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RESUMEN

Introducciéon: Los meningiomas (MNG’s) son el tumor intracraneal primario mas
comun en adultos. Si bien la reseccion quirurgica ofrece excelentes resultados, en
la actualidad no existe una alternativa terapéutica efectiva para pacientes con
MNG’s no resecables quirurgicamente.

Justificacion: Existe un importante subgrupo de pacientes con MNG’s no
resecables quirurgicamente, refractarios a terapias convencionales, invasores,
recurrentes, atipicos o anaplasicos. Estos pacientes requieren tratamientos
alternativos y pese a los avances tecnoldgicos, sus opciones son muy limitadas o
nulas. Por lo que resulta imperativo estudiar nuevos tratamientos que ofrezcan una
posibilidad de curacién. Mediante la estimulacién de receptores de dopamina (RD),
los agonistas dopaminérgicos (AD) han demostrado tener un efecto antiproliferativo
en multiples neoplasias. Los MNG’s expresan RD en sus membranas celulares, no
obstante, los resultados respecto al tipo de RD varian de acuerdo a la técnica de
deteccion utilizada.

Objetivo: Detectar mediante inmunohistoquimica la expresion de Ki-67, RD-D1 y
RD-D2 en tejido de MNG’'s humanos, y analizar su correlacion con sexo,
localizacion y niveles de hormona luteinizante, foliculo estimulante y prolactina.
Material y métodos: Mediante inmunohistoquimica se identifico la expresion de Ki-
67, RD-D1y RD-D2 en tejido de MNG's incluidos en bloques de parafina de tumores
resecados en el Departamento de Neurocirugia del Instituto Nacional de Neurologia

y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez” (INNyN“MVS”)
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Resultados: Se analizaron 23 MNG's, 10 mujeres (43.48%), la edad promedio fue
44.5 anos, con indice de masa corporal (IMC) promedio 28.42. La variante
histopatolégica mas comun fue grado | o tipica (70%). El indice de expresion
promedio de Ki-67 fue: 18.9, RD-D1 23.02 y RD-D2 8.33. No hubo relacién
significativa entre los diferentes marcadores celulares, ni entre la expresion del RD
y la localizacién el subtipo histolégico del MNG. Sin embargo, el indice de expresion
de Ki-67 tuvo relacion significativa con la edad promedio (p= 0.03) y con los niveles
de prolactina (p= 0.02).

Conclusiones: Los MNG’'s expresan RD-D2 que se pueden detectar mediante
inmunohistoquimica. Estos hallazgos son novedosos y promisorios, ya que la
estimulacion del RD-D2 desencadena una reaccion intracelular inhibidora y los AD
con los que se tiene experiencia en el tratamiento de otras neoplasias actuan sobre
este RD. Estudios posteriores ayudaran a esclarecer el efecto real que se puede

obtener con la estimulaciéon de estos RD.



ANTECEDENTES

Los meningiomas (MNG’s) son el tumor intracraneal primario mas comun en
adultos y representan el 35% de todas las neoplasias cerebrales primarias.” Mas
del 90% son lesiones histolégicamente benignas (TABLA 1), de lento crecimiento y
susceptibles de ser resecadas en su totalidad. Sin embargo, existe un pequefio pero
importante subgrupo de pacientes con MNG’s no resecables quirdrgicamente,
refractarios a las terapias convencionales, invasores o de comportamiento
recurrente, atipico o anaplasico. Estos MNG’s requieren de tratamientos
alternativos y pese a los avances tecnolégicos, las opciones son muy limitadas o

nulas.*®

Tabla 1. Porcentaje de meningiomas benignos (grado 1) de acuerdo a la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), atipicos (grado Il) y anaplasicos (grado

lIl), y tasa de recurrencia.*®

Porcentaje Tasa de recurrencia
Benignos (OMS grado [) >90% 7-20%
Atipicos (OMS grado II) 47a7.2% 40% a pesar de reseccion
Anaplasicos (OMS grado lll) | 1 a2.8% 50-80% usualmente mueren dentro
de los 2 afos del diagndstico

Es importante resaltar que si bien una reseccion Simpson | cura >90% de los
pacientes, una reseccion parcial o toma de biopsia condena a los pacientes a la
recurrencia si se siguen a 15 afos, y una vez que esta ocurre 60% mueren por

causas asociadas al tumor durante los siguientes 10 afios (TABLA 2).”'°
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Tabla 2. Escala de Simpson para reseccion de meningiomas y riesgo de recurrencia

o progresion.””®

Grado Reseccion Tasas de recurrencia o progresion

Simpson” | Miraminoff® | Adegbite”

| Macroscopicamente total con 9% 32% 14%
implante dural y hueso anormal,
incluidos los senos si estan

comprometidos

| Macroscopicamente total con 16% - 18%

coagulacion del implante dural

] Macroscopicamente total sin 29% - 100%
reseccion ni coagulacion del =3

implante dural o extension

extradural
v Reseccién parcial 39% 91% 48%
\'} Descompresién con o sin biopsia 100% - -

No reportan mediana de supervivencia.
®Resultados de 225 pacientes a 15 afios de supervivencia libre de progresion.

Resultados de 114 pacientes a 5 afios de supervivencia libre de progresion.

