hsa-miR-515-5p 1,58E-05 1,8 | hsa-miR-410 9,91E-05 -5,9
hsa-miR-202 1,62E-05 1,8 | hsa-miR-155 0,0001084 3,7
hsa-miR-129 1,66E-05 -23,7 | hsa-miR-512-5p 0,00013937 2,1

3vs1y2 3vs1y2
MicroRNA p Magnitud MicroRNA p Magnitud
hsa-miR-124a 1,92E-08 16,0 | hsa-miR-299-5p 1,16E-05 3,8
hsa-miR-1 5,98E-08 6,9 | hsa-miR-411 1,33E-05 4,7
hsa-let-7d 2,87E-07 1,8 | hsa-miR-9 1,35E-05 2,2
hsa-let-7a 3,75E-07 1,8 | hsa-miR-133a 1,50E-05 3,7
hsa-miR-345 4,06E-07 1,9 | hsa-let-7f 1,68E-05 1,7
hsa-miR-125b 4,21E-07 1,9 | hsa-let-7b 1,95E-05 1,7
hsa-miR-130a 1,19E-06 1,9 | hsa-miR-30e-5p 2,11E-05 2,0
hsa-miR-27b 1,76E-06 2,7 | hsa-miR-181c¢c 2,75E-05 1,8
hsa-miR-132 2,11E-06 2,9 | hsa-miR-9 3,67E-05 2,3
hsa-miR-25 2,27E-06 1,7 | hsa-miR-99a 3,76E-05 1,8
hsa-let-7g 3,14E-06 1,5 | hsa-miR-100 4,40E-05 1,6
hsa-miR-16 7,06E-06 1,7 | hsa-miR-382 5,26E-05 3,3
hsa-miR-23b 7,13E-06 2,5 | hsa-miR-656 5,68E-05 3,7
hsa-miR-410 7,89E-06 4,9 | hsa-miR-103 5,87E-05 1,5
hsa-miR-140 1,04E-05 1,6 | hsa-miR-148b 8,42E-05 1,6

Comparacion de cada grupo frente a los otros dos. Relacion de los 30 primeros microRNAs con
expresion diferencial, con menor valor de p ajustado, ordenados en valores crecientes de p.
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A Tumoral vs. Normal
microRNAs supresores de tumores
hsa-mir-101 hsa-mir-125b
hsa-mir-1 hsa-mir-127

Tumor vs. Normal hsa-mir-126 hsa-mir-143
hsa-mir-200a hsa-mir-145
hsa-let-7a hsa-mir-181b
hsa-let-7b hsa-mir-181c
hsa-let-7d hsa-mir-26a
hsa-let-7e hsa-mir-26b
hsa-let-7f hsa-mir-29a
hsa-let-7g hsa-mir-29¢
hsa-mir-124 hsa-mir-34b
hsa-mir-125a hsa-mir-34c
hsa-mir-98

B

1vs.2y3 2vs.1y3 3vs.1y2
onco-microRNAs microRNAs microRNAs anti-
hsa-mir-146b especificos de proliferacion
hsa-mir-155 cerebro celular
hsa-mir-191 hsa-mir-383 hsa-let-7a
hsa-mir-21 hsa-mir-219 hsa-let-7b
hsa-mir-210 hsa-mir-124a hsa-let-7¢
hsa-mir-214 hsa-mir-9 hsa-let-7d
hsa-mir-221 hsa-mir-128b hsa-let-7f
hsa-mir-222 hsa-mir-129 hsa-mir-98
hsa-mir-223 hsa-mir-323 hsa-let-7g
hsa-mir-24 hsa-mir-16
hsa-mir-372

hsa-mir-224

hsa-mir-27a

1vs.2y3 2vs.1y3 3vs.1y2

Figura 14. En la figura se representa el porcentaje de microRNAs de cada categoria respecto al
total de microRNAs en ella etiquetados por el programa TAM; el color verde representa los
microRNAs reprimidos y el rojo los sobre-expresados. En la tabla se muestran los microRNAs con
expresion diferencial. A: MicroRNAs supresores de tumores diferencialmente expresados entre
controles y tumores de cada uno de los grupos. B: MicroRNAs correspondientes a diversas
categorias bioldgicas diferencialmente expresados entre los grupos.
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El anélisis mediante TAM de los grupos de microRNAs expresados diferencialmente en cada
grupo tumoral respecto a los otros dos mostré un enriquecimiento en “onco-microRNAs” para
el grupo 1 frente al resto, todos ellos con expresion reducida en dicho grupo, mientras que para
los resultantes de la comparacion del grupo 2 frente al resto mostrd un enriquecimiento en
“microRNAs especificos de tejido cerebral”, como miR-9, con bajos niveles de expresion en
el grupo. En la lista resultante de microRNAs expresados diferencialmente entre el grupo 3 y
el resto de grupos tumorales se encuentran gran nimero de “microRNAs anti-proliferacion
celular”, como algunos miembros de la familia let-7, que en este caso muestran sobre-

expresion en el grupo individual objeto de analisis (Figura 14B).

En cuanto a las alteraciones moleculares estudiadas previamente asociadas a estos grupos,
cabe destacar la alta frecuencia de amplificacion de EGFR del grupo 1 y la ausencia total de

mutantes de IDH1 en el grupo 2 (Figura 15).
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Figura 15. Distribucion de frecuencias de las alteraciones moleculares analizadas en cada uno de los nuevos
grupos. Se muestra de arriba abajo: clase histolégica, mutacién en IDH1, amplificaciéon de EGFR, presencia de
variante Il de EGFR (EGFRUVIII), pérdida de PTEN, CDKN2A y TP53, numero de alteraciones de la muestra
(EGFR++: la elevada amplificacién de EGFR no permite determinar el resto de las alteraciones) y metilacion del
promotor de MGMT.
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4.5.2 Definicién de un algoritmo para la determinacion de los nuevos grupos de gliomas

Dada la ventaja que supondria poder determinar el grupo al que corresponde una muestra con
un analisis mas sencillo que pudiera encajar dentro de la practica de rutina de un laboratorio
hospitalario, procedimos al disefio de un algoritmo de prediccion de grupo. Para ello
seleccionamos los microRNAs con la expresion mas caracteristica de cada grupo. Teniendo en
cuenta la media de expresion del microRNA en cuestion en las muestras analizadas en cada
grupo y su desviacion estandar, se definieron unos intervalos de valor de ACt para esos
microRNAs que podrian predecir a qué grupo pertenece una muestra desconocida.
Adicionalmente, se tuvo en cuenta la mutacién en IDHI, ya que su presencia excluiria a la
muestra del grupo 2. Por tanto, utilizando los valores de estos microRNAs de forma secuencial
y la variable molecular mutacion en IDHI, se desarrollé un algoritmo de prediccion. Para los
casos con mutacion en /DHI se utilizaron los valores de expresion de miR-21 y miR-9 de
manera secuencial, es decir, si el valor de ACt de miR-21 es mayor o igual a 1, la muestra
corresponde al grupo 1 y si es mayor de ese valor el grupo se asigna en funcion de la
expresion de miR-9. De la misma forma, para los casos sin mutacion en /DH1, se utilizan los

valores de miR-1, miR-124a y miR-9 de forma secuencial (Tabla 7).

Con el fin de evaluar la validez del algoritmo analizamos 18 muestras independientes,
catalogadas en su correspondiente grupo mediante el perfil de expresion de los 320
microRNAs. El algoritmo asigné el mismo grupo a todas las muestras, de modo que la

correlacion entre ambos métodos resultd Optima (indice Kappa = 1).

Tabla 7. Valores de expresién de microRNAs de referencia para el algoritmo de predicciéon de grupo.

Muestras sin mutacion de IDH1 Muestras con mutacion de IDH1
microRNA ACt Grupo | microRNA ACt Grupo
miR-1 214 1 miR-21 21 1
miR-124a >7 1 miR-9 <-2 1
miR-9 20 2 miR-21 <0 3
miR-1 entre 9y 11 2 miR-9 =2 3
miR-124a 29 2
miR-9 >-2 2
miR-1 <9 3
miR-124a <6 3
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Con el fin de aumentar el nimero de muestras de cada grupo y poder establecer si existe algun
tipo de correlacion entre estos grupos y las variables clinico-patoldgicas y moleculares
estudiadas, se asignd grupo, mediante expresion de los 320 microRNAs expresados en tejido,
a 28 muestras mas y se utilizo el algoritmo basado en la expresion de 4 microRNAs y en la
presencia de mutacion en IDHI para la asignacion de grupo en 47 muestras adicionales. El

numero total de muestras utilizadas de cada tipo tumoral se detalla en la Tabla 8.

Tabla 8. Caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes estudiados y sus tumores (n = 114) en funcion de

los grupos de expresion de microRNAs (1,2 y 3) definidos en este trabajo.

Grupo de expresion de microRNAs

Frecuencia (%) Total (%)
1 2 3
n=54 (47,4%) n=12(10,5%) n=48 (42,1%) | 14(100) P

Sexo
Mujer 21 (41,2) 4 (33,3) 18 (40,9) 43 (37,7) 0922
Varon 30 (58,8) 8 (66,7) 26 (59,1) 64 (56,1) ’
ND 3(5,6) - 4 (8,3) 7 (6,1)
Reseccién tumoral
Completa 19 (47,5) 4 (40) 23 (59) 46 (40,4) 0451
No completa 21 (52,5) 6 (60) 16(41) 43 (37,7) ’
ND 14 (25,9) 2 (16,7) 9(18,8) 25(21,9)
Tratamiento
A 5(12,5) 1(10) 8 (22,22) 14 (12,3)
B 20 (50) 5 (50) 14 (38,9) 39 (34,2)
Cc 5(12,5) 3 (30) 11 (30,6) 9(16,7) 0,192
D 10 (25) 1(10) 3(8,3) 14 (12,3)
ND 14 (25,9) 2 (16,7) 12 (25) 28 (24,6)
Tipo tumoral
ODG 12 (60) 2 (10) 6 (30) 20 (17,5)
AST 14 (60,9) 0 9(39,1) 23 (20,2) 0,148
Mixto 3 (75) 0 1(25) 4 (3,5)
GBM 25 (37,3) 10 (14,9) 32 (47,8) 67 (58,8)
Grado tumoral
I 8 (27,6) 0 2(12,5) 10 (8,8)
]| 21(72,4) 2 (100) 14 (87,5) 37 (32,5) -
v 25 (37,3) 10 (14,9) 32 (47,8) 67 (58,8)
Supervivencia
vivos 12 (27,9) 1(9,1) 6 (15,4) 19 (16,7) 0463
exitus 30 (69,8) 9 (81,8) 27 (17,9) 66 (57,9) ’
censurados 1(2,3) 1(9,1) 6 (15,4) 8(7)
ND 11 (20,4) 1(8,3) 9 (18,75) 21 (18,4)

Tratamiento: A: radioterapia y quimioterapia concomitante y adyuvante; B: radioterapia y quimioterapia
concomitante o no; C: radioterapia; D: otros. ND: informacién no disponible. Test estadistico de Fisher para
contingencia de la relacion variable-grupo. Significacion estadistica p<0,05
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4.5.3 Analisis de las variables clinico-patoldégicas v moleculares en los grupos determinados

por expresion de microRNAs

La distribucion de las variables clinico-patologicas en funcién del grupo de expresion de
microRNAs se muestra en la Tabla 8. No se encontrd correlacion entre los grupos de
expresion de microRNAs y el sexo, tipo de tratamiento o de cirugia ni tipo o grado del tumor.

En cuanto a la edad, el grupo 3 presenta una media mayor que el grupo 1 (p = 0,019).

En cuanto a la correlacion entre los grupos obtenidos mediante expresion de microRNAs y
otras alteraciones moleculares analizadas, en los tumores de grado IV la amplificacion de
EGFR muestra correlacion con el grupo 1 (p = 0,009), de modo que 24 de las 25 muestras de
este grupo (96 %) presentan amplificacion de este gen. La tnica muestra del grupo 1 sin
amplificacion de EGFR, corresponde a un glioblastoma secundario. EGFRvIII se da también
con mayor frecuencia en los grupos 1 (56 %)y 2 (70 %) respecto al 3 (30 %) (p = 0,0463) y la
pérdida de PTEN es mas frecuente en los grupos 1y 3 (77,3 y 87,1 % respectivamente), que
en el grupo 2 (44 %) (p = 0,034). El resto de las variables no mostraron correlaciéon con
ninguno de los grupos (Tabla 6 anexo y Figura 15).

