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Resumen

Introduccion: Mlltiples marcadores moleculares se han relacionado recientemente con los tumores cerebrales. Este trabajo
estudia la presencia de la mutacion del gen de la enzima isocitrato dehidrogenasa 1 (IDH1) y del polimorfismo +936 C/T del factor
de crecimiento vascular endotelial (VEGF) en los tumores cerebrales. Ademas, valora el impacto que estas alteraciones genéticas
tienen en la supervivencia.

Material y método: |.a muestra estuvo constituida por 93 pacientes intervenidos en el Hospital Clinico San Carlos de Madrid,
entre marzo de 2004 y noviembre de 2012. Como controles para el VEGF se tomaron 325 pacientes ambulatorios de Nefrologia.
Resultados: | a mutacion del IDH1 se encontré en 12 pacientes (13,04%), 5 (45,45%) en gliomas benignos y 7 (14,38%) en glio-
mas malignos. La curva de supervivencia para IDH1 mostré una tendencia hacia un mejor pronéstico de los tumores que exhiben
la mutacion, con una p de 0,0731 y una Hazard Ratio de 0,35. El polimorfismo del VEGF se encontrd en 20 pacientes (21,51%),
siendo mas frecuente en oligodendrogliomas, meningiomas y ependimomas, sin relacion con la supervivencia. Respecto a los
controles para VEGF, este polimorfismo se registro en un 23,38%. El estudio de casos y controles no demostrd asociacion con la
supervivencia ni con el riesgo de desarrollar un tumor cerebral,

Conclusiones: La mutacion en IDH1 es mas frecuente en gliomas benignos, con una tendencia a mayor supervivencia de los
pacientes que la portan. El polimorfismo +936 C/T del VEGF es més frecuente en tumores benignos aungue sin relacion estadis-
tica con la supervivencia.
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Abstract

Introduction: Multiple molecular markers have recently been related to brain tumors. This study evaluates the presence of gene
mutation in isocitrate dehydrogenase enzyme (IDH1) and the vascular endothelial growth factor (VEGF) +936 C/T polymorphism in
brain tumors. The impact of these genetic alterations on overall survival was evaluated.

Material and Method: A sample of 93 patients operated at Hospital Clinico San Carlos, Madrid, between March 2004 and Novem-
ber 2012, were included. A total of 325 Nephrology outpatients were taken as controls for the VEGF study.

Results: IDH1 mutation was found in 12 patients (13.04%), 5 (45.45%) in benign gliomas and 7 (14.38%) in malignant gliomas. The
survival curve for IDHT showed a tendency towards a better prognosis of the tumors exhibited by the mutation, with a p 0.0731 and
a Hazard Ratio 0.35. The VEFG +936 C/T polymorphism was found in 20 patients (21.51%), the most common being in oligoden-
drogliomas, meningiomas and ependymomas, and unrelated to survival. Regarding the controls for VEGF, this polymorphism was
recorded in 23.38% of the patients. The case-control study did not show any association with survival or the risk of developing a
prain tumor.

Conclusions: IDH1 mutation is more frequent in benign gliomas, with a greater survival trend in patients who carry it. The VEGF +936
C/T polymorphism is more common in benign tumors, although there is no statistic relation to survival.

Keywords: Brain tumors - Glioblastoma - Glioma - Isocitrate dehydrogenase - VEGF
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Introduccion

Los gliomas cerebrales representan el 50% de los tumo-
res del Sistema Nervioso Central. La World Health Orga-
nization clasifica los gliomas en tres tipos: astrocitomas,
oligodendrogliomas y ependimomas. A los astrocitomas
se les asigna cuatro grados (del I al IV, siendo el | benigno
y el resto ordenados de menor a mayor malignidad) en
base a celularidad, actividad mitética, atipia nuclear, vas-
cularizacion y necrosis; los oligodendrogliomas y epen-
dimomas se clasifican en dos grados: bajo grado o Il y
anaplasicos o llI".

Dos caracteristicas propias de los gliomas son la pro-
gresion a variantes de mayor malignidad con el paso
del tiempo v la invasion progresiva de estructuras cen-
tromediales encefélicas. Los glioblastomas multiformes
(GBMs) o astrocitomas grado IV son los mas agresivos y
frecuentes de todos los gliomas, representando el 50%.
Se clasifican en primarios, cuando no existe tumor de
bajo grado previo, y secundarios, cuando evolucionan
desde un astrocitoma de grado histologico menor. La
supervivencia media de los GBMs es de 15 a 18 meses,
aungue existe un 2-5% de supervivientes de larga dura-
cion, que viven mas de 3 afos®.