La radioterapia, que se penso seria una opcion efectiva para estos pacientes,
ha fallado en su objetivo de control de MNG's residuales a largo plazo. A pesar de
recibir radioterapia, hasta un 75% de los pacientes tienen recurrencia y un 56%
presentan complicaciones neuroldgicas relacionadas a esta. En reportes de
estudios a largo plazo, no solo aumenta la preocupacion de falla a esta modalidad
de tratamiento, sino también de un comportamiento tumoral mas agresivo después
de recibir radiocirugia.’"'? La tasa de sobrevida a 15 afios posterior a gamma knife

es del 53%, y un 68% mueren por causas asociadas al tumor.®® En palabras de




Ossama Al-Mefty en su libro “Al-Mefty’s Meningiomas”. “estamos viendo un
aumento en el numero de pacientes tratados alrededor del mundo con resecciones
Subtotales, quienes se encuentran desesperados porque que se han sometido a
multiples cirugias y radiocirugia, solo para que el tumor crezca mas rapido y se
transforme en un grado patolégico mayor, que tiene como resultado un largo camino
de morbilidad acumulada, agonia y gastos en manejo paliativo, mientras la
posibilidad de curacién se pierde”."®

Pese a la experiencia que existe con agentes que actuan sobre objetivos
moleculares para el tratamiento de algunas neoplasias cerebrales malignas, esta y
otras estrategias, como las terapias hormonales, desafortunadamente han sido
ineficaces contra los MNG's. Los resultados utilizando terapia blanco han sido
modestos en el mejor de los casos y a menudo asociados con toxicidad
significativa.’® Probablemente ha sido debido al pobre entendimiento de los cambios
moleculares criticos que llevan al crecimiento tumoral, la falta de lineas celulares y
de modelos tumorales para realizar estudios preclinicos, que el progreso para
identificar terapias alternativas ha sido limitado. Sin embargo, esto nos permite
continuar en la busqueda de algun tratamiento novedoso que complemente el
abordaje tradicional y nos guie a un manejo mas efectivo.™

The National Comprehensive Cancer Network (NCCN) reconocidé en sus
guias de 2011 la existencia de unicamente 3 medicamentos (hidroxiurea, interferon-
a 2B y somatostatina de liberacion prolongada) para el tratamiento de los MNG's

inoperables o refractarios a radioterapia, no obstante, basados en pocos estudios

con sus respectivas limitaciones:'®
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e Evidencia convincente muy limitada para determinar una terapia apropiada.

e Escasez de estudios en pacientes con MNG's recurrentes.

e Falta de estandarizacion de que constituye una respuesta significativa a la
terapia, que reconozca que estas mediciones difieren entre MNG’s de bajo y alto

grado.

La hidroxiurea demostré en los primeros estudios de pequefa escala cierta
eficacia. Sin embargo, la interpretacién de los resultados era cuestionable, ya que
eran pacientes en quienes la radioterapia no habia fallado o se estaba

3437 En estudios mas recientes no ha

administrando concomitantemente.
demostrado eficacia clinica significativa. En un ensayo a gran escala, el 65% de los
pacientes presentd progresion de la enfermedad.*® Otro estudio retrospectivo en
pacientes con MNG’s grado Il y Il de acuerdo a la OMS, el 57% presentaron
progresion a 6 meses.* Por lo que, aunque generalmente es bien tolerada con baja
toxicidad, parece tener actividad muy limitada en el control de estos tumores.

En cuanto a la somatostatina de accién prolongada, el ensayo mas grande
en MNG’s, arrojo resultados divididos. De 16 pacientes tratados, una tercera parte
tuvo respuesta parcial, otra tercera parte estabilidad, y el otro tercio mostro
progresion clinica.*® El Pasireotide, un analogo de la somatostatina de accion
prolongada, ha demostrado estabilidad de la enfermedad, no obstante, sin
respuesta radioldgica.*'

El estudio mas extenso con interferon-a 2B incluyé 35 pacientes, de los

cuales ninguno tuvo respuesta parcial ni completa. Pese a que no se presentd



toxicidad significativa, el 74% se mantuvo estable unicamente durante 12 semanas
y la mediana de sobrevida fue de 8 meses. La mediana de sobrevida tan baja puede
ser debido a que se selecciond un grupo de pacientes con mal prondstico, por lo
qgue no prueba su eficacia en meningiomas refractarios.*?

Por todo esto resulta evidente que aun existe una necesidad insatisfecha en
el campo de la neuro-oncologia, para definir el rol del tratamiento médico de los
MNG’s y una oportunidad para continuar en la busqueda de la cura para estos

pacientes."’
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los MNG's son el tumor intracraneal primario mas comdn en adultos.”® Si
bien la reseccion quirurgica ofrece excelentes resultados, existe un pequefio pero
importante subgrupo de pacientes con MNG’s no resecables quirurgicamente,
refractarios a las terapias convencionales, que invaden estructuras neurovasculares
0 que muestran un comportamiento recurrente, atipico o anaplasico. Estos MNG's
requieren de tratamientos alternativos y pese a los notables avances tecnoldgicos,
actualmente no existe una alternativa terapéutica que sea efectiva.*®

Parece concebible que el crecimiento de estos tumores se encuentra bajo
control dopaminérgico y los AD pueden tener un rol potencial en el tratamiento
meédico de pacientes con MNG’s recurrentes o irresecables, quienes se podrian
beneficiar de esta opcidn terapéutica.?”*® No obstante, existe discrepancia en
cuanto a la expresion del RD que expresan las células de MNG's, los resultados
han sido ambiguos y varian dependiendo de la técnica de deteccion.*>*' Ha sido
hasta fecha reciente que mediante inmunohistoquimica se ha encontrado el RD-D2,
que es el que desencadena una respuesta intracelular inhibidora,® y en el que
acttan los principales AD de importancia clinica.>?