En relacion a los tumores de grado II y III, se observa una correlacion entre la presencia de
mutacion en IDHI y el grupo 1, al que pertenecen el 91,7 % de los mutantes (22/24) (p <
0,0001). Asimismo, el 75,9 % de los casos con metilacion pertenecen también al grupo 1 (p =
0,011). Por otro lado, la pérdida de PTEN es mas frecuente en el grupo 3, en el que el 78,6 %

de las muestras presentan pérdida de este gen (p = 0,006).

4.5.4 Analisis de supervivencia en los grupos determinados por expresion de microRNAs

De los 114 casos clasificados en funcion de la expresion de microRNAs pudimos obtener
informacion de supervivencia para 93, con una mediana de seguimiento de 12 meses (rango
intercuartilico: 6-21). Dado que existen diferencias significativas en la tasa de supervivencia
de los pacientes con tumores de grado IV respecto a los de grado II (p = 0,001) y a los de
grado III (p = 0,043) el analisis de supervivencia en funcion de los grupos de expresion de

microRNAs se llevo a cabo separando los tumores de grado IV de los tumores de grado III.
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No se realiz6 estudio de supervivencia para los pacientes con tumores de grado II por ser su

numero insuficiente para este tipo de analisis (n = 9).

En la serie de pacientes con tumores de grado IV se incluyeron 56, con datos de grupo de
expresion de microRNAs y supervivencia disponibles. Su mediana de supervivencia fue de 12
meses (95% IC: 8,86-15,14), con una supervivencia acumulada a los dos afios del 20,9 %
(95% IC: 8,16-33,64).

El grupo 1 muestra una supervivencia reducida en comparacion con el grupo 3 (p = 0,001),
mientras que con el grupo 2 la diferencia no alcanzé significacion estadistica (p = 0,066)

(figura 16).
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Figura 16. Curvas de supervivencia correspondientes a los pacientes con
glioblastoma, estratificacion en funcion del grupo determinado por
expresion de microRNAs.

En los pacientes de grado IV, ademas de las diferencias entre pertenecer al grupo 1 o al grupo
3 de expresion de microRNAs, mostraron efecto sobre la supervivencia en analisis univariante,
el tratamiento, el tipo de cirugia, la edad, la amplificaciéon en EGFR y la pérdida conjunta de

CDKN2A4 'y PTEN.
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Con el fin de comprobar si la pertenencia al grupo 1 confiere peor prondstico en relacion con
los otros dos grupos de forma independiente, se incluyd esta variable en un andlisis de
regresion de Cox maultiple, con las variables moleculares que mostraron impacto en la
supervivencia. Para ello, en primer lugar se agruparon las muestras pertenecientes a los grupos
2 y 3 y se analizaron las diferencias en la supervivencia respecto al grupo 1. Se observé que la
pertenencia al grupo 1 confiere peor pronoéstico (p = 0,001; HR=2.7), con una mediana de
supervivencia de 9 meses (95% IC: 4,5-13,5) frente a una mediana de 19 meses (95% IC: 8,8-

29,2) en los pacientes pertenecientes a los otros dos grupos.

En el estudio mediante el modelo multivariante incluimos la edad al diagnostico, tipo de
cirugia, tratamiento (A+B vs. C+D), amplificacion de EGFR, pérdida conjunta de CDKN24 y
PTEN vy pertenencia al grupo 1 de expresion de microRNAs. La pertenencia al grupo 1 resulto
ser un factor de peor pronostico independiente (p = 0,011; HR = 3,12) en los pacientes con
glioblastoma (grado IV). Los valores de p y la razén de riesgo (HR) de las variables incluidas

en el modelo se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Analisis COX multivariante en la serie de pacientes con glioblastoma con datos de expresion de
microRNAs.

Regresion de Cox multiple

o] HR 95 % IC para RR
Tratamiento (C+D vs. A+B) 0,002 3,79 1,64 8,78
Amplificacion de EGFR 0,011 4,38 1,4 13,70
Pertenencia al grupo 1 0,011 3,12 1,29 7,51
Cirugia (no total vs. total) 0,022 2,74 1,16 6,47
Pérdida de CDKN2A y PTEN 0,043 0,404 0,168 0,971

Significacion estadistica p<0,05
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En cuanto al grupo de 37 tumores de grado III con asignacion a un grupo de expresion de
microRNAs, el estudio de supervivencia pudo hacerse sobre 28 de ellos. Esta subpoblacion
presenta una mediana de supervivencia de 19 meses (95% IC: 13,8-24,2) y una tasa de

supervivencia acumulada a los 2 afios del 33.8 % (95% IC: 13,2-54,4).

A diferencia de lo obtenido en glioblastomas, la pertenencia al grupo 1 en los pacientes con
tumores de grado III confiere mejor prondstico respecto al grupo 3 (p = 0,018; HR=3,3). La
mediana de supervivencia en el grupo 1 es de 35 meses (95% IC: 14,4-55,6) y la tasa
supervivencia acumulada a los 2 afios del 52.4 % (95% IC: 23,8-81,0), frente a una mediana
de 14 meses y una tasa de supervivencia acumulada a los 2 afos del 12.9 % en el grupo 3

(Figura 17). En el grupo 2 sélo se incluye una muestra.
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Figura 17. Curvas de supervivencia correspondientes a los pacientes con tumores
de grado lll, estratificacion en funcion del grupo determinado por expresién
de microRNAs.

Con el fin de comprobar si la pertenencia al grupo 1 de expresion de microRNAs confiere
mejor prondstico de forma independiente, llevamos a cabo un andlisis de regresion multiple,
incluyendo las variables que mostraron impacto en la supervivencia en este grupo de pacientes
con tumores de grado III en el analisis multivariante (edad al diagndstico, mutacion en IDH1,

delecion de CDKNZ2A, delecion de PTEN y metilacion del promotor de MGMT). La edad
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resulto ser el unico factor pronostico independiente (p = 0,002; HR = 6,335), de modo que la
pertenencia al grupo 1, ajustada por edad, no mostré impacto sobre la supervivencia (p =

0,982; HR = 1,003).
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5. DISCUSION

Una de las metas cuyo alcance es necesario en un futuro proximo es el uso de marcadores
moleculares que puedan aportar informacion al realizar el diagndstico de un tumor de origen
glial, determinar el pronostico del paciente o predecir la respuesta a un tratamiento

determinado.

En este trabajo hemos valorado el papel de varias alteraciones moleculares, de la expresion de
microRNAs y de la relacion de ambas con las caracteristicas clinicas de los pacientes en una
poblacion de gliomas recogidos en el Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA), con
el objetivo de valorar la utilidad de introducir el andlisis de los marcadores que pudieran

resultar de utilidad como practica de rutina hospitalaria.

Hemos analizado un total de 152 gliomas, de los cuales 88 fueron diagnosticados como
glioblastoma grado IV, 27 como astrocitomas de grado III, 19 como oligodendrogliomas de
grado III, 4 como oligoastrocitomas de grado III, 6 como astrocitomas de grado II, 5 como
oligodendrogliomas de grado II y 3 como oligoastrocitomas de grado II. La proporcion de
tipos histologicos y grados de nuestra serie se corresponde con la proporcion descrita en la
poblacion. Tanto los analisis de contingencia entre las alteraciones moleculares y de su
relacion con la expresion de microRNAs, como los analisis de supervivencia se han llevado a
cabo separando los tumores en funcion del grado, ya que este factor, tal y como hemos
observado en nuestros datos y como otros autores también han descrito, marca importantes
diferencias en cuanto a las caracteristicas moleculares del tumor y a la supervivencia de los
pacientes (Louis y col., 2007). Los tumores de grado II no se han incluido en el andlisis de

supervivencia por constituir un grupo de numero insuficiente para este tipo de analisis.
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5.1 Alteraciones moleculares

La amplificacion de EGFR es la alteracion mas frecuente en la serie completa de tumores que
hemos analizado; muestra correlacion directa con el grado, de modo que es mas frecuente en
glioblastoma de grado IV que en tumores de menor grado. En otros estudios también se ha
demostrado esta alta incidencia de la amplificacion de EGFR en tumores de grado 1V,
principalmente en aquellos generados de novo (glioblastomas primarios) y no asi en los
glioblastomas secundarios originados a partir de la evolucién de tumores de menor grado (Kita

y col., 2007; Ohgaki y col., 2004)

Dentro de los gliomas de grado II y III, la amplificacion de EGFR es mas frecuente en
astrocitomas que en oligodendrogliomas, con frecuencias del 75 % y del 43,5 %,
respectivamente. Esta relacion observada entre amplificacion de EGFR y gliomas de alto
grado puede ser util en el diagnostico en los casos que tienen una histologia compatible con
glioma de bajo grado y sobre-expresion de este gen, ya que podrian ser gliomas de mayor

grado mal representados en la biopsia.

Tanto en glioblastoma (grado IV) como en gliomas de menor grado hemos encontrado una
clara relacion entre amplificacion de EGFR y pérdida de PTEN, regulador negativo de la via
PI3K/AKT. EI 83 % de los glioblastomas y el 63 % de los gliomas de menor grado con
amplificacion de EGFR tienen también pérdida de PTEN. Dado que la presencia de
alteraciones en efectores de la misma via de sefializacion bajo la modulacion de la molécula
frente a la que va dirigido un farmaco juega también un papel importante en la efectividad de
un tratamiento, la tendencia de la amplificacion de EGFR y de la pérdida de PTEN a darse
conjuntamente podria explicar el fracaso de los diversos estudios clinicos con inhibidores de
tirosin-kinasas realizados en glioblastomas (Mellinghoff y col., 2005; Prados y col., 2009;
Reardon y col., 2010; Uhm y col., 2011). Este hecho subraya la importancia de una adecuada
seleccion de los pacientes, en funcion de las alteraciones moleculares del tumor, al llevar a

cabo ensayos clinicos con terapias dirigidas.
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En el grupo de glioblastomas (grado IV) que hemos estudiado, la amplificacion de EGFR esta
relacionada con peor pronostico, con una mediana de supervivencia de 9 meses en los
pacientes portadores de tumores con amplificacion de este gen, frente a 23 meses en los
pacientes sin amplificacion; sin embargo, en gliomas de grado III, la estratificacion de los
pacientes en funcion de la amplificacion de este gen no mostréd diferencias en la supervivencia
de los pacientes.

La mayoria de los estudios iniciales de EGFR en glioblastomas relacionaron su sobre-
expresion con peor prondstico y con un descenso de la supervivencia global en pacientes con
este tipo tumoral (Houillier y col., 2006; Shinojima y col., 2003). También se ha descrito que
la amplificacion de EGFR contribuye a la aparicion de resistencia a radio y quimioterapia, lo
que explicaria por qué los pacientes con glioblastoma responden especialmente mal a este
tratamiento (Karpel-Massler y col., 2009; Lo, 2010). Sin embargo, otros estudios no han
confirmado esta relacion de la sobre-expresion de EGFR con la supervivencia global de los
pacientes (Benito y col., 2010; Huncharek & Kupelnick, 2000; Liu y col., 2005b). La falta de
acuerdo entre los diferentes resultados de EGFR como factor prondstico podria venir dada por
el hecho de que, en la mayoria de los casos no se hace una estratificacion en funcion del grado
de amplificacion del gen ni de otras caracteristicas, como la edad, que han mostrado definir
subgrupos en los que esta alteracion puede tener diferentes efectos (Batchelor y col., 2004;

Layfield y col., 2006; Smith y col., 2001).