Hoy en dia se sabe que la neovasculogénesis vy las al-
teraciones metabdlicas de las células cancerosas con-
ducen al crecimiento y autorrenovacion de los gliomas y
por tanto, a la progresion tumoral por falta de control de
las mismas. Esto ha potenciado el estudio genético en
los Ultimos afos vy la aparicion de nuevos marcadores
moleculares que puedan aportar informacion diagnostica
y pronostica. Entre ellos se encuentra la mutacion en el
codon 132 (R132H) del gen de la enzima isocitrato dehi-
drogenasa 1 (IDH1) y el polimorfismo +936 C/T del factor
de crecimiento vascular endotelial (VEGF).

Hasta el momento, los estudios demuestran la presencia
de la mutacion del IDH1 en un 70-80% de GBMs secun-
darios y un 10% de los GBMs primarios, asociandose
en ambos casos a pacientes jovenes y a una mayor su-
pervivencia global?®, Este aumento en la supervivencia
también se ha demostrado para astrocitomas de grado
ll, con tasas de mutacion del 64% vy astrocitomas grado
I, con tasas del 71-78%°, Los astrocitomas pilociticos o
grado I exhiben la mutacion en un 0-2% de los casos, sin
resultados concluyentes respecto a supervivencia”®°
Los oligodendrogliomas con mutaciones del IDHT ma-
nifiestan una mayor supervivencia post-recurrencia, aun-
que menor supervivencia sin recurrencia’®, En el caso
de los ependimomas, ningun estudio ha encontrado mu-
taciones para IDH1.

En relacion a VEGF, se han hecho pocos estudios en
tumores cerebrales, aunque a dia de hoy se cree que €l
polimorfismo +936 C/T se encuentra asociado a gliomas
de bajo grado y supone un factor de riesgo de progre-

sion'!. Sin embargo, algunos estudios desechan la exis-
tencia de un impacto prondstico para los GBMs'?,

El objetivo de este estudio es valorar si existe asociacion
entre la mutacion IDH1 y el polimorfismo VEGF +936 C/T
con los tipos histoldgicos v la supervivencia de los glio-
mas. En el caso de VEGF +936 C/T ademas se evaluara
el riesgo de desarrollar un tumor cerebral mediante un
estudio de casos y controles.

Material y Método
Sujetos de estudio

Se partid de una muestra de 93 pacientes con tumores
cerebrales intervenidos quirdrgicamente en el servicio de
Neurocirugia del Hospital Clinico San Carlos de Madrid,
entre marzo de 2004 y noviembre de 2012. Si bien se
operaron mas pacientes en dicho periodo de estudio,
solo se incluyeron aguéllos en los que fue posible reali-
zar el estudio genético del tejido tumoral y de la sangre
periférica. Aungue algunos pacientes recidivaron y se re-
intervinieron de sus tumores cerebrales, soélo se analizd
la muestra tumoral procedente de la cirugia inicial.

LLa muestra control para el riesgo de tumor cerebral aso-
ciado a VEGF estuvo compuesta por 325 sujetos pro-
venientes de las consultas externas de Nefrologia, entre
noviembre de 2009 y agosto de 2011 y en los que, por
tanto, se habia descartado la existencia de un tumor ce-
rebral. A estos pacientes se les extrajo muestra de san-
gre periférica con el fin de tipificar la alteracion genética.

En todos los pacientes y controles se solicitd el consen-
timiento informado, segln modelo aprobado por el Co-
mité de Etica del Hospital y de acuerdo a las especifica-
ciones que se establecen en la Declaracion de Helsinki
de 1975. Asimismo, el acceso a las historias clinicas y
datos de los pacientes se realizo siguiendo los protoco-
los establecidos por el Hospital Clinico San Carlos para
dicho propdsito.

Variables

Las variables de estudio fueron: edad, sexo, fechas de
nacimiento, de diagndstico y de ingreso, datos de to-
mografia computerizada (TC) y resonancia magnética
(RM), fecha de la cirugia, complicaciones de la cirugia,
grado de reseccion, histologia del tumor, tratamiento ra-
dio-guimioterapico, seguimiento clinico-radioldgico has-
ta el fallecimiento o pérdida de contacto, frecuencia de
mutaciones en el codon 132 (R132H) del gen IDHT (en
tejido tumoral) y de los alelos Cy T en el gen VEGF (en
sangre periférica). Se recogid ademas el estado general
del paciente pre y post-tratamiento, en base a la escala
Karnofsky Performance Status (KPS).
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Con fines de andlisis de resultados, se asumid que los
astrocitomas grado I, oligodendrogliomas no anaplasicos
y ependimomas no anaplasicos eran benignos, mien-
tras que astrocitomas grados Il a IV, oligodendrogliomas
anaplasicos y ependimomas anaplasicos eran tumores
malignos.