Por lo tanto, caracterizar adecuadamente el tipo de RD que expresan los
MNG's es el primer paso para poder considerarlos un blanco terapéutico y a los AD

una alternativa factible para el tratamiento de estos tumores.



HIPOTESIS

Las células de MNG’s de muestras tumorales de pacientes operados en el
Departamento de Neurocirugia del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
“‘Manuel Velasco Suarez” (INNyN“MVS”) expresan RD-D2 detectados mediante

inmunohistoquimica.

Relevancia de la hipétesis:

En caso de demostrar que las células de MNG's de muestras tumorales de
pacientes operados en el INNyN’MVS” expresan RD-D2 detectados mediante
inmunohistoquimica, se abre la puerta para que en ulteriores estudios pueda
evaluarse el efecto antiproliferativo que por serendipia han demostrado tener los AD
y que sea util como una nueva opcidn terapéutica para nuestros pacientes afectados
por MNG’'s. Estos medicamentos han sido ampliamente utilizados en multiples
patologias, demostrando un perfil farmacolégico seguro con pocos efectos
adversos. Ademas, son econdémicamente accesibles para gran parte de la
poblacién, no solo en México, si no en la mayoria de los paises en vias de desarrollo,

por lo que seria una alternativa altamente factible.
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OBJETIVOS
Primario:

Analizar la expresion mediante inmunohistoquimica de los receptores de
dopamina D1, D2 y del marcador de proliferacion celular Ki-67 en células de MNG's
de muestras tumorales de pacientes adultos, de cualquier sexo operados en el

Departamento de Neurocirugia del INNyN’"MVS”.

Especificos:

Clasificar los MNG's por tipo celular y grado de malignidad de acuerdo a la
OMS 2007.

Analizar si la expresion mediante inmunohistoquimica del marcador de
proliferacion celular Ki-67, y de los receptores de dopamina D1y D2 en células de
MNG's, tiene alguna relacion con el subtipo histopatolégico, grado de malignidad o

localizacion.




JUSTIFICACION:

En 2013, una revisiéon de estudios publicados durante las ultimas 2 décadas
relacionados al manejo médico de los MNG's (investigaciones in vitro, en animales
y en humanos), con énfasis a mecanismos de accion, eficacia clinica y efectos
adversos, mostré agentes moleculares, citotoxicos, hormonales, inhibidores de
angiogénesis, inmunomoduladores y terapias combinadas (TABLA 3). En este
trabajo concluyen que el entendimiento de la biologia celular de los MNG’s ha
progresado significativamente, facilitando el desarrollo de terapias promisorias. Sin
embargo, se requieren mas investigaciones para determinar la eficacia y perfil de
eventos adversos de estos agentes, asi como seguir analizando otras opciones de
tratamiento. El descifrar la compleja via de senalizacién (FIGURA 1), ayudara a

conferir terapias mas precisas.'®
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Tabla 3. Agentes para el manejo medico de los MNG's, su mecanismo de accién y

la fase de estudio en la que se encuentran.®

MEDICAMENTO MECANISMO DE ACCION ETAPA DE LA
INVESTIGACION
Citotéxicos
Temozolamida Agente alquilante Fase II: sin eficacia
clinica
Irinotecan Inhibidor de topoisomerasa 1 Fase |IlI: sin eficacia
clinica
Hidroxiurea Inhibidor de la ribonucleotido | Fase Il: resultados
reductasa mixtos

Trabectedin

Mecanismo poco claro

Preclinico: in vitro

Derivados de plantas

Curcumin Interaccion con proteinas de | Preclinico: in vitro
sefnalizacion
AKBA Induccion de apoptosis Preclinico: in vitro

Hormonales

Megestrol Agonista parcial del receptor de | Clinico a baja escala:
progesterona sin beneficio
Mifepristona Antagonista competitivo del | Fase lll: sin beneficio
receptor de progesterona
Tamoxifeno Antagonista competitivo  del | Clinico a baja escala:
receptor de estrogeno sin beneficio
Octreotide Mimético de la somatostatina Fase Il: cierta
estabilizaciéon
Pasireotide Mimético de la somatostatina Fase 2: en marcha
Pegvisomant Antagonista del receptor de GH Preclinico: modelos
animales
Fenretinide Antagonista IGF-1 & I Preclinico: in vitro