En nuestro estudio, cuando tuvimos en cuenta el grado de amplificacion de EGFR para el
analisis de supervivencia, dividiendo las muestras en 3 grupos en funcion del valor del ratio
resultante del analisis de MLPA en amplificacion baja (<2), amplificacion moderada (2-20) y
amplificacion alta (>20), en lugar de hacer la estratificacion utilizando las categorias presencia
o ausencia, la reduccion significativa de la supervivencia s6lo se observd cuando la
amplificacion de EGFR es media o baja. Estos resultados concuerdan con los de Hobbs y col.,
en los que demuestran, mediante analisis FISH, que los tumores que presentan sobre-expresion
baja o moderada de EGFR tienen peor respuesta a terapias basadas en temozolomida como
adyuvante que aquéllos en los que EGFR esté altamente sobre-expresado (mas de 20 copias de

EGFR por copia de cromosoma 7) o no presenta sobre-expresion (Hobbs y col., 2012). En
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cualquier caso, seran necesarios mas estudios prospectivos para corroborar si el grado de
amplificacion de EGFR es relevante como marcador, asi como para valorar la concordancia
entre las distintas técnicas comtinmente utilizadas para evaluar la amplificacion de EGFR.

En este sentido y dado que el andlisis de EGFR es frecuentemente realizado mediante FISH e
inmunohistoquimica, tanto en investigaciéon como en la practica hospitalaria, hemos analizado
25 de las muestras también mediante estas dos técnicas, con el objetivo de comparar entre si
los resultados proporcionados por las 3 técnicas. La correlacion de los resultados de FISH con
los datos de MLPA para la amplificacion de EGFR fue moderada (indice Kappa = 0,589), sin
embargo, el MLPA mostré6 mayor correlacion con los niveles de proteina determinados por
inmunohistoquimica (indice Kappa = 0,516) que el FISH (indice Kappa = 0,326). Estos datos,
ademads de las ventajas que supone la utilizacion de MLPA ya que permite el analisis del
numero de copias de varios genes en una sola reaccion de amplificacion, hacen de esta técnica

un candidato a tener en cuenta para el analisis de rutina.

Por otra parte, en nuestros tumores de grado III, tanto la pérdida de PTEN como la pérdida de
CDKNZ2A han resultado ser indicadores de peor prondstico. Estos resultados concuerdan con la
mayoria de los estudios publicados (Ermoian y col., 2002; Liu y col., 2011; Sasaki y col.,
2001; Smith y col., 2001).

Por el contrario, en el estudio de los pacientes con glioblastoma (grado IV), observamos una
tendencia estadistica a mayor supervivencia en los casos con pérdida de PTEN vy la pérdida
conjunta de este gen y de CDKN2A4 mostro conferir mejor pronodstico de forma significativa.
Aunque esta descrito que la expresion de PTEN esta asociada con peor supervivencia en
pacientes con glioblastoma y otros tipos de glioma, existen estudios recientes que sugieren que
la pérdida de expresion de PTEN no confiere un descenso en la supervivencia de pacientes
tratados con temozolomida (Carico y col., 2012). Ademas, estudios in vitro han mostrado que
la pérdida de PTEN confiere sensibilidad a analogos de la temozolomida en astrocitos murinos
y en lineas celulares de glioma humano (McEllin y col., 2010). De hecho, en la estratificacion
de nuestros pacientes de glioblastoma en funcién del tratamiento, aunque el numero de
pacientes en cada grupo era reducido, la tendencia a mayor supervivencia de los pacientes con

pérdida de PTEN solo se observa en aquéllos pertenecientes al grupo de tratamiento A + B,
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que incluye quimioterapia principalmente basada en temozolomida ademas de la radioterapia
(p=0,061).

El hecho de que la pérdida combinada de PTEN y CDKN2A confiera mejor pronostico en
pacientes con glioblastoma sugiere que las alteraciones en las vias RB y p53, debidas a la
pérdida de CDKN2A, podrian estar implicadas en la sensibilidad al tratamiento e incluso

potenciarla.

En relacion a la metilacion del promotor de MGMT, esta alteracion ha suscitado gran interés
entre los clinicos ante la posibilidad de poder ser utilizada como predictor de respuesta a
tratamiento. En nuestro estudio este marcador no revelé ninguna correlacion con la
supervivencia en el grupo de pacientes con glioblastoma, sin embargo si observamos que en
tumores de grado III ejerce un efecto estadisticamente significativo sobre la supervivencia de
los pacientes. Varios estudios sugieren que el silenciamiento de MGMT, por metilacion de su
promotor, resulta un factor de buen prondstico en gliomas anaplésicos (Jiang y col., 2013;
Tabatabai y col., 2010; van den Bent y col., 2009; Wick y col., 2009; Yang y col., 2013b). El
valor prondstico o predictivo del silenciamiento de MGMT por metilacion de su promotor
sigue generando controversia. Por un lado, existen importantes trabajos, derivados de ensayos
clinicos en fase 3 que han mostrado diferencias significativas en la supervivencia de estos
pacientes en relacion con los que no presentaban metilacion en este gen, independientemente
del tratamiento administrado (Hegi y col., 2005; Stupp y col., 2009; Stupp y col., 2005).
Weller y col. revisaron los trabajos recientes en los que se estudia la metilacion del promotor
de MGMT como factor predictor de respuesta al tratamiento con temozolomida (Weller y col.,
2010). Sin embargo, en varios estudios no se ha demostrado correlacion entre la metilacion del
promotor de MGMT y la supervivencia global o a la progresion libre de enfermedad (Combs y

col., 2011; Costa y col., 2010; Park y col., 2009).

En nuestro estudio, como ya se ha mostrado en los resultados, s6lo observamos efecto sobre la
supervivencia de los pacientes con glioblastoma (grado IV) al realizar estratificaciones en
funcion del tratamiento. En el grupo de pacientes con glioblastoma y con metilacion de

MGMT no se encontraron diferencias de supervivencia significativas entre los que fueron
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tratados con quimioterapia mas radioterapia frente a los que fueron tratados so6lo con
radioterapia o no fueron tratados. Por otra parte, en el grupo de pacientes sin esta alteracion,
los tratamientos mas completos (radioterapia mas quimioterapia) son los que parecieron
conferir mayor beneficio en relacion con la supervivencia. Es mads, observamos que la
presencia de metilacion en el promotor de este gen resulta favorable s6lo en el grupo de
pacientes que recibieron unicamente radioterapia o tratamientos no estandar.

El hecho de que no haya diferencias en la supervivencia de los pacientes con metilacion de
MGMT en funcion del tratamiento recibido nos sugiere que en pacientes con glioblastoma esta
alteracion parece tener un papel prondstico, mas que predictivo de respuesta a tratamiento o
bien podria promover la adquisicion de otras alteraciones que regulan el crecimiento tumoral,
como ya ha sido propuesto en otros estudios (Cancer Genome Atlas Research, 2008; Rivera y
col., 2010). Los resultados conflictivos obtenidos en el grupo de pacientes con glioblastoma
nos sugieren que atn debe tomarse con precaucion la informacién aportada por este marcador
en cuanto a su utilizacion para la toma decisiones sobre el establecimiento del tratamiento mas

adecuado para cada paciente.

Uno de los mayores problemas para la introduccion en la clinica de la determinacion de la
metilaciéon de MGMT es la falta de consenso sobre el método de analisis mas adecuado, tanto
para los requerimientos de los ensayos clinicos, como para el diagndstico de rutina. Una de las
ventajas de analizar el estado de metilacion del gen, en lugar de la expresion de RNA o de los
niveles de proteina, es que la metilacion es caracteristica solo de células gliales neoplasicas,
mientras que los niveles de mRNA o de proteina pueden verse incrementados por la presencia
de tejidos circundantes no tumorales en la muestra. La inmunohistoquimica, por si sola, puede
facilitar el procedimiento diagnostico pero no refleja uniformemente el estado de metilacion
de MGMT (Felsberg y col., 2009; Iliadis y col., 2012). No obstante, en un estudio reciente
(Lalezari y col., 2013) se demostro que la utilizacion de PCR especifica de metilacion (MSP)
combinada con inmunohistoquimica para el estudio de MGMT puede proporcionar una mejor
correlacion con el prondstico que la MSP por si sola.

En este trabajo hemos utilizado MSP (Herman y col., 1996) con oligonucleo6tidos especificos

para la amplificacion de DNA metilado o no metilado, previamente modificado mediante
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bisulfito sodico (Esteller y col., 2000); los fragmentos resultantes pueden ser analizados por
electroforesis convencional, como ha sido nuestro caso, o bien, se pueden utilizar
aproximaciones basadas en PCR cuantitativa a tiempo real, que permiten cierto grado de
cuantificacion. Aunque nuestro estudio es cualitativo, abarca los sitios CpG mas
frecuentemente analizados en gliomas (Bady y col., 2012; Esteller y col., 2000). Sin embargo,
la interpretacion de los casos al limite de deteccion podria repercutir en las conclusiones

finales en cuanto a la metilacion de MGMT como factor pronostico o predictivo.

Otras aproximaciones cuantitativas o semi-cuantitativas para la determinacion de la metilacion
de este gen se basan en el analisis mediante MLPA especifico de metilacion (MS-MLPA),
también utilizado en ensayos clinicos (van den Bent y col., 2009), y en el analisis por
pirosecuenciacion. Esta si es una técnica cuantitativa y los estudios basados en este tipo de
analisis han mostrado asociacion entre el grado de metilacion de MGMT y el pronostico de los
pacientes (Dunn y col., 2009; Karayan-Tapon y col., 2010). No obstante, la pirosecuenciacion
también tiene limitaciones, como la necesidad de determinar el porcentaje umbral de

metilacion y su validacion clinica.

En un estudio reciente (Christians y col., 2012) se comparé el andlisis de la metilacion de
MGMT mediante las técnicas de MSP (que hemos utilizado nosotros), MS-MLPA y
pirosecuenciacion y su correlacion con diferentes parametros pronosticos, como supervivencia
libre de progresion y supervivencia media de los pacientes. Los resultados obtenidos por
pirosecuenciacion, especialmente cuando se convierte la variable continua en dicotomica
utilizando un punto de corte adecuado, relacionan significativamente la presencia de
metilacion con un aumento de la supervivencia libre de progresion y de la supervivencia
global, mientras que en los valores obtenidos mediante MS-MLPA esta asociacion no resulta
tan clara. En cuanto a la MSP, cuando se aplica una valoracion semicuantitativa, solo se
encontraron diferencias significativas en la supervivencia libre de progresion en los casos con
elevada metilacion. Sin embargo, cuando se realiza el analisis cualitativo convencional de
estos datos, hay diferencias significativas tanto en la supervivencia libre de progresion como

en la supervivencia media. En cualquier caso, es necesaria la validacion clinica de estas
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técnicas, valorando la posibilidad de tener en cuenta también el analisis de la expresion del

gen.

Otra de las alteraciones moleculares de descubrimiento reciente y de interés en gliomas es la
presencia de mutaciones en IDHI; en nuestro estudio muestra correlacion inversa con la
amplificacion de EGFR y con la pérdida de PTEN y directa con la metilacion del promotor de
MGMT. En tumores de grado II y III todas las muestras con pérdida de las regiones
cromosomicas 1p y 19q tienen mutacion en IDHI, tal y como ha sido descrito previamente
(Labussiere y col., 2010). Ademas, hemos encontrado correlacion inversa entre la presencia de
mutaciones en /DH1 y el grado tumoral, asi como con la edad de los pacientes.

En diversos estudios se ha relacionado la presencia de mutaciones en /DH1 con menor edad al
diagnostico en glioblastomas secundarios, astrocitomas anapldsicos y oligoastrocitomas
anaplasicos, pero no en gliomas difusos; en estos ultimos, contrariamente, parece estar

asociada a pacientes de mayor edad (Kim y col., 2010).