El tiempo de supervivencia fue calculado desde la fecha
de cirugia hasta la fecha de fallecimiento, obtenida me-
diante consulta administrativa o consulta directa con los
familiares del paciente. En caso de que el paciente no
hubiera fallecido, se tomdé como referencia la fecha de la
Ultima revision en consultas externas.

Andlisis de mutaciones

Tanto el DNA de tejido tumoral como el de sangre peri-
férica fueron extraidos empleando el kit DNeasy Blood &
Tissue Kit (QIAGEN® Hilden, Germany).

La presencia de mutacion del gen IDHT en tejido tumo-
ral se analizé mediante PCR-RFLP usando la enzima de
restriccion Hsp92Il (Promega® Madison, Wisconsin). La
digestion se hizo en un volumen total de 20 ul durante 4
horas; los productos digeridos se sometieron a electro-
foresis en gel de poliacrilamida al 8%. La amplificacion
del exén 4 del gen IDH1T se baso en la secuencia de
primers IDH1-forward 5'-GGA TGC TGC AGA AGC TAT
AA-3' e IDH1-reverse 5'-CAT GCA AAA TCA CAT TAT
TGC C-3'5,

La deteccion del polimorfismo VEGF +936 C/T en sangre
periférica se realizd mediante PCR a tiempo real con son-
das TagMan® MGB probe (Carlsbad, CA). La secuen-
cia de los primers usados fueron VEGF-forward 5'-ACT
CCG GCG GAA GCA TTC-3' y VEGF-reverse 5-AGC
AAG AAA AAT AAA ATG GCG AAT CCA-3'. También se
emplearon dos probes: WT C Probe 5'-FAM-CAA GAG
GGA CCG TGC TG-MGB-NFQ-3' y Var T Probe 5'-TET-
AAG AGG GAC CAT GCT G-MGB-NFQ-3"“.

Con fines de andlisis de resultados, tanto para IDH1 como
para VEGF, se enfrentd el genotipo wild-type (wt) o no mu-
tado al genotipo mutado. Este Ultimo comprendia tanto la
variante heterocigota como la homocigota recesiva.

Método estadistico

La recogida de datos vy el andlisis estadistico se reali-
zaron mediante el programa MSAccess 2007 (Microsoft
Windows® Redmond, WA).

Las variables cuantitativas se resumieron con su media
y rango o con su mediana y rango intercuartilico en caso
de presentar asimetria o dispersion elevada. Las varia-
bles cualitativas se describieron a través de su frecuen-

cla absoluta y su frecuencia relativa. La asociacion entre
variables cualitativas se estudioé a través del test de X2
0 con la prueba exacta de Fisher en el caso de que las
frecuencias esperadas fueran inferiores a 5. Se conside-
rd que existia significacion estadistica con valores de p
menores de 0,05.

Se utilizaron curvas de Kaplan-Meier para describir la su-
pervivencia a lo largo del tiempo comparando los grupos
en funcion de la presencia de la mutacion con el estadis-
tico de Breslow. También se calculd la Hazard Ratio (HR).

Resultados
Descriptivo de la muestra

La edad media de los pacientes fue de 54,8 afnos, abar-
cando desde los 2 a los 85 anos. La mayor parte eran
mujeres, un 62,4% (58 casos) y tan solo un 37,6% (35
casos) eran varones. Los tumores que se registraron
fueron: 3 astrocitomas grado | (3,23%), 5 astrocitomas
grado Il (5,38%), 7 astrocitomas grado lll (7,63%), 35 as-
trocitomas grado IV o GBMs (37,63%), 5 oligodendroglio-
mas (5,38%), 1 oligodendroglioma anaplasico (1,08%), 3
ependimomas (3,23%), 1 meduloblastoma (1,08%), 18
meningiomas (19,35%), 6 metastasis (6,45%), 2 adeno-
mas hipofisarios (2,15%) y 7 pacientes con “otros tumo-
res” (7,53%). Dentro del grupo de los 35 GBMs, 33 eran
GBMs primarios y 2 GBMs secundarios.

Si agrupamos los tipos tumorales en base a los criterios
de malignidad expuestos previamente en la seccion de
Meaterial y Métodos, habia 48 gliomas malignos, 8 tumo-
res malignos no gliales (sarcoma meningeo, metastasis y
hemangiopericitoma), 11 gliomas benignos y 26 tumores
Penignos no gliales.