Moleculares




Imatinib Antagonista del PDGFR Fase Il: cierta
estabilizacion

Gefitinib Antagonista del EGFR Fase lI: sin beneficio

Erlotinib Antagonista del EGFR Fase lI: sin beneficio

Bevacizumab Ac’s monoclonales para VEGFR | Clinico a baja escala:

resultados mixtos

Sunitinib/Vatalanib | Antagonista dual | Fase Il: cierta
(VEGFR&PDGFR) estabilizaciéon
Inmunomoduladores
IFNa 2B Antiproliferativo & antiangiogenico | Fase Il: resultados
mixtos
Inhibidor TL4 Impide la fuga de mecanismos de | Preclinico: in vitro

vigilancia inmune

Posibles adyuvantes

Bloqueadores de canales de Ca

Preclinico: modelos

animales

Estatinas

Inhibicidon de la via MAPK

Preclinico: in vitro

Antiretrovirales

Preclinico: in vitro

EGFR= Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico; PDGFR= Receptor del

Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas; VEGFR= Factor del Receptor de

Crecimiento Endotelial Vascular.
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Figura 1. Esquema de las vias de sefalizacion celular involucradas en la

patogénesis de los meningiomas.'*'®

Inhibidores Competitivos de Recapto EXTRACELULAR

EGF/PDGF

Inhibidores de la Farnesil Tganfe : Inhibidores de la Tirosina Quinasa
s -~
PIP2

PI3K | s pTEN Merlina
PIP3
PDK1

| via mapk [EIER Akt T mTORC2
' mTCRC?

Ve
-__ Via PLC-y1-PKC \ /

MAPK= Proteina Quinasa Activada por Mitégeno; ERK= Quinasa Regulada por
sefal Extracelular; IP3= Inositol 1,4,5-trifosfato; PIP2= Fosfatidilinositol (4,5)-
Bisfosfato; PIP3= Fosfatidilinositol (3,4,5)-Trisfosfato; PDK1= Quinasa Dependiente
de Fosfoinositida-1; PTEN= Homodlogo de Fosfatasa y Tensina; 1,2-DAG= 1,2-

Diacilglicerol.

La dopamina, a través de la activacion de sus 5 receptores (subtipos D1 a
D5) pertenecientes a la familia de receptores transmembrana acoplados a proteina
G, ha demostrado inhibir el crecimiento celular en muiltiples neoplasias.'®?? Se ha
analizado la expresidn de estos receptores y su efecto en células de MNG's.

Schrell y cols. mediante analisis de Scatchard encontraron que el RD-D1 se
expresa y regula independientemente del RD-D2 (que se encuentra ausente) en
MNG's cerebrales humanos.* Ademas, reportan una disminucion significativa en la

tasa de proliferacion de células de MNG en cultivos, tras la aplicacion directa de



dopamina, apomorfina (accién D1 y D2) y de SKF-38393 (AD que actua sobre el
RD-D1).%°

Carroll y cols. sugieren firmemente la presencia de RD-D1 activos en MNG's
cerebrales humanos, basados en la expresién del acido ribonucleico mensajero
(ARNm), la presencia de la proteina-receptor y de la unién al ligando, que detectaron
utilizando analisis de Scatchard, reaccion en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa (RCP-TR) y secuenciacion directa de RCP. En contraste, a
pesar de que encontraron RD-D2 mediante ARNm, RCP-TR y secuenciacion directa
en tejido natural y de cultivo, el analisis de Scatchard no detectd la unién al ligando
del RD-D2 (TABLA 4).3' Para explicar estos hallazgos hicieron algunas hipétesis:
e EIARNm del RD-D2 no se traduce.
e EIARNm se traduce de manera defectuosa y la proteina esta mutada, por lo que

no puede unirse a ligandos selectivos de D2.

e El empalme del ARNm es incorrecto.
e La RCP-TR detecta niveles muy bajos de ARNm donde el analisis de Scatchard

es menos sensible.
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Tabla 4. Deteccion de receptores de dopamina D1 y D2 mediante analisis de

Scatchard, northern blot y southern blot.*"

Receptor de Dopamina D1 D2

n n=25. 16 mujeres y 9| n= 26 17 mujeres y 9

hombres hombres

Analisis de Scatchard | Puede no ser sensible en | No detecté ninguno. El
niveles bajos del receptor [2 | tejido control (cerebro
(-) en MNG's que fueron (+) | humano y de rata)
por PCR] demostré que el sistema

que utilizaron estaba libre

de errores.
Northern blot No detectable “Algunas muestras”
Southern blot 69% de las mujeres 100% de los
100% de los hombres especimenes

Comentarios Sin  relacion entre la
presencia de ARNm para
D1 y edad o histopatologia
del MNG

Estos resultados brindaban evidencia de que los MNG's cerebrales humanos
poseen RD-D1 especificos y de alta afinidad. En ese momento (90°s) consideraron
que se requerian mas estudios para determinar el mecanismo de accion y que los
pacientes con MNG's se podian beneficiar de los AD (especialmente selectivos del
RD-D1).2%3
No obstante, al analizar la estructura y funcién de los RD se sugiere la existencia de

2 grupos (TABLA 5):%



Tabla 5. Grupos y subtipos de receptores de dopamina, y su funcién.?