En cuanto al tipo histologico, la mutacion en IDHI se da por igual en astrocitomas y
oligodendrogliomas, lo que apoya la hipdtesis de que esta alteracion es un evento temprano en
la gliomagénesis que se produce en un antecesor comun de las lineas astrocitica y
oligodendroglial. Por otra parte, el hecho de que las mutaciones en /DHI muestren correlacion
con alteraciones propias de gliomas de bajo grado y sean excluyentes con otras alteraciones
caracteristicas de gliomas de alto grado, como amplificacion de EGFR y pérdida del
cromosoma 10, proporciona una evidencia mas de que los glioblastomas secundarios se
desarrollan a través de la progresion de un astrocitoma de menor grado, siendo una entidad
clinica y genéticamente distinta a los glioblastomas primarios (Hartmann y col., 2011; Lai y
col., 2011; Parsons y col., 2008; Watanabe y col., 2009). Asi, el conjunto de alteraciones que
alberga cada tumor define una via oncogénica para su desarrollo y evolucion; el analisis de
algunas de ellas puede constituir una herramienta util para el diagnéstico diferencial, que en
muchas ocasiones resulta complicado con la utilizacion de criterios histopatoldgicos

(Tabatabai y col., 2010).
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En el andlisis univariante de nuestros datos, la presencia de mutaciones en /IDHI es la
alteracion molecular con mayor efecto sobre la supervivencia de los pacientes de grado III,
con una mediana de supervivencia de 35 meses frente a 15 meses en los pacientes cuyos
tumores no portan mutacion. El importante valor prondstico de las mutaciones en /DHI ha
sido establecido en pacientes con glioblastoma secundario, gliomas anaplasicos y gliomas
difusos; en todos ellos ha sido relacionado con mejor prondstico y mayor supervivencia media
de los pacientes. ((Hartmann y col., 2010; Sanson y col., 2009; Watanabe y col., 2009; Yan y
col., 2009). Incluso, en un estudio con 382 casos, los astrocitomas anaplésicos de grado III sin
mutacion en /DH1 resultaron de peor prondstico que los glioblastomas con mutacién en IDH 1,
aun siendo de menor grado (Hartmann y col., 2010). En nuestro caso, el reducido nimero de
glioblastomas secundarios presentes y, por tanto, la baja incidencia de mutaciones en /DH1, ha
imposibilitado la evaluacion del impacto de esta alteracion sobre la supervivencia de pacientes

con este tipo de glioblastoma.

En cuanto a la influencia sobre la supervivencia de las variables clinicas analizadas en nuestro
estudio, la extension de la reseccion tumoral constituye un importante factor prondstico en
glioblastoma (grado IV), por lo que es necesario, ademés del analisis de alteraciones
moleculares, encaminar los esfuerzos a desarrollar técnicas que permitan una cirugia lo mas
extensa posible (Eyupoglu y col.,, 2013). También observamos que el tratamiento
postquirurgico influye en la supervivencia de los pacientes con glioblastoma; sin embargo,
este resultado esta limitado por el hecho de que los pacientes que no fueron incluidos en los
grupos de tratamiento que denominamos A y B mostraban un estado inicial peor. Cabe
destacar que en pacientes con glioblastoma mayores de 60 afios no se encontraron diferencias
significativas en la supervivencia en funcion del grupo de tratamiento postquirargico mientras
que el efecto de la extension de la cirugia sigue siendo significativo en ese grupo de edad,

donde podria tener ain mas importancia (Konglund y col., 2013).

En tumores de grado III, la tinica variable clinica que mostrd impacto sobre la supervivencia
en nuestro estudio fue la edad al diagnostico, que resulté ademés el inico factor prondstico
independiente en analisis mutivariante. Esto sugiere que el impacto en la supervivencia de la

presencia de mutaciones en IDH]I, factor de buen pronostico en analisis univariante, podria
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estar relacionado con la tendencia de esta alteracion a aparecer en pacientes de menor edad
(Kim y col., 2010; Parsons y col., 2008; Yan y col., 2009). Otra de las hipotesis, apoyada
ademas por la correlacion directa que hemos observado entre mutacion en /DHI y metilacion
del promotor de MGMT, es que el aumento de la supervivencia en pacientes con tumores de
grado IIT portadores de mutacién en IDHI podria estar relacionado con la induccion de una
desregulacion epigenética a lo largo de todo el genoma, relacionada con mayor supervivencia
(Noushmehr y col., 2010; Turcan y col., 2012). Por otra parte, en algunos de los estudios en
los que las mutaciones en /DHI mostraron influencia en la supervivencia no se llevo a cabo
ajuste en funcion de la edad (Yan y col., 2009); sin embargo, en la mayoria de ellos si se ha
tenido en cuenta ese ajuste (Hartmann y col., 2010; Metellus y col., 2010; Sanson y col.,
2009), de modo que nuestras diferencias podrian venir dadas por caracteristicas de la serie,

como una mayor dispersion de los datos de edad.

En cualquier caso, las mutaciones en /DHI constituyen, a dia de hoy, un marcador de ayuda
en el diagnostico diferencial de los gliomas e IDH1 podria constituir también una nueva diana
terapéutica. A pesar de que en la actualidad no hay ninguna terapia dirigida disponible, un
estudio reciente ha demostrado que el compuesto AGI-5198, inhibidor de la produccion de D-
2-hidroxiglutarato por la forma mutada R132H de IDHI, disminuye el crecimiento y
promueve la diferenciacion de células de glioma, lo que sugiere un papel de IDHI en la

gliomagénesis mas alla de sus efectos epigenéticos (Rohle y col., 2013).

Por otra parte, como ya se ha indicado en nuestros resultados, en el grupo de pacientes con
glioblastoma (grado IV), todas las variables que resultaron conferir diferencias de
supervivencia en analisis univariante, excepto la edad, mostraron valor pronostico
independiente en andlisis multivariante (extension de la cirugia, grupo de tratamiento,
amplificacion de EGFR y pérdida conjunta de CDKN2A y PTEN). Estas alteraciones
moleculares podrian tener un papel como marcadores moleculares en glioblastoma, y

consideramos que puede ser interesante evaluarlas nuevamente en un estudio prospectivo.
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La co-delecion de 1p/19q es otro de los marcadores moleculares que ha resultado un factor
prondstico importante en glioma, principalmente en oligodendrogliomas de grado III (Gupta &
Salunke, 2012). En nuestro estudio, la incidencia de esta alteraciéon es demasiado baja, de
modo que los datos son insuficientes para llevar a cabo un analisis de la supervivencia; sin
embargo, el hecho de que los 4 pacientes con esta pérdida permanecieran vivos al cierre del

estudio puede proporcionar indicios sobre su importancia como factor de buen prondstico.

Aunque el valor pronostico y predictivo de respuesta a tratamiento de cada una de las
alteraciones moleculares de forma independiente ha generado controversia, el conjunto de
ellas podria resultar una herramienta 1til para la elaboracion de una clasificacion molecular,
que pueda aportar informacion relevante a la clasificacion histopatoldgica actual, como el
origen celular y la secuencia de mecanismos que conducen el desarrollo y mantenimiento
tumoral para dar lugar a cada subtipo, de modo que se pueda obtener una mayor correlacion
con el prondstico y se pueda establecer el tratamiento mas adecuado para cada tipo tumoral o
incluso para cada paciente, ya que la heterogeneidad intratumoral constituye uno de los
obstaculos més importantes a la hora de clasificar y desarrollar tratamientos efectivos en
gliomas (Sottoriva y col., 2013).

Para comprender esta heterogeneidad, es imprescindible el conocimiento de las caracteristicas
genéticas y epigenéticas subyacentes al desarrollo tumoral, entre las que también se encuentra
la regulacion ejercida por microRNAs, que han ido cobrando importancia a medida que se ha
ido ampliando el conocimiento sobre sus funciones; de hecho, constituyen una de las clases

mas abundantes de moléculas reguladoras en organismos multicelulares (Fire y col., 1998).

5.2 Patrones de expresion de microRNAs

En este estudio hemos evaluado la expresion de 364 microRNAs en una serie de gliomas y
tejidos cerebrales normales mediante el uso de arrays de baja densidad de PCR cuantitativa a
tiempo real. El analisis no supervisado de estos datos de forma independiente nos ha permitido
diferenciar muestras normales de las de este tipo tumoral. Ya en 2005, Lu y col. analizaron la
expresion de microRNAs en leucemias y diversos tumores solidos mediante hibridacion con

sondas fijadas sobre microesferas y demostraron que los diferentes patrones de expresion dan
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lugar a una clasificacion que se correlaciona con la linea de desarrollo y el estado de
diferenciacion de cada tumor (Lu y col., 2005). En nuestro caso, con el fin de comprobar que,
con el método que hemos utilizado, la capacidad de la expresion de microRNAs para
diferenciar gliomas de tejido cerebral normal era también ampliable a otros tipos de tejido,
analizamos adicionalmente la expresion de los mismos microRNAs en tejido mamario normal
y tumoral. Nuevamente, el analisis no supervisado de los datos permitié diferenciar las
muestras de mama y de tejido cerebral normal entre si y de sus correspondientes tumores.

La mayor parte de los microRNAs que encontramos expresados diferencialmente estaban
reprimidos en el tumor respecto al tejido sano. En el estudio de Lu y col., atin siendo realizado
el andlisis mediante un procedimiento distinto, encontraron también que la expresion de
microRNAs en cada tipo tumoral mostraba una marcada reduccidon en comparacion con los
tejidos sanos correspondientes; sin embargo, en otro estudio en el que se utilizaron arrays de
hibridacion se ha encontrado un numero mayor de microRNAs sobre-expresados que

reprimidos en diversos tumores sélidos (Volinia y col., 2006).

Los microRNAs sobre-expresados de manera significativa en los gliomas de nuestro estudio
son miR-10b, miR-196b, miR-594, miR-196a, miR-10a, miR-182, miR-629, miR-183, miR-
565, miR-21, miR-542-5p y miR-615. La mayor parte de estos microRNAs han sido descritos
recientemente como sobre-expresados en tumores cerebrales y han mostrado relacion con la
supervivencia de los pacientes y con diversos mecanismos de regulacion del crecimiento y
proliferacion del tumor (Guan y col., 2010; Jiang y col., 2010; Lakomy y col., 2011; Lavon y
col., 2010; Papagiannakopoulos y col., 2008; Tanaka y col., 2013).

Cabe destacar que miR10, miR-196 y miR-615 se sitlian en clusters HOX de vertebrados, que
participan en la regionalizacion del eje corporal antero-posterior. Estos genes estan en clusters
altamente conservados que también contienen genes de microRNAs. La familia miR-10 se
encuentra asociada a la posicion de los pardlogos Hox-4; miR196 esta situado en el extremo 5’
de los paralogos Hox-9 y miR-615 se localiza en un intrén de HoxC5.

Los genes HOX se expresan a lo largo de este eje en una secuencia que se corresponde con su
posicion dentro del cluster, de modo que un gen localizado hacia 3’ tiene un dominio de

expresion en la parte mas anterior del eje corporal (Woltering & Durston, 2008).
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Generalmente, los microRNAs incluidos dentro de clusters HOX participan en la regulacion
de genes HOX situados preferentemente hacia el extremo 3’del locus donde se sitia el
microRNA, es decir, reprimen la programacion celular de partes mas anteriores favoreciendo
la prevalencia posterior (Yekta y col., 2008).

La relacion de miR-10b con los gliomas parece estar claramente establecida; su inhibicion
reduce el crecimiento celular mediante arresto del ciclo celular e induccion de apoptosis
(Gabriely y col., 2011), aparece sobre-expresado en gliomas y mayores niveles de éste se
correlacionan con mayor grado tumoral; ademas, los niveles de mRNA de la GTPasa RhoC y
del receptor del activador de plasmindgeno tipo urokinasa (uUPAR) también se correlacionan
con los niveles de este microRNA. Estas proteinas, que contribuyen a la migracion e invasion
celular, parecen estar reguladas por miR-10b a través de HOXD10 (Sasayama y col., 2009).
Por su parte, miR-196 también se ha encontrado sobre-expresado en glioblastomas en
comparacion con tumores de menor grado y con tejidos normales. Una elevada expresion de
este microRNA se corresponde con peor supervivencia y su nivel de expresion también se
correlaciona con el grado tumoral (Guan y col., 2010; Lakomy y col., 2011) por lo que podria
ser considerado como factor prondstico y de progresion tumoral. El papel de miR-615 en
gliomas se desconoce y hasta nuestro estudio no se ha encontrado sobre-expresado en gliomas;
su papel en otros tipos tumorales tampoco estd claro, sin embargo, su implicacion en la
regulacion de los genes HOX sugiere que podria tener un papel importante en el desarrollo

tumoral, al igual que miR-10 y miR-196.