La mediana del tiempo de diagndstico desde el comien-
70 de los sintomas fue de 15 dias, variando desde el
hallazgo casual hasta los 60 dias. La mayoria de los pa-
cientes mantenian un KPS mayor de 70 en el momento
del diagnostico (75 casos; 80,6%).

Con respecto a las caracteristicas de los tumores ob-
servados, 80 eran supratentoriales (86,02%), 11 infra-
tentoriales (11,83%) vy 2 supra e infratentoriales (2,15%);
42 eran derechos (45,16%), 39 izquierdos (41,94%),
10 mediales (10,75%) vy 2 bilaterales (2,15%). Respec-
to a su distribucion espacial principal, habia: 39 fron-
tales (41,94%), 24 temporales (25,81%), 17 parietales
(18,28%), 8 cerebelosos (8,6%), 2 en el angulo pontoce-
rebeloso (2,15%), 2 en el quiasma optico (2,15%) y 1 de
localizacion intraventricular exclusiva (1,07%).

El tipo de reseccion mas frecuente, a criterio del propio
cirujano, fue la reseccion completa, en un 60,2% de los
casos (56 pacientes), seguido de la reseccion subtotal
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(31,2%; 29 sujetos) y de la biopsia (3,2%; 3 pacientes).
En 5 pacientes no se pudo determinar el tipo de cirugia.
Hubo complicaciones en 20 pacientes (21,5%), de los
cuales 18 presentaron deterioro neuroldgico debido a
hematoma y/o edema cerebral, mientras que los otros 2
pacientes desarrollaron un hematoma postquirdrgico sin
deterioro neuroldgico. Ninguno de estos pacientes fue
reintervenido como consecuencia de estas complicacio-
nes y solo dos de ellos fallecieron en los primeros diez
dias tras la cirugia.

Tan s6lo a 55 pacientes (59,14%) se les hizo una RM
craneal dentro de los dos primeros dias post-operatorios
con el fin de valorar el grado de reseccion practicado,
comprobandose que la reseccion fue completa en 23
pacientes (41,82%), subtotal en 31 casos (56,36%) v
que solo se tomo biopsia en 1 paciente (1,82%).

A 42 pacientes se les dio radioterapia (RT), de los cuales,
26 siguieron un protocolo de RT estereotaxica (61,9%)
y 16 se sometieron a RT holocraneal (38,1%). De los
42 pacientes que recibieron RT, solo 32 siguieron trata-
miento con quimioterapia (QT), mientras que 2 pacien-
tes fueron tratados directamente con QT sin RT previa.
De este modo, un total de 34 pacientes recibieron QT,
la mayorfa (28 sujetos; 82,35%) con temozolomida. Un
75,3% de los casos (70 pacientes) mantuvieron un KPS
post-tratamiento inmediato (post-quirirgico o post-RT/
QT) mayor de 70.

Con respecto a la recidiva tumoral, sélo 15 pacientes
(16,13%) la presentaron, de los cuales, 9 progresaron
en su enfermedad después de la reaparicion del tumor
(60%). Aquellos que, sin tener recidiva, progresaron en
tamarno desde una cirugia con reseccion subtotal, suma-
ron un total de 26 (27,96%). En conjunto, 14 pacientes
fueron reintervenidos, 7 por recidiva sin modificarse la
anatomia patologica de los mismos y los otros 7 con
progresion desde una reseccion subtotal, mostrando un
mayor grado histolégico de malignidad en dos astrocito-
mas, un astrocitoma de grado lll que se convirtio en GBM
y un astrocitoma grado Il que paso a ser de grado Il.

Fallecieron 39 pacientes. De ellos, 36 casos (92,31%)
fueron por causa neurolégica, distribuyéndose su ana-
tomia patologica como sigue: 24 GBMs, 6 astrocitomas
grado lll, 1 astrocitoma grado I, 1T meningioma, 2 me-
tastasis, 1 adenoma hipofisario y 1 del grupo de “otros
tumores”. Los 3 pacientes restantes (7,69%) fallecieron
por causas sistémicas: 2 GBMs y 1 metastasis.

El tiempo libre de enfermedad o Progression-free survival
(PFS) se calculd desde el momento de la cirugia hasta la
fecha de recidiva, de progresion, de muerte o de Ultima
revision en consultas externas, en su defecto. Se obtuvo
una mediana de 297 dias, con un rango intercuartilico de
98 a 964 dias.