Nombre Receptores Funcion
como-D1 D1 Su activacion estimula la enzima adenilato ciclasa y
D5 aumenta la concentracién de adenosin monofosfato-

3" 5"ciclico (AMPc): ESTIMULACION

como-D2 D2 Su activacion inhibe la enzima adenilato ciclasa y
D3 disminuye los niveles de AMPc intracelular=
D4 INHIBICION

Los AD a través de la activacion de las isoformas del RD-D2, corto (D2c) y
largo (D2.), inducen vias (especialmente la de la MAPK) y/o ERK) involucradas en
la regulacién del metabolismo, crecimiento, diferenciacion celular y apoptosis,
provocando un efecto antiproliferativo sobre las células de MNG's (ver figura 1).2*
6 Basados en esto, habia que buscar los RD-D2, que son los que desencadenan
un efecto inhibidor. Ademas, la mayoria de los AD con los que se ha demostrado
este efecto antiproliferativo actuan sobre este receptor.

Las concentraciones micromolares de bromocriptina (potente agonista D2,
con actividad antagonica sobre el D1), a diferencia de otras hormonas (estrogenos,
progesterona, acetato de ciproterona y el antagonista primario de andrégeno 11-
alfa), disminuyen significativamente, de manera consistente y potencial la tasa de
proliferacién en MNG's in vitro (inhibicién 25-56%, dosis-dependiente).?® De igual
manera, existe informacion que sugiere que la cabergolina (potente agonista del

receptor D2 con poca afinidad por el D1) también tiene este efecto antiproliferativo
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en MNG's in-vivo. Un paciente con un MNG recurrente, hiperprolactinemia con
amenorrea y galactorrea, respondio al tratamiento con cabergolina y resulté en
ausencia de progresion de la neoplasia, sin sintomas por compresion ni crecimiento
de la misma 11 afios después del tratamiento.?” Por lo que es concebible que el
crecimiento de estos tumores puede estar bajo control dopaminérgico y los AD tener
un rol potencial en el tratamiento médico que pueda beneficiar a pacientes con

MNG's recurrentes o irresecables.?”?°




METODOLOGIA

Diseio del estudio: retrospectivo, observacional, transversal, analitico.
Poblacion objetivo: muestras de tejido de MNG incluidos en bloques de parafina,
de pacientes adultos, de cualquier sexo, operados en el INNyN’"MVS” durante el

periodo de 2010 a 2015 y que cumplan con los siguientes criterios:

INCLUSION

Pacientes adultos (>18 anos).

Reseccién quirurgica en el Departamento de Neurocirugia del INNyN"MVS”.

Diagndstico histopatolégico de MNG por el Departamento de Neuropatologia del INNyN sin
importar subtipo histolégico.

Cualquier sexo.

Tejido en bloque de parafina para realizar inmunohistoquimica.

Que no se cuente con bloque de parafina con tejido de

MNG para realizar la inmunohistoquimica.

Muestra insuficiente de tejido para realizar las tinciones.

Diagnostico histopatologico diferente a MNG.

Tamano de la muestra: A conveniencia.
Consideraciones éticas: Este protocolo se disefid con base a las especificaciones
y principios éticos para las investigaciones médicas en seres humanos, aceptados

por la 182 asamblea mundial de Helsinky y la 642 asamblea llevada a cabo en la
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ciudad de Fortaleza, Brasil en 2014. Ademas, fue sometido a revision y aprobado
por el Comité de Investigacion del INNyN’"MVS” con numero 20/16.
Consideraciones financieras: el aporte econdémico lo brindo la clinica de

neuroendocrinologia del INNyN"MVS”.

MATERIAL Y METODOS:

El estudio de muestras incluyé tejido tumoral de 23 MNG's, obtenidos mediante
cirugia en el Departamento de Neurocirugia y con diagnéstico histolégico realizado
por el Departamento de Neuropatologia del INNyN"MVS” durante el periodo de 2010
a 2015. Se clasificaron de acuerdo a los criterios para subtipo histoldgico y grado
tumoral de la OMS en grado |, Il y Ill (TABLA 6). Este estudio fue aprobado por el
comité de investigacion del INNyN“MVS” con numero 20/16 y realizado de acuerdo

a las especificaciones de la declaracion de Fortaleza, Brasil 2014.



Tabla 6. Clasificacion para Meningiomas de acuerdo a la Organizacion Mundial de
la Salud 2007.

OMS Grado | | Meningotelial

Fibroblastico

Transicional

Psamomatoso

Angiomatoso

Microquistico

Secretor

Linfoplasmocitico

Metaplasico
OMS Grado Il | Cordoide

Células claras

Atipico
OMS Grado lll | Papilar
Rabdoide

Anaplasico

Inmunohistoquimica:

Del tejido de meningioma incluido en parafina, se elaboraron cortes de 4mm
de grosor que fueron montamos en laminillas con poli-L-lisina. Los cortes fueron
desparafinados en xilol e hidratados en soluciones de alcohol de concentraciones
graduales descendentes (absoluto, 96%, 80% y 70%), en bafios de 3 minutos cada
uno, hasta agua destilada. Se realiz6 recuperacion antigénica en una olla de presién
por 6 minutos, colocando las laminillas en un vaso Koplin con la soluciéon
recuperadora Diva Decloaker (Biocare Medical, LLC. Concord, CA. USA).