La funciéon de miR-629, miR-594, miR-565 y miR-542-5p en el desarrollo y progresion de los
gliomas tampoco ha sido establecida. Sin embargo, miR-629 aumenta la transformacion
celular y el desarrollo tumoral en higado mediante la supresion de HNF4o, factor de
transcripcion necesario para la diferenciacion de hepatocitos (Schwabe & Wang, 2011); miR-
594 y miR-565 estan reprimidos durante la diferenciacion miogénica (Dmitriev y col., 2013) y
miR-542-5p ha mostrado sobre-expresion en carcinoma de células basales y en cancer rectal
(Gaedcke y col., 2012; Sand y col., 2012). En contraposicion, miR-542-5p también ha
resultado reprimido en varios tipos tumorales como carcinoma papilar de tiroides con

metastasis en nodulo linfatico (Wang y col., 2013).
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Basandonos en la sobre-expresion de estos microRNAs en gliomas respecto a tejido cerebral
normal que hemos observado y en el papel que desempefian en gliomas y en otros tipos
tumorales, estos microRNAs podrian ser buenos candidatos para la realizacion de mas
estudios con el fin de esclarecer su relacion con el desarrollo, mantenimiento y proliferacion

de los gliomas.

Otro de los microRNAs sobre-expresados en gliomas en nuestro estudio es miR-21, si bien la
significacion estadistica y la magnitud de su sobre-expresion no estan entre las mas destacadas
en nuestros resultados. Este microRNA fue el primero asociado a la malignidad del glioma, asi
como de otros tipos tumorales (Chan y col., 2005) y existen numerosos estudios en los que
muestran que sus niveles estan elevados en tejidos y células de glioma en comparacion con las
células gliales normales, correlacionando, ademas, este aumento con el grado tumoral,
mientras que unos niveles mas reducidos aumentan ligeramente la supervivencia. Se ha
demostrado que miR-21 promueve la migracion e invasion de células de glioma a través de la
activacion de metaloproteinasas de matriz mediante represion de sus inhibidores RECK y
TIMP3 (Gabriely y col., 2008). Otras dianas de miR-21 importantes en gliomas son PDCD4,
que codifica una de las proteinas que intervienen en la apoptosis (Chen y col., 2008) y PTEN
(Zhou y col., 2010a). La inhibicién de miR-21 induce apoptosis, inhibe la invasion, disminuye
el crecimiento del tumor e induce quimiosensibilizacion (Conti y col., 2009; Corsten y col.,
2007; Malzkorn y col., 2010). La inhibiciéon de miR-21 en lineas celulares de glioblastoma
también ha mostrado desencadenar apoptosis mediada por las caspasas mitocondriales 9 y 3
(Zhou y col., 2010b) y potenciar la quimiosensibilidad al taxol mediante la represion de la
expresion y de la fosforilacion del factor activador de la transcripcion STAT3 (Ren y col.,
2010). Ademas, otros estudios en lineas celulares de glioma han mostrado que miR-21 reprime
la apoptosis mediada por p53 en respuesta a agentes quimioterapéuticos como doxorubicina,

contribuyendo a la quimioresistencia (Papagiannakopoulos y col., 2008).
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Por otro lado, hemos encontrado que en los tumores gliales es mas frecuente la represion de
numerosos microRNAs (Tabla 1 anexo); muchos de ellos han sido también relacionados con
gliomas en otros estudios (Chang y col., 2012; Chen y col., 2012; Haapa-Paananen y col.,
2013; He y col., 2013; Hua y col., 2012; Karsy y col., 2012; Laddha y col., 2013; Ma y col.,
2012; Pan y col., 2012; Roth y col., 2011; Shi y col., 2008; Skalsky & Cullen, 2011; Slaby y
col., 2010; Wang y col., 2012; Xia y col., 2013; Xu y col., 2010; Yang y col., 2013a), mientras
para otros no se ha descrito el papel que pudieran tener en el desarrollo y mantenimiento de
este tipo tumoral. No obstante, la mayoria de los microRNAs que muestran represion en
nuestra serie de tumores gliales tienen funciones relacionadas con la supresion tumoral y
podrian constituir importantes armas terapéuticas para desarrollar tratamientos mas efectivos

contra este tipo de tumor.

En cuanto a los tipos histologicos de nuestros tumores, determinados seguin los criterios
establecidos por la OMS, el analisis supervisado de la expresion de microRNAs no logré una
segregacion adecuada de estos grupos, lo que nos llevo a un anélisis no supervisado de los
datos en busca de diferencias que pudieran establecer grupos de tumores mas alld de los
establecidos por la OMS. Asi, en este estudio, basdndonos en la expresion de microRNAs,
hemos definido 3 grupos de gliomas, cada uno caracterizado por una expresion diferencial de
microRNAs correspondientes a diversas vias bioldgicas y relacionado con determinadas

alteraciones moleculares previamente analizadas.

El grupo 1 muestra alta frecuencia de casos con mutacién en /DHI, metilacion del promotor
de MGMT, amplificacion de EGFR y pérdida de PTEN, de modo que es el grupo asociado a
un mayor numero de alteraciones moleculares. Este grupo muestra expresion diferencial,
respecto al tejido cerebral normal, del 81 % de los microRNAs etiquetados como ““supresores
de tumores” (Lu y col., 2010), todos ellos con expresion reducida; se caracteriza ademas por
una expresion de miR-9 mas elevada que el resto de los grupos. Este microRNA ha sido
descrito como represor de la via JAK/STAT, funcionando como interruptor que regula las
decisiones oligodendrogliales frente a las mesenquimales, de modo que su sobrexpresion

impide la diferenciacion mesenquimal. En lineas celulares de glioblastoma, la expresién de
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miméticos de miR-9 disminuye la expresion de marcadores astrociticos y mesenquimales,
aumenta la expresion de marcadores neuronales e impide la proliferacion de células madre de
glioma. (Kim y col., 2011).

El grupo 1 muestra también una expresion global mas reducida de microRNAs catalogados
como “onco-miRNAs” que el resto de los grupos, principalmente de miR-21. El hecho de que
el grupo 1 muestre represion de miR-21 y de otros onco-miRNAs respecto al resto de grupos

tumorales nos sugirid que podria constituir un grupo de mejor prondstico.

El grupo 2 se caracteriza por la ausencia total de casos con mutacién en /DHI! y menor
expresion de microRNAs catalogados como especificos de cerebro que el resto de los grupos,
principalmente de miR-9, que como ya se ha indicado favorece la diferenciacion
oligodendroglial frente a la mesenquimal e inhibe el crecimiento de las células madre de
glioma. Este grupo estd también caracterizado por una expresion reducida de miR-124a; este
microRNA, que también se ha encontrado reprimido en glioblastomas en otros estudios,
participa en mecanismos de invasion y migracion de modo que su sobre-expresion en lineas

celulares de glioblastoma resulta en una inhibicion de estos mecanismos (Fowler y col., 2011).

El grupo 3 se caracteriza por mayor expresion de microRNAs antiproliferativos y supresores
de tumores que los otros dos grupos, principalmente de miR-124a asi como de miR-1 y de
miembros de la familia let-7. Hasta nuestro estudio, miR-1 no ha sido descrito como sobre-
expresado ni reprimido en gliomas. Sin embargo, en otros tipos de neoplasia tiene un papel
supresor de tumores, por ejemplo inhibiendo la proliferacion de células de hepatocarcinoma a
través de la endotelina-1 (Li y col., 2012).

Los miembros de la familia let-7 han mostrado, in vitro, capacidad para reducir la
proliferacion y la migracion en lineas celulares de glioblastoma, mediante una reduccion de la
expresion de N-RAS, K-RAS y pan-RAS; ademas, reduce el tamafio de los tumores generados

por el transplante de estas células en ratones atimicos (Lee y col., 2011).

Estos tres grupos determinados por el perfil de expresion de microRNAs tienen en comun la

expresion diferencial de un alto porcentaje de microRNAs supresores de tumores; todos ellos
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reprimidos en tumor en comparacion con el tejido normal. Por ejemplo, miR-101 muestra
expresion reducida en todos los grupos en relacion con el tejido normal; en otros estudios este
microRNA se ha encontrado reprimido en gliomas y ha demostrado su implicacion en la
proliferacion, migraciéon y angiogénesis en este tipo tumoral. Su sobre-expresion reduce el
crecimiento tumoral a través de la represion de EZH2, una histona-lisina metiltransferasa que
pertenece a una familia del grupo Polycomb, cuyos miembros forman complejos proteicos
multiméricos implicados en el mantenimiento de la represion transcripcional de determinados
genes a lo largo de la division celular (Smits y col., 2010). Asimismo, en concordancia con
nuestros datos, miR-181b y miR-181c han sido también identificados como reprimidos en
gliomas (Ciafre y col., 2005) y estudios posteriores han mostrado la capacidad de miR-181b
para inhibir el crecimiento tumoral e inducir apoptosis en células de glioma. Ademdas miR-
181b y miR-181c estan significativamente reprimidos en los glioblastomas de pacientes que
respondieron al tratamiento con radioterapia y temozolomida, en comparacion con los niveles
de los pacientes, sometidos al mismo tratamiento, que desarrollaron progresion. Por tanto, los
niveles de expresion de estos microRNAs podrian servir como marcadores predictivos de

respuesta a radiacion en pacientes con glioblastoma (Shi y col., 2008; Slaby y col., 2010).

Asi como en el resto de los grupos todos los microRNAs diferencialmente expresados entre
controles y tumores etiquetados por el programa TAM como supresores de tumores muestran
expresion reducida, cabe destacar que dentro del grupo 3 los microRNAs miR-141 y miR-451,
también etiquetados como tal, muestran sobre-expresion. En estudios con lineas celulares de
glioma, la sobrexpresion de miR-451 inhibe el crecimiento, induciendo arresto del ciclo
celular en GO/G1, incrementa la apoptosis y también disminuye la capacidad de invasion. La
sobrexpresion de este microRNA resulta en una reduccion de Akt, ciclina D1, MMP-2, MMP-
9 y Bcl-2, mientras que la expresion del supresor de tumores p27 aumenta. Por tanto, la
actividad antitumoral de miR-451 podria estar mediada por las vias en las que intervienen
estos genes (Nan y col., 2010).

A pesar del papel supresor de tumores descrito para miR-451, también se ha demostrado una
relacion entre el aumento de los niveles de este microRNA y la reduccion de la supervivencia

de los pacientes (Godlewski y col., 2010). Segin este estudio, miR-451 controla la
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proliferacion, la migracion y la respuesta a restriccion energética, de modo que en condiciones
normales, con un nivel adecuado de glucosa, se permite una expresion relativamente alta de
miR-451, lo que promueve el crecimiento celular. Cuando la concentracion de glucosa es baja
los niveles de miR-451 descienden, disminuyendo la proliferacion, pero aumentando la
migracion y la supervivencia, para resistir el estrés metabolico. Estos efectos estdn mediados
por LKB1, que se reprime por disminucion de una de las dianas de miR-451, CAB39. Esta
proteina forma parte del complejo de LKBI1 y es necesaria para su actividad, suprime el
crecimiento y la proliferacion celular cuando hay restriccion de nutrientes, de modo que la
represion de miR-451 resulta en una disminucion del crecimiento, a través del aumento de
expresion de CAB39. Este papel de miR-451 en la proliferacion tumoral apoya la posibilidad
de que la sobre-expresion que hemos encontrado en nuestros tumores del grupo 3 pueda tener
importancia en el desarrollo tumoral de este grupo.

Por otra parte, miR-141 no ha sido relacionado hasta este estudio con gliomas, sin embargo en

otros tipos tumorales si ha mostrado actuar como represor tumoral (Luo y col., 2013).