Algunas de estas caracteristicas descriptivas se resu-
men en la Tabla I.

Las caracteristicas de los 325 controles fueron las si-
guientes: una media de edad de 55,5 anos, con un ran-
go que iba desde los 21 a los 82 anos y una distribu-
clon por sexo de 213 hombres (65,54%) y 112 mujeres
(34,46%).

Analisis de supervivencia para IDH1 mutado

La mutacion del IDH1 se encontrd en 12 pacientes
(13,04%), no pudiendose determinar en un caso de me-
ningioma por muestra insuficiente de tejido. En todos los
casos la mutacion fue heterocigota. La distribucion de
mutacion por tipo tumoral fue: 1 astrocitoma grado |, 3

Tabla I: Principales caracteristicas clinicas de los pacientes. N=93.

Edad (anos)* 54,8 (2-85)
Sexo n (%)
Mujer 58 (62,4)
Varon 35 (37,0)
Tiempo evolucion diagnéstico (dias)™ 15 (0-60)
KPS preoperatorio n (%)
<70 18(19,4)
>70 75 (80,6)
Tipo de resecciéon tumoral n (%)
Completa 56 (60,2)
Subtotal 29 (31,2)
Biopsia 3(3,2)
Desconocido 5(5,4)
Complicaciones quirargicas n (%)
Si 20 (21,5)
No 73(78,5)
KPS post-tratamiento ' n (%)
<70 23 (24,7)
>70 70(75,3)
PFS ? (dias)*™* 297 (98-964)

* media (rango)

** mediana (rango intercuartilico)
" Postquirdrgico o post-RT/QT.
2 Progression-free survival.

astrocitomas grado Ill, 2 GBMSs, 5 oligodendrogliomas y
1 oligodendroglioma anaplasico. No se encontré muta-
cion en astrocitomas de grado |, ependimomas ni en tu-
mores no gliales. Estos datos se muestran en la Tabla ll.

Cuando agrupamos los tumores en base a su malig-
nidad, encontramos que entre 1os gliomas malignos, 7
presentaron mutaciones del IDH1 (14,38%), mientras
que 41 no presentaban mutacion (85,42%). De entre los
gliomas benignos, 5 presentaban mutacion (45,46%) y 6
tenian IDHT-wt (54,55%). La asociacion mostro una p de
0,036 Tabla lil.

Si analizamos la supervivencia, entre los pacientes con
IDH1T mutado, 9 sobrevivieron (75%) vy solo 3 fallecieron
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Tabla II: Distribucion de las mutaciones segun el tipo histologico.

Polimorfismo

IDH1 mutado* +936 C/T VEGF*
Anatomia Patolégica n % n % n %
Astrocitoma grado | 3 3,23 0 0,00 0 0,00
Astrocitoma grado |l 9 5,38 1 20,00 1 20,00
Astrocitoma grado Il 7 7,63 3 42,86 1 14,29
GBMs 35 37,63 2 5,71 5 14,29
Oligodendroglioma 5 5,38 5 100,00 3 60,00
Oligodendroglioma anaplasico 1 1,08 1 100,00 1 100,00
Ependimoma 3 3,23 0 0,00 1 33,33
Meduloblastoma 1 1,08 0 0,00 0 0,00
Meningioma 18 19,35 0 0,00 6 33,33
Metéastasis 6 6,45 0 0,00 1 16,67
Adenoma hipofisario 2 2,15 0 0,00 1 50,00
Otros 7 7,53 0 0,00 0 0,00
Total 93 100,00 12 13,04 20 21,51

* Contienen la variante heterocigota para IDH1 y las variantes CT (heterocigota) y TT (homocigota recesiva) para VEGF.

(25%), mientras que en el grupo de IDH1-wt, 45 vivian al  Fig- 1: Curvas de supervivencia (Kaplan-Meier).

clerre de la base de datos (66,25%) y 35 habian fallecido

(45.75%);conunap de 0:219. e entre o diomas M s s
ignos, fallecieron 3 pacientes (42,86%) para mu-

tado y 30 (73,17%) para IDH1-wt, con unap de 0,183. B2 e weenierie o £ o ol aanieion s res
Todos los pacientes con gliomas benignos seguian VivoS  en rojo, la supenvivencia para la variante wild-type o CC.

hasta el momento de clerre de la base de datos (Tabla
IV). La curva de supervivencia para IDH1 se muestra en
la Fig.1A con una p de 0,0731, no resultando estadisti-
camente significativa aunque con cierta tendencia hacia
una mayor supervivencia en el grupo de IDH1T mutado.
La HR de esta curva mostré un valor de 0,35, con un
intervalo de confianza de 0,11-1,15 y una p de 0,083.