Posteriormente las laminillas se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se
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bloqued la peroxidasa enddogena con H;O, al 0.3% en agua destilada por 15
minutos, se lavaron las laminillas con agua destilada; se enjuagaron en PBS por 3
minutos y se realizaron 2 lavados de 3 minutos en PBS-triton al 0.1% (Triton X-100
Sigma Aldrich, St.Louis). Se incubaron en los siguientes anticuerpos primarios: anti-
Ki-67 clona MIB-1 (Dilucién 1:100; Dako Denmark, niumero de catalogo M7240) por
1 hora; anti-receptor de dopamina D1 (Dilucién 1:500; abcam Cambridge England
nuamero de catalogo ab-20066) toda la noche a 4°C; estas laminillas fueron
previamente incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente en albumina bovina
al 20% con el fin de bloquear los sitios antigénicos inespecificos; anti-receptor de
dopamina D2 (Dilucion 1:150; Chemicon USA) toda la noche a 4°C. Posteriormente
se incubaron con el anticuerpo secundario biotinilado (Super Sensitive MultiLink,
BioGenex CA. USA) por 30 minutos y se realizaron 3 enjuagues con PBS-Triton X-
100 0.1% de 3 minutos cada uno. Se incubaron con el marcador Streptavidin
Peroxidase (SS Label, BioGenex CA USA) por 30 minutos. Las incubaciones se
realizaron en un equipo 1Q Kinetic Slide Stainer (Biocare Medical, Concord CA). La
reaccion se reveld con diaminobencidina con el kit 2-Compotent DAB Pack
(BioGenex, CA, USA) por 5 minutos y se enjuagd con agua destilada durante 5
minutos. Se realizé contra-tincién con hematoxilina durante 2 minutos, se enjuago
en agua corriente y se vird la tincién en una solucion de carbonato de litio al 0.5%
por 10 segundos. Para finalizar, las laminillas fueron deshidratadas en alcohol al
70%, 80%, 96% y absoluto, OH-xilol y xilol y montadas con cubreobjetos en una
resina (Entellan Merck Darmstadt, Germany). Las biopsias fueron observadas al
microscopio de luz (Olympus BH2). El analisis de la expresién de los diferentes

marcadores (Ki-67, RD-D1y RD-D2) se realizé con microscopio Nikon Eclipse E200



(Tokyo, Japan) a un aumento de 40x, adquiriendo imagenes con el programa lagine
Q-Capture-Pro 7 (2010), 10 campos por muestra. Se realizé analisis cuantitativo de
la expresion mediante el programa ImageJ® 1.49V (Wayne Raasband, National
Institute of Health, USA, http//imagedJ,nih.gov/lJ). Se realizé analisis estadistico
(paquete STATA version 11) de varianza (ANOVA) y prueba de T con una p<0.05
con el fin de averiguar si existen diferencias en la expresion de Ki-67, RD-D1 y RD-
D2 entre los diferentes casos, de acuerdo a la localizacién del MNG y el subtipo

histolégico.
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RESULTADOS:

De los 23 pacientes, 10 eran mujeres (43.48%), con edad promedio 44.52 anos
(Rango: 26-71 afios), el indice de Masa Corporal (IMC) promedio fue 28.42Kg/m?
(rango: 19.5-39.8Kg/m?). Catorce pacientes (7 mujeres y 7 hombres) tenian niveles
séricos de prolactina (media: 27.67 mUI/ml), hormona luteinizante (6.29 mUI/ml) y
hormona foliculo estimulante (11.2mUl/ml). De acuerdo a su localizacién los
dividimos en 4 grupos: convexidad (10%), piso anterior (30%), piso medio (20%) y
fosa posterior (40%) (GRAFICA 1). La variante histopatolégica mas comun de
acuerdo a la clasificacion de la OMS de 2007 fue la tipica (70%), seguida de los
MNG’s atipicos (13%) y anaplasicos (17%) (GRAFICA 2). Un 90% (20 pacientes:
10 hombres y 10 mujeres) tuvieron recidiva o residual tumoral. El indice de
expresion de Ki-67 promedio fue de 18.9 (Rango: 7.0-50.8); mas alto en hombres
que en mujeres (21.63 vs 15.34). El indice de expresion de RD-D1 promedio fue de
23.02 (Rango: 2.9-65.0) mas alta en hombres (27.01) que en mujeres (17.83). El
indice de expresion del RD-D2 promedio fue de 8.33 (Rango: 0.1-45.8), de igual
manera mas alto en hombres (9.35) que en mujeres (7.0). Se realizé analisis
estadistico (paquete STATA version 11) para valorar si la expresion de Ki-67, RD-
D1 y RD-D2 guardaba relacion significativa con alguna de las variables o entre los
mismos marcadores. El sexo [Ki-67 (p= 0.828), RD-D1 (p= 0.321) y RD-D2 (p=
0.494)], la localizacion del meningioma [Ki-67 (p= 0.362), RD-D1 (p= 0.268) y RD-
D2 (p= 0.670)], el grado histolégico de acuerdo a la clasificacién de la OMS del 2007
[Ki-67 (p= 0.658), RD-D1 (p= 0.762) y RD-D2 (p= 0.873)], niveles de FSH [Ki-67 (p=
0.572), RD-D1 (p=0.713) y RD-D2 (p= 0.825)], niveles de LH [Ki-67 (p= 0.421), RD-

D1 (p= 0.799) y RD-D2 (p= 0.701)], niveles de PRL [Ki-67 (p= 0.024), RD-D1 (p=



0.145) y RD-D2 (p= 0.833)], IMC [Ki-67 (p= 0.290), RD-D1 (p= 0.110) y RD-D2 (p=
0.638)]. No hubo relacion significativa entre los marcadores celulares: Ki-67 no tuvo
relacion significativa con RD-D1 (p=0.955) ni RD-D2 (p= 0.416); tampoco entre el
RD-D1y RD-D2 (p= 0.539). Las unicas 2 variables que tuvieron relacién significativa
fue edad con Ki-67 (p= 0.03) y niveles de prolactina con Ki-67 (p= 0.02). El resto de

las variables sexo

Grafica 1. Se muestran los porcentajes de la localizacion de MNG’s analizados en

esta serie.