Los grupos 2 y 3 muestran también expresion diferencial, respecto al tejido normal, de gran
parte de los microRNAs englobados por el programa TAM en la categoria de microRNAs
especificos de cerebro; todos ellos reprimidos; de éstos, miR-330 se ha encontrado también
reprimido en biopsias y lineas celulares de glioma en otro estudio (Gaur y col., 2007), sin
embargo, esta reduccion observada esta en contraposicion con un estudio reciente en el que se
encontr6 correlacion entre la sobre-expresion de miR-330 y el aumento de la proliferacion,
migracion, e invasion de lineas celulares de glioblastoma (Qu y col., 2012). En otros tipos
celulares ha sido descrito como supresor tumoral, de modo que en lineas celulares de prostata
inhibe la motilidad celular mediante la reduccion de los niveles del factor de transcripcion Spl
e induce apoptosis mediante la supresion de la fosforilacion de Akt por E2F1 (Lee y col.,
2009; Mao y col., 2013). Ademas, en lineas celulares de cancer colorrectal disminuye la
proliferacion celular a través de la reduccion de los niveles de Cdc42, miembro de la familia
de GTPasas Rho, que se han encontrado sobre-expresadas en varios tipos tumorales (Li y col.,

2013). El hecho de que en nuestra serie de gliomas y en los resultados de Gaur y col. aparezca
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reprimido sugiere que en gliomas podria también tener un papel como supresor de tumores,

mas en concordancia con lo descrito en otros tipos tumorales.

Teniendo en cuenta la expresion de los microRNAs que caracterizan cada grupo y las
funciones que han sido descritas para ellos, cabria esperar que los pacientes con tumores
clasificados en el grupo 1 y en el grupo 3 tuvieran mayor supervivencia que los pertenecientes
al grupo 2; ya que el grupo 1 presenta expresion reducida del onco-miRNA miR-21 y
aumentada del supresor de tumores miR-9 y el grupo 3 se caracteriza por sobre-expresion de
microRNAs supresores de tumores como miR-1, miR-124a y let-7, mientras que el grupo 2 se
caracteriza por menor expresion de miR-9 y 124a, ambos con papeles antitumorales. Sin
embargo, la pertenencia al grupo 1 so6lo esta relacionada con mayor supervivencia dentro de
los tumores de grado III, y esta significacion se pierde cuando se hace un ajuste por edad

mediante analisis multivariante.

Por otra parte, la supervivencia de los pacientes cuyos tumores se clasifican en los grupos 2 y
3 no presenta diferencias. Sin embargo, en el grupo de pacientes con glioblastoma (grado 1V),
la pertenencia al grupo 1, lejos de ser factor de buen pronostico, esta relacionada con una
supervivencia significativamente reducida respecto a los otros dos grupos, que no muestran

diferencias entre si.

En principio, los datos de las alteraciones génicas caracteristicas de cada grupo hacen pensar
que la reducida supervivencia de los pacientes cuyos tumores se clasifican en el grupo 1
podria ser debida al alto numero de éstos que presentan amplificacion de EGFR, sin embargo,
la pertenencia al grupo 1 resultd estar relacionada con supervivencia reducida de forma
significativa en analisis multivariante, de modo que constituye un factor de mal prondstico de
forma independiente del resto de alteraciones moleculares y de caracteristicas clinicas
incluidas en el analisis.

Estos resultados sugieren que, la utilizacion de la expresion de microRNAs como marcadores

moleculares no debe basarse en la expresion diferencial de un inico microRNA, sino en una
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firma molecular que defina cada tumor y pueda relacionarse con otras alteraciones

moleculares, con el prondstico del paciente y con su respuesta al tratamiento.

En esta linea, existen algunos estudios recientes que han mostrado diferentes perfiles de
expresion de microRNAs en gliomas que se correlacionan con diferentes patrones de
expresion génica y con determinadas caracteristicas clinicas de los pacientes (Ciafre y col.,
2005; Rao y col., 2010). Kim y col. analizaron los perfiles de expresion de 261 glioblastomas
a partir de los datos del TCGA e identificaron 5 grupos genética y clinicamente distintos, cada
uno relacionado con un tipo celular de precursor neural (Kim y col., 2011). El alto grado de
correspondencia entre los grupos designados por el perfil de expresion de microRNAs y cada
estadio de diferenciacion de las células madre neurales, apoya la idea de que los glioblastomas
pueden desarrollarse a partir de la transformacion de precursores neurales en multiples
estadios de la diferenciacion. Ademas, el hecho de que estos grupos presenten diferencias
importantes en las alteraciones génicas, en las caracteristicas clinicas (por ejemplo la raza, en
funcion de la cual la incidencia de gliomas es muy diferente), en la supervivencia del paciente
y en la respuesta al tratamiento, revela la importancia de la clasificacion de gliomas, de forma
que se permita un pronostico mas acertado y la posibilidad de desarrollar estrategias

terapéuticas, basadas en el perfil molecular, que puedan mejorar la supervivencia del paciente.

En nuestro estudio hemos vislumbrado la existencia de 3 tipos diferenciados de glioma que se
corresponden con determinadas caracteristicas moleculares de los tumores y con la
supervivencia de los pacientes. La comparacion de nuestros grupos con los establecidos por
otros autores resulta complicada debido, por una parte, a la diversidad de técnicas utilizadas
para la determinacion de la expresion de microRNAs (Ach y col., 2008; Aldridge & Hadfield,
2012; Chen y col., 2009; Git y col., 2010; Jensen y col., 2011; Jorgensen y col., 2010; Wang y
col., 2009) y por otra parte a las diferencias en las series de tumores iniciales, principalmente
en cuanto al grado. En nuestro caso, a diferencia de la serie analizada por Kim y col. que
consta solo de glioblastomas, la clasificacion basada en la expresion de microRNAs incluye
tumores de bajo grado, més dificiles de clasificar y que muestran diferencias importantes con

los tumores de alto grado.
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En cuanto al andlisis conjunto de los datos de expresion de microRNAs, si bien en un
principio habiamos considerado la posibilidad de que su utilizacion pudiera constituir una
herramienta mas manejable que el conjunto de datos de expresion génica para la clasificacion
molecular de los gliomas, el creciente nimero de microRNAs que se han ido describiendo a lo
largo de la realizacion de este trabajo, sus multiples dianas y el alto grado de complejidad de
su propia regulacion, ha hecho que resulte tanto o mas complicado que hacer clasificaciones
basadas en expresion génica. No obstante, su importancia en la regulacion génica y el hecho
de que estén frecuentemente alterados en cancer los convierte en objetivo de estudio y de

imprescindible integracion en el analisis de las alteraciones génicas de los tumores.

La técnica que hemos utilizado para el andlisis de la expresion de microRNAs ha demostrado
ser muy sensible y especifica, ya que ha permitido obtener magnitudes muy elevadas en el
cambio de expresion de microRNAs entre diferentes grupos de muestras, lo que es solo
posible con técnicas de gran sensibilidad; ademas, el hecho de que determinados microRNAs
no hayan mostrado expresion en ninguna de las muestras es prueba de la especificidad de la
técnica, que no da lugar a contaminacion cruzada ni ruido de fondo.

El algoritmo de decision que hemos desarrollado para la adjudicacion de grupo esta basado
principalmente en la expresion de miR-21, miR-9, miR-1 y miR-124 que no sélo muestran
expresion diferencial caracteristica de cada grupo sino que, ademads, tienen significacion
biologica y estan implicados en procesos tumorales, lo que refuerza la importancia de su

capacidad discriminatoria.

Una de las limitaciones de nuestro estudio es el hecho de que la seleccion de pacientes esta
condicionada por la posibilidad de conseguir una muestra adecuada para los analisis
moleculares; asi, indirectamente, se estd haciendo una preseleccion de aquellos que han
podido ser sometidos a una reseccion lo suficientemente amplia, de modo que la totalidad de
la poblacion de pacientes con gliomas podria no estar fielmente representada.

Ademas, dado que nuestro estudio es retrospectivo, sera conveniente plantear un estudio
prospectivo que confirme estos resultados, principalmente la reproducibilidad de la asignacion

de grupo de expresion de microRNAs mediante el algoritmo que hemos desarrollado y el
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efecto sobre la supervivencia de los pacientes de la pertenencia a cada grupo. Este serd uno de

los proximos objetivos de la continuacion de este trabajo.

En conjunto, nuestros datos sugieren que algunos de los marcadores moleculares analizados
podrian ser prondsticos o predictivos de respuesta a tratamiento, especialmente dentro de
grupos establecidos en funcién de determinadas variables clinicas y que la expresion de
microRNAs permite una nueva clasificacion de los gliomas que muestra correlacion con las
variables moleculares analizadas y con la supervivencia de los pacientes; ademas, esta
clasificacion es posible mediante un algoritmo sencillo, basado en la expresion diferencial de
unos pocos microRNAs con sentido bioldgico y demostrada implicacion en procesos

tumorales.
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6. CONCLUSIONES

1. Los glioblastomas presentan patrones de alteraciones moleculares caracteristicos,
diferentes a los de los tumores de menor grado. Las alteraciones presentes en gliomas

muestran correlaciones entre si y con las caracteristicas clinicas de los pacientes.

2. De las caracteristicas clinicas y de las alteraciones moleculares analizadas en
glioblastomas, la extension de la reseccion, el tratamiento postquirurgico, la
amplificacion de EGFR y la pérdida conjunta de CDKN24 y PTEN mostraron
influencia significativa sobre la supervivencia de forma independiente, por lo que

podrian constituir importantes factores prondsticos o predictivos de respuesta a terapia.

3. El estatus de metilacion del promotor de MGMT no tuvo influencia como factor

pronostico en los pacientes con glioblastoma.

4. En los gliomas de grado III la edad, la presencia de mutaciones en /DH1, la metilacion
del promotor de MGMT y las pérdidas de CDKN24 y PTEN mostraron influencia
sobre la supervivencia en el modelo univariante. Sin embargo, so6lo la edad al
diagnostico resulté ser factor prondstico de forma independiente, por lo que la
importancia de algunas de estas alteraciones como factores pronosticos podria recaer

en su correlacion con la edad y con otras variables.
5. La expresion de microRNAs es suficiente para discernir, mediante un analisis no
supervisado, muestras de tejido mamario y de tejido cerebral normal entre si y de sus

correspondientes tumores.

6. La mayoria de los microRNAs con expresion diferencial en tumores respecto al tejido

normal muestran represion.
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7.

10.

1.

Se ha podido encontrar un perfil de expresion de 35 microRNAs que permiten

distinguir tumores gliales de tejido cerebral normal.

Los patrones de expresion de microRNAs no se corresponden con las etiquetas

histopatoldgicas que definen actualmente los gliomas.

Se han detectado tres grupos de gliomas mediante su perfil de expresion de
microRNAs. Cada grupo presenta expresion diferencial de microRNAs caracteristicos,
algunos con demostrada importancia en el desarrollo y mantenimiento tumoral y en la

diferenciacion de tejido cerebral.

La clasificacion de muestras tumorales en estos tres nuevos grupos puede realizarse de
forma sencilla a partir de los datos de expresion de unos pocos microRNAs que
definen cada grupo y de la presencia de mutacion en /DH1 a partir de un algoritmo de

asignacion que hemos desarrollado.
Los nuevos grupos tumorales, determinados por la expresion de microRNAs, muestran

correlacion con algunas de las variables moleculares analizadas y con la supervivencia

de los pacientes.
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ANEXO

Anexo 1. Tablas

Tabla 1. Correlacion entre alteraciones moleculares en tumores de grado Il y IIl.