>

1.00

0.75

0.50

Anadlisis de supervivencia para polimorfismo
+936 C/T VEGF

Superavencia global (proporcion)
025

El polimorfismo +936 C/T del VEGF se encontrd en

sangre periférica en 20 pacientes (21,561%): 17 casos T = i =
(18,28%) presentaban la variante heterocigota o CT y 3 Time (months)

pacientes (3,23%) la variante homocigota recesiva o TT. [—— IDH1 mutado (heterocigoto) DHI-W

Por tanto, el 78,49% (73 pacientes) tenian un VEGF-wt -

(no polimarfico o CC). Por tipo tumoral, la distribucion de
los 20 pacientes que presentaban el polimorfismo fue
la siguiente: 1 astrocitoma grado II, 1 astrocitoma grado
ll, 5 GBMs, 3 oligodendrogliomas, 1 oligodendroglioma
anaplasico, 1 ependimoma, 6 meningiomas, 1 metasta-
sis y 1 adenoma hipofisario. Estos datos se reflejan en
la Tabla Il.

0.00

m

1.00

0.75

Si agrupamos los tumores segun su malignidad, los glio-
mas malignos presentaron el polimorfismo en un 16,67%
(8 pacientes) y los tumores malignos no gliales, en un

Supenavencia global (proporcidn)
0.25 0.50

0.00

12,5% (1 paciente); los gliomas benignos mostraron el 0 50 100 150
polimorfismo en un 36,36% (4 pacientes) y los tumores Time:{mosihe)

benignos no gliales, en un 26,92% (7 pacientes). La aso- [ +936 C/T VEGF (CTyTT) —— VEGF-wt(CC) |
ciacion mostré una p de 0,401 (Tabla liI).
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Tabla IlI: Distribucion de mutaciones en funcion de la malignidad.

IDH1 mutada* Polimorfismo +936 C/T VEGF*

Gliomas malignos 48 7 (14,58) 8 (16,67)
Tumores malignos no gliales 8 0 1(12,50)
Gliomas benignos 11 5 (45,45) 4 (36,36)
Tumores benignos no gliales 26 0 7 (26,92)
Total 93 12 (20,34) 20 (21,51)

*n (%)

Tabla IV: Andlisis de supervivencia en base a la malignidad.

N Exitus IDH1 Exitus Exitus Polimorfismo Exitus
mutado* IDH1-wt** +936 C/T VEGF* VEGF-wt**

Gliomas malignos 48 3/7 30/41 5/8 28/40
Tumores malignos no gliales 8 - 4/8 1/1 3/7
Gliomas benignos 11 0/5 0/6 0/4 o/7
Tumores benignos no gliales 26 - 1/26 1/7 0/19
Total 93 3/12 35/81 7/20 31/73

* Fallecidos/total de mutados
** Fallecidos/total de no mutados

En base a la supervivencia, seguian vivos al cierre de
la base de datos 13 pacientes (65%) de entre los que
presentaban el polimorfismo y 42 (57,53%) de los que
no lo mostraron, con una p de 0,547. De los gliomas
malignos, fallecieron 5 pacientes (62,5%) de los que
presentaban el polimorfismo y 28 (70%) de los gue no 1o
tenian, con una p de 0,692. De aguellos pacientes con
tumores no gliales con caracteristicas de malignidad,
fallecio 1 (100%) de los que presentaba el polimorfismo
y 3 (42,86%) de los que no lo presentaban. Los pacien-
tes con tumores benignos, dliales y no gliales, seguian
con vida en el momento del cierre de la base de datos,
a excepcion de uno de los 7 pacientes del grupo de
tumores benignos no gliales con polimorfismo presen-
te (14,29%) (Tabla IV). La curva de supervivencia para
VEGF se muestra en la Fig.1B con una p de 0,6401.
Esta curva presentd una HR de 0,69, con un intervalo
de confianza de 0,30-1,57 y una p de 0,377.

Estudio de casos y controles para VEGF

El polimorfismo +936 C/T VEGF en los 325 controles
estuvo presente en 63 pacientes (19,38%) en heteroci-
gosis y en 13 pacientes (4%) en homocigosis recesiva
(49%) sumando un total de 76 pacientes con polimorfismo
(23,38%) frente a 20 pacientes entre los casos (21,51%),
lo que hace gque la asociacion muestre una p de 0,704,

También se enfrentaron los resultados entre tumores
malignos y tumores benignos/controles, demostrandose
una presencia de polimorfismo en 9 (16,07%) de los 56
pacientes con tumores malignos 'y en 87 (24,03%) de los
362 pacientes con tumores benignos/controles, tenien-
do la asociacion una p de 0,187.