Localizacion del Meningioma

M Fosa anterior
M Fosa media
¥ Fosa posterior

Convexidad
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Grafica 2. Se muestran los grados histolégicos de acuerdo a la clasificacion de la

OMS de 2007 de los MNG's analizados en esta serie.

Grado del Meningioma

Grafica 3. Valor hipotético no paramétrico para la expresion de RD-D1 en los

MNG's analizados en esta serie, Kurtosis= 4.463; Sesgo= 1.542.

Density




Grafica 4. Valor hipotético no paramétrico para la expresiéon de RD-D1 en los

MNG’s analizados en esta serie, Kurtosis= 2.866; Sesgo= 0.878.

Grafica 5. Valor hipotético no paramétrico para la expresion de RD-D1 en los

MNG's analizados en esta serie, Kurtosis= 5.767; Sesgo= 1.993.
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Grafica 6. Relacion entre la expresion de Ki-67 y RD-D1. Coeficiente= 0.242 (p=

0.265).
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Grafica 7. Relacion entre la expresion de Ki-67 y RD-D2. Coeficiente= 0.07 (p=

0.749).
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Grafica 8. Relacion entre la expresion de RD-D1 y RD-D2. Coeficiente= 0.205 (p=

0.348).
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Figura 1. Biopsia B14-146/9 con nula expresion de Ki-67

Figura 2. Biopsia B14-356/3 con nula expresion de Ki-67
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Figura 3. Biopsia B14-59/10 con nula expresion de Ki-67

Figura 4. Biopsia B14-434/1 con bajo indice de expresion de Ki-67




Figura 5. Biopsia B14-123/5 con bajo indice de expresion de Ki-67

G~ T SRR N e

3T A%,

N

."
.

Figura 6. Biopsia B10-859/8 con bajo indice de expresion de Ki-67
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Figura 7. Biopsia B14-506/5 con expresion alta de Ki-67

Figura 8. Biopsia B10-489/18 con expresion alta de Ki-67
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Figura 9. Biopsia B14-123/9 con expresion alta de Ki-67

5 ) ® » @ oo D 1o
el N FoNen N
( Q @ . g " -~ % AL -
< - * L v
.z:' QY 9 N £ ﬁﬁ(‘ 5 Q
B O SR ‘ o
" f! 3 . % 0 ‘.,5. ™
8-a" . YR &2 - Bain 3 5\Q
+ Y . X -~ {
} :";,‘.‘ l'.;p . P & o o™ » ]
» a ‘)-" ,‘.:tJ’
. ?e “' “‘3 (:’: \’ a
I Q’ 6 K
- = 0 “»
: (D ) S8 &
@ '/‘/\( a‘,$ : ‘%“4:‘ ; L 54
p ‘\: S :" #I 't) ¢ !
e LB D e o
e £, ™ v .
L ’

Figura 10. Inmunohistoquimica con alta expresion de RD-D1
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DISCUSION:

Este es un estudio innovador que nos brinda informacion interesante. Los
MNG’s que padece la poblacion mexicana que se sometid a reseccion en el
INNYN"MVS” y que pudimos analizar en esta serie, no discrepan de lo publicado a
nivel mundial, mayor afeccién en la quinta década de la vida y subtipo histolégico
mas comun el tipico.***>*® La mayor afeccién de hombres que mujeres puede ser
debido a nuestro pequeno numero de pacientes. Es importante resaltar los MNG's
que afectan la base del craneo (tubérculo selar, esfenoidales, esfeno-orbitarios,
clinoideos, del seno cavernoso y petroclivales), un nimero muy alto en nuestra serie
por el sesgo de ser un centro de referencia a nivel nacional. Lo que a su vez, al ser
una localizacién de dificil acceso, con multiples estructuras neurovasculares,
provoca una mayor cantidad de MNG's residuales con mayor riesgo de recurrencia
(90% en nuestra serie). Todo esto acentua la necesidad que tenemos de encontrar
nuevas opciones terapéuticas efectivas para estos pacientes, que nos ayuden a
evitar la morbimortalidad acumulada con cada intervencién. Ademas, tiene
repercusion en todos los niveles, ya que ahorra a los sistemas de salud costos de

hospitalizacion, cirugias e incapacidad.