Amplif. Pérdida Pérdida | Pérdida Metilacion
Grado Il y I D EG'I)=R EGFRvll CDKN2A PTEN TP53 MGMT
si no| si no si no si no| si no| si no si no
Amplificacis si 10 24
mplificacion
EGFR no 18 6
p 0,001
si 3 6 8 1
EGFRuVIII no | 21 21 23 17
p 0,473 0,127
- si 12 19 22 8 8 17
gslr(dh';i no |17 9 10 15 1 22
p 0,064 0,016 0,024
si 3 20 19 4 7 14 18 4
PérdidaPTEN | no | 25 8 11 20 2 24 12 20
p <0,001 0,001 0,058 0,002
si 6 6 10 2 2 9 6 5 6 4
Pérdida TP53 no | 24 23 23 22 7 32 25 21 17 29
p 1 0,055 1 1 0,288
Metilacion si 25 11 15 18 6 24 17 17 11 22 6 29
MGMT no 6 19 18 6 3 17 14 8 12 10 5 18
p 0,001 0,032 0,724 0,412 0,165 0,738
si 6 0 1 4 0 5 1 12 0 6 2 4 6 0
Pérdida 1p/19q | no 12 14 17 9 5 20 14 12 14 11 3 23 18 8
p 0,024 0,134 0,556 0,178 0,021 0,228 0,296
Valor p: test exacto de Fisher. Significacion estadistica p<0,05
Tabla 2. Correlacién entre alteraciones moleculares en GBM.
Amplif. Pérdida Pérdida | Pérdida Metilacion Pérdida
GBM IDH1 | "Eelp’ | EGFRVIN | criNon | pTEN. | TP53 MGMT 1p/19q
si no| si no| si no si no si no| si no| si no si no
Amplificacis si 2 67
mplificacién
EGFR no 3 12
p 0,038
si 2 31|26 5
EGFRuviIIl no 3 42| 3 9
p 0,646 0,767
si 1 53| 46 10| 24 26
Pérdida CDKN2A | no 4 24| 21 5 6 17
p 0,044 1 0,124
si 2 58| 51 8 | 23 30 44 14
Pérdida PTEN no 3 13| 10 7 5 11 9 7
p 0,06 0,033 0,562 0,208
si 0O 17| 15 2 6 8 10 7 12 1
Pérdida TP53 no 5 61| 53 13| 25 36 45 19 | 47 15
P 0,58 0,725 1 0,392 0,276
si 5 37|33 7| 18 21 29 11 27 9 10 30
Metilacion MGMT | no 0 45| 35 8 15 23 27 14 33 6 6 36
p 0,023 1 0,647 0,632 0,39 0,271
si 1 0 0 1 1 0 1 0 0 1 0 1 1 0
Pérdida 1p/19q no 4 19| 18 5 | 13 10 15 6 14 7 4 19| 14 9
p 0,208 0,25 1 1 0,364 1 1
si 1 8 9 2 5 4 5 4 7 1 1 8 3 6 1 0
Pérdida NF1 no 1 291 28 2| 10 19 22 7 20 9 4 25| 13 16 0 10
P 0,413 0,223 0,436 0,401 0,404 1 0,706 0,091

Valor p: test exacto de Fisher. Significacién estadistica p<0,05
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Tabla 3. Expresion diferencial de microRNAs en gliomas frente a tejido cerebral normal,
ordenadas por columnas en orden creciente de p ajustado.

Tumor frente a cerebro normal Tumor frente a cerebro normal

microRNA valor p Magnitud microRNA valor p Magnitud
hsa-miR-330 7.28E-14 -25.9 [ hsa-miR-30b 4.37E-06 -2.3
hsa-miR-331 3.11E-13 -3.7 | hsa-miR-29a 5.15E-06 -3.1
hsa-miR-103 2.23E-12 -3.8 | hsa-miR-7 5.18E-06 -13.1
hsa-miR-342 6.79E-12 -4.6 | hsa-miR-375 6.14E-06 -48
hsa-miR-340 4.14E-11 -7.9 | hsa-miR-656 6.68E-06 -11.3
hsa-let-7g 8.14E-11 -3.2 | hsa-miR-219 7.45E-06 -73.7
hsa-miR-338 1.33E-10 -44 .5 | hsa-miR-32 9.83E-06 -4
hsa-miR-10b 1.71E-10 280.9 | hsa-miR-137 9.99E-06 -22.5
hsa-miR-140 2.65E-10 -3.7 | hsa-miR-128b 1.03E-05 -31.3
hsa-miR-425 3.00E-10 -4.9 | hsa-miR-192 1.35E-05 -2.8
hsa-miR-181b 5.68E-10 -5 [ hsa-miR-107 1.37E-05 -8.3
hsa-miR-196b 1.34E-09 124.4 | hsa-miR-544 1.42E-05 -3.6
hsa-let-7d 1.41E-09 -3.9 | hsa-miR-182 1.73E-05 14
hsa-miR-190 1.46E-09 -8.9 | hsa-let-7a 2.04E-05 -2.4
hsa-miR-328 1.54E-09 -5.2 | hsa-miR-133a 2.28E-05 -9.5
hsa-miR-151 2.08E-09 -4.1 | hsa-miR-95 2.50E-05 -5.9
hsa-miR-29¢c 2.38E-09 -6.4 | hsa-miR-194 2.62E-05 -2.9
hsa-miR-98 5.51E-09 -4.2 | hsa-miR-381 2.68E-05 -14.4
hsa-miR-23b 9.59E-09 -8.2 | hsa-miR-186 2.81E-05 -2.5
hsa-miR-181c 1.46E-08 -4.3 | hsa-miR-504 3.10E-05 -21.4
hsa-miR-139 2.10E-08 -38.4 | hsa-miR-33 3.11E-05 -11.8
hsa-miR-594 3.01E-08 8.1 | hsa-miR-203 3.49E-05 -27.8
hsa-miR-433 3.45E-08 -16.8 | hsa-let-7f 4.05E-05 -2.6
hsa-miR-324-5p 3.87E-08 -4.1 | hsa-miR-657 4.32E-05 2.7
hsa-miR-213 4.16E-08 -4.7 | hsa-miR-629 4.37E-05 8.9
hsa-miR-218 1.27E-07 -19.2 | hsa-miR-153 5.08E-05 -13.7
hsa-miR-197 1.56E-07 -3.1 | hsa-let-7b 5.64E-05 -2.4
hsa-miR-27b 1.90E-07 -6.7 | hsa-miR-410 7.23E-05 -10.3
hsa-miR-181d 1.95E-07 -3 [ hsa-miR-129 7.69E-05 -38.3
hsa-miR-196a 2.66E-07 206.6 | hsa-miR-569 0.000101488 -5.3
hsa-miR-365 2.82E-07 -3.7 | hsa-miR-183 0.000109233 17.5
hsa-miR-125a 3.04E-07 -2.4 | hsa-miR-133b 0.000129652 -9.2
hsa-miR-324-3p 6.77E-07 -2.5 | hsa-miR-1 0.000130209 -12
hsa-miR-10a 7.95E-07 226.9 | hsa-miR-126 0.000155415 -2.6
hsa-miR-26b 8.28E-07 -2.7 | hsa-miR-374 0.000170306 -2.3
hsa-miR-148b 8.48E-07 -2.9 | hsa-miR-383 0.000174582 -39.3
hsa-miR-372 8.82E-07 -4.9 | hsa-miR-329 0.000269098 -10.6
hsa-miR-191 1.14E-06 -2.3 | hsa-miR-323 0.000274455 -10.1
hsa-miR-425-5p 1.14E-06 -3 [ hsa-miR-127 0.000303649 -4.2
hsa-miR-517c 1.46E-06 -11.2 | hsa-miR-548a 0.000446133 -5.9
hsa-miR-149 1.71E-06 -5.1 | hsa-miR-485-3p 0.000481929 -7.4
hsa-miR-132 1.74E-06 -6.8 | hsa-miR-30e-3p 0.000513203 -2
hsa-miR-487b 1.81E-06 -14.7 | hsa-miR-606 0.00051565 -2.4
hsa-miR-184 1.97E-06 -31.7 | hsa-miR-379 0.000552483 -5.7
hsa-miR-30e-5p 2.31E-06 -4 | hsa-miR-189 0.0005617 -11.6
hsa-miR-490 2.37E-06 -36.6 | hsa-miR-126 0.000592355 -2.3
hsa-miR-518¢c 2.48E-06 -3.1 | hsa-miR-200a 0.000816695 -4.9
hsa-miR-30c 2.72E-06 -2.4 | hsa-miR-552 0.000851892 -4
hsa-miR-491 2.81E-06 -6.9 | hsa-miR-496 0.000903273 -8.6
hsa-miR-642 3.26E-06 -38.6 | hsa-miR-34c 0.000945713 -15.3
hsa-miR-124a 3.58E-06 -67.7 | hsa-miR-24 0.00103512 -1.9
hsa-miR-361 3.95E-06 -2.3 | hsa-miR-376a 0.00106012 -7.3
hsa-miR-143 4.11E-06 -5.6 | hsa-miR-202 0.00108911 -9.5
hsa-miR-101 4.18E-06 -3.4 | hsa-miR-515-3p 0.00123712 -1.9
hsa-miR-326 4.25E-06 -14.7 | hsa-miR-31 0.00125904 -5.6
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Tumor frente a cerebro normal Tumor frente a cerebro normal

microRNA valor p Magnitud microRNA valor p Magnitud
hsa-miR-578 0.0013248 -1.9 | hsa-miR-411 0.00570081 -5
hsa-miR-202 0.00132888 -1.9 | hsa-miR-512-3p 0.00584856 -5.6
hsa-miR-515-5p 0.00138431 -1.9| RNU6B 0.00626889 -1.9
hsa-miR-220 0.00156208 -1.8 | hsa-miR-521 0.0069275 -1.8
hsa-miR-518f 0.00162765 -3 | hsa-miR-658 0.006962 -1.8
hsa-miR-609 0.00169917 -2.1 | hsa-miR-221 0.0073709 -3.5
hsa-miR-520g 0.001749 -3.3 | hsa-miR-520d 0.00777291 2.7
hsa-miR-125b 0.00179687 -1.9 | hsa-miR-572 0.00786356 -2.5
hsa-miR-518e 0.00185568 -3.7 | hsa-miR-302¢c 0.00945678 -5.5
hsa-miR-485-5p 0.00199027 -16.6 | hsa-miR-601 0.00985901 -3.9
hsa-miR-518a 0.00207018 -2.5 | hsa-miR-371 0.010268 -1.8
hsa-miR-520b 0.00209224 -1.8 | hsa-miR-520c 0.0106277 -2.1
hsa-miR-382 0.00212455 -4.3 | hsa-miR-548¢c 0.0118691 -1.8
hsa-miR-26a 0.00224219 -2.9 | hsa-miR-99a 0.012242 -1.8
hsa-miR-325 0.00237602 -1.8 | hsa-miR-185 0.0129271 -4.9
hsa-miR-30a-5p 0.00253402 -1.8 | hsa-miR-562 0.0130358 -3.3
hsa-miR-100 0.00254528 -1.9 | hsa-miR-369-3p 0.0142442 -5.6
hsa-miR-30d 0.00261595 -1.8 | hsa-miR-208 0.015311 -1.8
hsa-miR-302a 0.00281929 -1.8 | hsa-miR-613 0.01573 -2
hsa-miR-518¢c 0.00283426 -1.8 | hsa-miR-22 0.0160105 -2.2
hsa-miR-575 0.00290604 -6.3 | hsa-miR-302b 0.0164444 -3.3
hsa-miR-506 0.0031953 -1.8 | hsa-miR-555 0.0171061 -3.1
hsa-miR-565 0.00348654 2.3 | hsa-miR-373 0.0172129 -2.4
hsa-miR-661 0.0034951 -1.9 | hsa-miR-99b 0.01742 -3.2
hsa-let-7e 0.0039383 -3.2 | hsa-miR-21 0.0176049 3.5
hsa-miR-545 0.00413085 -5.1 | hsa-miR-645 0.0181671 -2.1
hsa-miR-520h 0.00421974 -2.7 | hsa-miR-542-5p 0.0183176 5.5
hsa-miR-523 0.00448281 -1.8 | hsa-miR-302¢c 0.0197858 -1.7
hsa-miR-522 0.00452741 -1.8 | hsa-miR-600 0.019935 -3.3
hsa-miR-345 0.00477214 -1.8 | hsa-miR-615 0.0225854 17.1
hsa-miR-299-5p 0.00479071 -4.1 | hsa-miR-514 0.0234616 -1.8
hsa-miR-206 0.00497278 -5.6 | hsa-miR-429 0.0249592 -4.7
hsa-miR-432 0.00512066 -5.8 | hsa-miR-204 0.0254654 -3.4
hsa-miR-369-5p 0.00517872 -8.7 | hsa-miR-34b 0.0255716 -5.5
hsa-miR-205 0.00544762 -3.4 | hsa-miR-484 0.0255753 -2.1

Tabla 4. Relacién de microRNAs seleccionados por el programa Prophet (mediante un esquema
supervisado de validacion cruzada) como suficientes para separar las muestras tumorales de las
normales.

microRNA microRNA microRNA
hsa-miR-330 hsa-miR-181c hsa-miR-196b
hsa-let-7g hsa-miR-23b hsa-miR-218
hsa-miR-103 hsa-miR-10b hsa-miR-490
hsa-miR-338 hsa-miR-324-5p | hsa-miR-101
hsa-miR-331 hsa-miR-151 hsa-miR-594
hsa-miR-140 hsa-miR-433 hsa-miR-191
hsa-miR-29c hsa-miR-328 hsa-miR-517¢
hsa-miR-342 hsa-miR-98 hsa-miR-27b
hsa-let-7d hsa-miR-425 hsa-miR-365
hsa-miR-190 hsa-miR-148b hsa-miR-30e-5p
hsa-miR-181b hsa-miR-139 hsa-miR-132
hsa-miR-340 hsa-miR-181d
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ANEXOS

Tabla 5. Expresion diferencial de microRNAs entre los nuevos grupos tumorales.
Comparaciéon entre grupos uno a uno. Se muestran los 30 primeros microRNAs
diferencialmente expresados, con menor valor de p ajustado, ordenados en valores

crecientes de p.