En el total de casos y controles, la frecuencia absoluta
del polimorfismo fue del 22,97% (96 pacientes), mientras
que el 77,03% restante (322 pacientes) no presentaba
ninguna forma de polimorfismo del VEGF. Al cierre de la
base de datos, seguian vivos 89 de los pacientes con
polimorfismo (92,71%) y 2971 de los que no o presenta-
ban (90,37%), con una p de 0,485.

Discusion
IDH1 y tumores cerebrales

El gen de la IDH1 dependiente de NADP+ se encuen-
tra en el cromosoma 2p33.3 vy tiene su actividad en el
citoplasma vy los peroxisomas de las células. Las mu-
taciones que acontecen en este gen son normalmente
heterocigotas y en la mayor parte de los casos consisten
en el reemplazo de arginina por histidina en el residuo
p.R132H de la proteina; lo mas frecuente es encontrar
una mutacion ¢.395G>A (93%)*. La enzima IDH1-wt ca-
taliza la decarboxilacion oxidativa de isocitrato en alfa-
cetoglutarato, reduciendo NADP+ a NADPH. El NADPH
es esencial para la regeneracion de glutation reducido,
importante en la proteccion de las células frente al dafio
oxidativo'. La enzima IDH1 mutada cataliza la reduccion
del alfa-cetoglutarato a R2-hidroxiglutarato (R2-HG), de-
pendiente de NADP, lo cual provoca una disminucion de
los niveles de prolil oxidasas y promueve la acumulacion
del factor inducible de hipoxia. Existe pues, una acumu-
lacion de R2-HG que sera clave en los procesos pato-
génicos asociados a la mutacion® 1517

Sanson et al.’® fueron unos de los primeros en analizar la
presencia de mutacion del IDH1 segun el tipo histolégico,
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encontrandolo por orden de frecuencia de mayor a me-
nor en astrocitomas grado Il, grado Il y GBMs primarios,
con unos resultados similares a los que dos afios mas
tarde registraron Shibahara et al.® en su investigacion.
Ambos consideraron que la presencia de mutaciones en
el IDH1 suponia un factor independiente de prondstico
favorable, hipdtesis que fue rechazada por Ichimura et
al.’® y por Juratli et al.’, que comenzaron a considerar
factores como la cirugia o el tratamiento con RT/QT a
la hora de evaluar la supervivencia de estos pacientes.

Todos los autores* 21922 coinciden en que, dentro del
subtipo histologico de GBMs, las mutaciones en IDH1
son mas frecuentes en GBMs secundarios y en pacien-
tes mas jovenes. Nuestro estudio es consistente con
estas afirmaciones, si bien sélo analizamos 2 GBMs
secundarios mostrando uno de ellos la mutacion, frente
a 33 GBMs primarios, de los que sdlo uno mostré la
mutacion. Aungue no esté reflejado en el apartado de
Resultados, la edad media de los pacientes portadores
de gliomas con IDH1T mutado fue de 54,1 afnos vs 58,4
anos de los pacientes afectos de gliomas con IDH1-wt,

En base a la supervivencia, cabe destacar los estudios
de Mellai et al.* y Takano et al.”, que coincidian en que la
supervivencia de gliomas grado |l lIl'y GBMs es mayor en
aquellos pacientes con IDHT mutada. No obstante, Me-
llai et al.* relacionaron esta mayor supervivencia de los
gliomas grados lly Il con la menor edad de los pacientes
al diagndstico. Ademas, estos Ultimos autores analiza-
ron otros tipos tumorales, No encontrando mutaciones
en ninguno de ellos. En nuestro trabajo obtuvimos re-
sultados concordantes a estos estudios: solo existieron
mutaciones de IDH1 en gliomas, afectando al 100% de
oligodendrogliomas anaplasicos y no anapléasicos vy por
orden de frecuencia, a astrocitomas grado lll, grado Il y
GBMs. No se encontraron mutaciones en astrocitomas
grado I ni en ependimomas. La curva de supervivencia
global muestra una tendencia hacia mayor supervivencia
para aquellos gliomas que presentan mutacion, si bien el
tamano muestral no es suficiente para que exista signi-
ficacion estadistica (p=0,0731). El valor de la HR (0,35)
se traduce en que, si bien la presencia de mutacion se
perfila como un factor protector frente a mortalidad, no
resulta estadisticamente significativo.