Ki-67

El tipo de reseccidn quirdrgica y los parametros histolégicos, son los
principales predictores de recurrencia en MNG’s. Entre mas radical la reseccién
menor la posibilidad de recurrencia.”® De tal manera que la tasa de recurrencia a 5
afos para un paciente con reseccion total y un meningioma benigno puede ser de

0%.48



Otras caracteristicas que ayudan a predecir recurrencia son: MNG's
multicéntricos, localizacion, edad, sexo y antecedente de radioterapia. Ademas, de
ciertas caracteristicas histolégicas como: hipervascularidad, depésitos de
hemosiderina, patron laminado, nucléolos prominentes, mitosis, micronecrosis y
pleomorfismo nuclear, correlacionan con recurrencia pero solo se observan en
MNG's catalogados como atipicos o anaplasicos. Muchos estudios han demostrado
disminucién del intervalo libre de recurrencia cuando los MNG's se transforman de
grado | a grado Il o lll. Sin embargo, hay MNG’s que recurren y no muestran estas
caracteristicas histolégicas, por lo que las hace inadecuadas para predecir
recurrencia en resecciones totales.*’*"

Ho y cols. Proponen que para considerar un MNG como atipico debe cumplir
con 2 de los siguientes 3 parametros: perdida de la arquitectura, mitosis >1 5/mm?
y necrosis. Por lo regular los tumores benignos no muestran invasién cerebral, sin
embargo no hay un solo parametro histolégico para predecir recurrencia entre los
MNG's benignos (grado |). El analisis de MNG's recurrentes ha encontrado que el
intervalo de tiempo para recurrencia se asocia con el potencial de proliferacion
demostrado con MIB-1 LI (Ki-67).*®

El Ki-67 es un marcador nuclear de proliferacion celular que ha sido utilizado
para asociarlo con los diferentes grados histolégicos de MNG, demostrando mas
actividad en casos malignos.*®#¢*"°* Ademas, es una herramienta para predecir
recurrencia con la ventaja de ser rapido, confiable, barato y permitir una correlacién
morfoldgica directa.” La expresién antigénica del MIB-1 aumenta con la progresion

del ciclo celular, crece durante la mitad tardia de la fase S y alcanza un pico en la
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fase Gy, la fase M y en lineas celulares malignas; y esta ausente en la fase Gy y la
fase temprana de la fase G;.4**°

Los MNG’s benignos no recurrentes muestran indices bajos de MIB-1,
mientras los valores son altos en MNG’s benignos recurrentes, atipicos vy
anaplasicos. La diferencia del indice de MIB-1 entre benignos no recurrentes y
benignos recurrentes es estadisticamente significativa; mientras que entre MNG's
benignos recurrentes y MNG's atipicos esta diferencia no es significativa. Por lo
tanto el indice de MIB-1 tiene un valor real para predecir recurrencia tumoral en
MNG’s benignos, que subsecuentemente muestran caracteristicas de MNG's
atipicos.*®°%**°" | a hipétesis es que durante el proceso de transformacion de grado
tumoral, las células estan biolégicamente activas (lo que se evidencia por su
potencial proliferativo), pero aun no muestran caracteristicas histolégicas de MNG
atipico.’? Esta positividad nuclear se observa en la periferia del espécimen (células
que se encuentran en la fase no-Gp), mientras las células del centro estan en fase
Go, lo que sugiere que el MIB-1 debe analizarse en la parte periférica del tumor para

conocer el potencial proliferativo exacto.*

RD-D2

La expresion de RD ha demostrado ser negativa mediante andlisis de
Scatchard, detectable en algunos casos mediante Northern blot y positiva en el
100% de los casos mediante RCP (secuencia del RD-D2).%"3?
Al emplear un método cualitativo para analisis inmunohistoquimico, dado las
caracteristicas sincitiales de estas neoplasias, se ha detectado hasta 93.6% de

positividad para RD-D2. Sin asociacién significativa entre su expresién y género,



edad, recurrencia o crecimiento.>**° A la fecha es el tnico reporte relacionado a la
expresion inmunohistoquimica de RD-D2 en MNG’s para hacer una comparacion
de resultados. La presencia de estos RD-D2 en mas del 90% de los MNG’'s
analizados, incluidos los histolégicamente malignos (analizaron OMS grado |, Il y
[II), merecen investigaciones adicionales del potencial terapéutico de los AD para
tratar estos tumores.

Este es el unico estudio con el que podemos comparar nuestros resultados.
Sin embargo, ellos no mencionan su indice de expresion, unicamente que

encontraron RD-D2 en mas del 90% de las muestras que analizaron.
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CONCLUSION:

Resultaba interesante analizar los resultados que existian en cuanto a la
respuesta antiproliferativa que habian demostrado tener las células de MNG’s a
potentes AD que actuan predominantemente sobre los RD-D2 (cabergolina y
bromocriptina), con minimo efecto sobre el RD-D1. Por un momento consideramos
que habia que seguir esa linea de investigacion y al haber predominio de RD-D1 en
este tipo de tumores, buscar una mejor respuesta antiproliferativa con un AD mas
potente sobre el RD-D1. Entonces este seria el RD involucrado en el control del
crecimiento y el objetivo terapéutico.

Al mismo tiempo nos preguntamos si era una ausencia real del RD-D2, o lo que
estaba fallando era el método de deteccion. Considerando que la estimulaciéon del
RD-D2 es la que desencadena una respuesta intracelular inhibidora.

Ahora sabemos que los MNG’'s expresan RD-D2 detectados mediante
inmunohistoquimica. Posteriores estudios, prospectivos, multicentricos y con mayor
poblaciéon de estudio nos ayudaran a determinar si al ser estimulados con AD se

puede lograr un efecto antiproliferativo in-vivo.
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