2vs. 1 2vs.1
microRNA p Magnitud microRNA p Magnitud
hsa-miR-9 3,51E-12 -13,8 | hsa-miR-506 1,47E-06 2,8
hsa-miR-9 1,81E-09 -11,1 | hsa-miR-520b 1,56E-06 2,7
hsa-miR-146b 6,95E-09 9,9 | hsa-miR-371 2,09E-06 2,9
hsa-miR-544 7,74E-09 3,7 | hsa-miR-214 2,44E-06 8,2
hsa-miR-518c 4, 48E-08 3,1 | hsa-miR-518¢c 2,48E-06 2,7
hsa-miR-515-3p 5,36E-08 2,8 | hsa-miR-22 3,01E-06 4,7
hsa-miR-578 6,46E-08 2,8 | hsa-miR-31 3,99E-06 13,1
hsa-miR-155 8,02E-08 13,8 | hsa-miR-563 4,92E-06 54
hsa-miR-21 8,04E-08 12,5 | hsa-miR-199a 6,14E-06 6,6
hsa-miR-650 8,88E-08 23,6 | hsa-miR-378 7,37E-06 4.6
hsa-miR-142-3p 1,26E-07 7,8 | hsa-miR-488 1,34E-05 -16,4
hsa-miR-562 2,51E-07 12,4 | hsa-miR-613 1,47E-05 3,0
hsa-miR-220 3,35E-07 2,7 | hsa-miR-129 1,51E-05 -32,8
hsa-miR-142-5p 1,02E-06 6,3 | hsa-miR-193a 1,63E-05 5,7

3 vs.1 3 vs.1
microRNA p Magnitud microRNA p Magnitud
hsa-miR-21 3,86E-12 9,9 | hsa-miR-411 6,87E-07 6,5
hsa-miR-210 3,72E-10 7,8 | hsa-miR-299-5p 9,44E-07 4.4
hsa-miR-199a 9,69E-10 5,8 | hsa-miR-369-3p 1,23E-06 8,6
hsa-miR-146b 2,09E-09 4.5 | hsa-miR-28 2,40E-06 1,9
hsa-miR-142-3p 2,79E-09 4.6 | hsa-miR-24 2,57E-06 1,9
hsa-miR-376a 1,17E-08 6,2 | hsa-miR-127 2,95E-06 3,4
hsa-miR-199b 1,79E-08 19,1 | hsa-miR-22 3,03E-06 2,6
hsa-miR-193a 4,20E-08 4.4 | hsa-miR-382 4,43E-06 4.3
hsa-miR-155 5,12E-08 5,4 | hsa-miR-134 4,47TE-06 6,2
hsa-miR-339 1,07E-07 2,8 | hsa-miR-16 5,13E-06 1,8
hsa-miR-214 1,27E-07 4.6 | hsa-miR-130a 5,16E-06 1,9
hsa-miR-1 1,68E-07 10,2 | hsa-miR-27a 5,31E-06 2,4
hsa-miR-425-5p 1,71E-07 2,1 | hsa-miR-379 6,05E-06 4.8
hsa-miR-135b 4,01E-07 5,6 | hsa-miR-515-5p 6,23E-06 1,7
hsa-miR-142-5p 4,54E-07 3,4 | hsa-miR-606 6,27E-06 2,0

3vs.2 3vs.2
microRNA p Magnitud microRNA p Magnitud
hsa-miR-9 8,52E-10 8,7 | hsa-miR-485-5p 7,12E-05 47,4
hsa-miR-9 2,29E-08 8,7 | hsa-miR-95 7,74E-05 6,0
hsa-miR-125b 2,16E-07 3,0 | hsa-miR-485-3p 8,17E-05 12,0
hsa-miR-124a 2,76E-07 76,9 | hsa-miR-195 8,47E-05 2,9
hsa-miR-410 2,85E-07 25,6 | hsa-miR-299-5p 0,00010592 5,8
hsa-miR-130a 9,67E-07 3,0 | hsa-miR-183 0,00011941 19,2
hsa-miR-656 3,20E-06 14,3 | hsa-miR-411 0,00014701 8,4
hsa-let-7a 5,28E-06 2.4 | hsa-miR-182 0,00014763 13,8
hsa-miR-129 1,36E-05 32,5 | hsa-let-7c 0,00019203 2,8
hsa-miR-323 3,01E-05 19,5 | hsa-let-7b 0,00023559 2,1
hsa-miR-544 3,79E-05 -2,3 | hsa-miR-181c¢c 0,00024045 2,5
hsa-miR-181d 4,28E-05 2,3 | hsa-miR-376a 0,00028252 10,5
hsa-miR-132 5,15E-05 4.8 | hsa-miR-16 0,00032343 2,0
hsa-miR-562 5,86E-05 -6,3 | hsa-miR-30b 0,00043473 1,9
hsa-miR-488 6,40E-05 12,3 | hsa-miR-382 0,00052349 5,2

Significacion estadistica p<0,05
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Tabla 6. Distribucion de los casos, clasificados por grado y grupo de expresion de microRNAs, en

funcion de sus alteraciones moleculares.

Tablas de

contingencia GBMs

Grupo de expresion
de microRNAs

Tablas de
contingencia

Grupo de expresion

de microRNAs

(n=67) - 5 5 gll y glll (n=47) —
Mutacion si 2 0 3 Mutacion si 22 0 2
IDH1 no 23 10 29 IDH1 no 7 2 14
p 1 p <0,0001
i 24 6 22 i 15 2 12
Amplificacién :c', 1 . 1o |Amplificacién :(') oo 4
EGFR EGFR
p 0,0085 p 0,228
si 14 7 9 si 7 0 2
EGFRvIl no 11 3 21 EGFRvIl no 22 2 13
p 0,0463 o] 0,804
i 14 6 25 i 13 2 9
Pérdida :(') o . ) Pérdida :(') e o .
CDKN2A CDKN2A
P 0,338 o] 0,344
i 17 4 27 i 8 1 11
Pérdida :(') . ) y Pérdida :(') o 1 3
PTEN PTEN
D 0,0343 0 0,006
i 4 2 6 i 7 0 2
Pérdida :(') o 5 o Pérdida :(') vo o 19
TP53 TP53
P 1 o] 0,805
Metilacién > E 2 1; Metilacién > 262 2 ;
MGMT MGMT
p 1 p 0,011
i 1 0 2 i 5 0 0
Pérdida sl Pérdida s!
1p/19q no 8 6 6 1p/19q no 15 2 7
P 0,594 o] 0,378
Pérdida o > 9 6
NF1 no 10 5 7
P 0,135

Valor p: test exacto de Fisher para contingencia de la relacién variable-grupo. Significacion estadistica

p<0,05
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Anexo 2. Figuras
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Figura 1. Curvas de supervivencia correspondientes a los pacientes con tumores de
grado llI, estratificacion en funcion de la co-delecion 1p/19q.
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Figura 2. Analisis de componentes principales de gliomas e identificacion posterior
con los tipos histolégicos correspondientes a cada tumor.
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1 vs. Normal
microRNAs supresores de
tumores

hsa-mir-101 hsa-mir-125b
hsa-mir-1 hsa-mir-127
hsa-mir-126 hsa-mir-143
hsa-mir-200a hsa-mir-145
hsa-mir-200b hsa-mir-16
hsa-mir-200c hsa-mir-181b
hsa-let-7a hsa-mir-181¢c
hsa-let-7b hsa-mir-195
hsa-let-7¢ hsa-mir-26a
hsa-let-7d hsa-mir-26b
hsa-let-7e hsa-mir-29a
hsa-let-7f hsa-mir-29c
hsa-let-7g hsa-mir-34b
hsa-mir-124 hsa-mir-34c
hsa-mir-125a hsa-mir-98

1 vs Normal

2 vs Normal

2 vs. Normal
microRNAs supresores de
tumores
hsa-mir-101 hsa-mir-125b
hsa-mir-1 hsa-mir-127
hsa-mir-126 hsa-mir-143
hsa-mir-200a hsa-mir-145
hsa-mir-200c hsa-mir-16
hsa-let-7a hsa-mir-181b
hsa-let-7b hsa-mir-181c
hsa-let-7c hsa-mir-26a
hsa-let-7d hsa-mir-26b
hsa-let-7e hsa-mir-29a
hsa-let-7f hsa-mir-29¢c
hsa-let-7g hsa-mir-34c
hsa-mir-124 hsa-mir-98
hsa-mir-125a

2 vs Normal

-— & &N

Figura 3. MicroRNAs supresores de tumores diferencialmente expresados entre controles y tumores de cada
uno de los grupos. En la figura se representa el porcentaje de microRNAs supresores de tumores respecto al
total de microRNAs asi etiquetados por el programa TAM; el color verde representa los microRNAs
reprimidos y el rojo los sobre-expresados. En la tabla se muestran los microRNAs con expresion diferencial.

2 vs. Normal

microRNAs
especificos
de cerebro

hsa-mir-383

hsa-mir-330

hsa-mir-219

hsa-mir-433

hsa-mir-124a

hsa-mir-9

hsa-mir-128b

hsa-mir-129

hsa-mir-323

hsa-mir-137

hsa-mir-153

3 vs Normal

3 vs. Normal
microRNAs supresores de
tumores
hsa-mir-101 hsa-mir-125a
hsa-mir-1 hsa-mir-127
hsa-mir-126 hsa-mir-143
hsa-mir-141 hsa-mir-181b
hsa-mir-451 hsa-mir-181c
hsa-let-7a hsa-mir-26a
hsa-let-7b hsa-mir-26b
hsa-let-7d hsa-mir-29a
hsa-let-7f hsa-mir-29c
hsa-let-7g hsa-mir-34c
hsa-mir-124 hsa-mir-98

3 vs Normal

3 vs. Normal

microRNAs
especificos de
cerebro

hsa-mir-383

hsa-mir-330

hsa-mir-219

hsa-mir-433

hsa-mir-124a

hsa-mir-128b

hsa-mir-129

hsa-mir-323

hsa-mir-137

hsa-mir-153

Figura 4. MicroRNAs especificos de cerebro diferencialmente expresados entre controles y tumores de cada
uno de los grupos. En la figura se representa el porcentaje de microRNAs especificos de cerebro respecto al
total de microRNAs asi etiquetados por el programa TAM, todos ellos reprimidos (verde). En la tabla se

muestran los microRNAs con expresion diferencial.
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