Respecto al andlisis de supervivencia para IDH1, nues-
tros resultados muestran una mayor prevalencia de IDH1
mutada en gliomas benignos (p=0,036). No obstante,
este hallazgo no esta relacionado con una menor morta-
lidad frente al IDH1-wit.

Juratli et al.’®, Weller et al.’” y Yan et al.” sugirieron que la
mutacion del IDH1 podria ocurrir en etapas tempranas de
la formacion de los gliomas y conduciria a la progresion del
tumor hacia GBM. Por su parte, Hartmann et al.?% han
supuesto que los GBMs primarios en realidad son GBMs
secundarios en los que no se ha encontrado evidencia

histolégica ni radiolégica de evolucion desde un glioma
menos maligno. Ambas hipdtesis resultan de gran interés
en el conocimiento de la evolucion de los gliomas, pudiendo
servir en un futuro a intervenciones para frenar la misma.

VEGF y tumores cerebrales

El gen de VEGF se encuentra en el cromosoma 6p12
y consta de 8 exones que se recombinan para formar
polimorfismos, como el +936 C/T, que condiciona un
incremento de la produccion de VEGF?*. Podemos
encontrar este polimorfismo en  diversos  tumores,
destacando los meningiomas y gliomas. VEGF es un
factor clave en angiogénesis, progresion de tumores
malignos, incremento de la permeabilidad vascular e
hipercoagulabilidad. Ejerce su efecto a través del receptor
VEGFR2, que juega un papel fundamental en el desarrollo,
pronoéstico y respuesta a terapia adyuvante del GBM'?,

Existen pocos estudios que asocien los tumores
cerebrales con el polimorfismo del VEGF. Quon et al.™
establecieron esta relacion con oligodendrogliomas,
especialmente los de grado lll, en los que la presencia
de esta alteracion suponia un mayor riesgo para
progresion tumoral y mal prondstico. En  nuestro
estudio, el polimorfismo +936 C/T se asocié a tumores
oligodendrogliales, estando presente en un 100% de
los oligodendrogliomas anaplasicos y en un 60% de
oligodendrogliomas no anaplasicos, siguiéndole en
frecuencia meningiomas y ependimomas. Respecto a los
ependimomas, esta asociacion también fue demostrada
por Korshunov et al.?®, Podemos inferir, por tanto, que las
alteraciones en el +936 C/T VEGF son mas frecuentes
en tumores benignos. De hecho, sicomparamos gliomas
benignos con malignos, obtenemos una presencia del
polimorfismo en un 36,36 vs 16,67% respectivamente,
aungue el tamano muestral no es suficiente como para
que la diferencia resulte estadisticamente significativa.

Sjostrém et al.” centraron la atencion de su estudio en
los GBMSs, concluyendo que las variaciones polimérficas
del VEGF no tuvieron impacto prondstico en estos
tumores, a diferencia de las variaciones en VEGFR2, su
receptor. Nuestros datos son concordantes con esta
investigacion, ya que no se ha encontrado significacion
estadistica para la supervivencia asociada a la presencia
del polimorfismo, si bien la mortalidad es ligeramente
mayor en aquellos tumores que no lo presentan, en
términos absolutos (65 vs 57,563%). En nuestro trabajo, la
supervivencia global de los pacientes con polimorfismo
tampoco se encuentra relacionada con el tipo histologico.

Por ditimo, enfrentando pacientes con  tumores
cerebrales a la poblacion general mediante el estudio de
casos y controles, como se hizo en el presente estudio,
cabe destacar que no se ha encontrado asociacion
entre el polimorfismo del VEGF vy el riesgo de desarrollar
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un tumor cerebral. Tampoco se ha encontrado relacion
entre la presencia de polimorfismo vy la supervivencia.

Conclusiones

La mutacion de IDH1T es mas frecuente en gliomas benig-
nos, siendo los oligodendrogliomas el tipo histoldgico con
el que mas se relacionan y no encontrandose en ningln
tumor de estirpe no dlial. Con respecto a su asociacion
con GBMSs, son mas frecuentes en GBMs secundarios y
afectan a pacientes mas jovenes. Ademas, existe cierta
tendencia hacia una mayor supervivencia de los pacien-
tes portadores de gliomas que expresan esta mutacion.

El polimorfismo +936 C/T del VEGF es mas frecuente en
tumores oligodendrogliales y en general, en tumores be-
nignos. No se ha encontrado relacion entre la presencia
de polimorfismo, la supervivencia o el riesgo de padecer
un tumor cerebral.
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