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RESUMEN

TiTULO: ASOCIACION DE LA SOBREEXPRESION DE FOXM1*3 CON EL GRADO
DE MALIGNIDAD EN LOS ASTROCITOMAS DIFUSOS DE TIPO ADULTO

ANTECEDENTES: Segun la clasificacion de tumores del sistema nervioso central
(OMS CNS5) de 2021, los gliomas difusos de tipo adulto (ATDG) son un grupo de
neoplasias malignas compuesto por tres tipos diferentes de tumores: a)
Astrocitomas, IDH-mutante, grados 2 a 4; b) Oligodendroglioma, IDH-mutante y
codelecionado 1p/19q, grados 2 y 3; y c) Glioblastoma IDH-wildtype grado 4. Aunque
cada tipo de tumor tiene un perfil genético/molecular alterado, el grado de
malignidad no puede definirse por las alteraciones genéticas propuestas. Por lo
tanto, los neuropatélogos deben confiar en las caracteristicas histopatolégicas para
establecer el grado de malignidad.

FOXM1, miembro de la subfamilia FOXM, es un factor de transcripcion involucrado
en la organogénesis, el control del ciclo celular y el mantenimiento de la estabilidad
cromosoémica. El transcrito de ARNm de FoxM1 se sobreexpresa en varios tipos de
cancer, y se ha visto que su sobreexpresion se asocia con la progresion maligna de

los astrocitomas.

OBJETIVO: Asociar la sobreexpresion del transcrito FOXM1*3 con el grado de

malignidad de los astrocitomas difusos de tipo adulto.

MATERIAL Y METODOS: Se realizara un estudio observacional, analitico,
transversal, retrospectivo, analizando bases de datos de anatomia patoldgica y
biologia molecular de pacientes con diagndstico de astrocitomas difusos de tipo
adulto de acuerdo con la clasificacion CNS5 actual de la OMS en el periodo de 2011
a 2020, para evaluar la asociacion de la sobreexpresion de FOXM1*3 con el grado

de malignidad determinado por histopatologia.

RECURSOS E INFRAESTRUCTURA:
Recursos humanos: Médico del servicio de Neurocirugia y Neuropatélogos del
Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital de Especialidades del Centro Médico

Nacional "Siglo XXI", Doctora en Ciencias de la Unidad de Investigacion en



Enfermedades Neurolégicas el Hospital de Especialidades del Centro Médico
Nacional "Siglo XXI".

Recursos fisicos: Expedientes y bases de datos del servicio de Anatomia Patoldgica
y la Unidad de Investigacion en Enfermedades Neuroldgicas.

Recursos financieros: El estudio no requiere recursos financieros adicionales.

EXPERIENCIA DEL GRUPO: La Dra. Iris Feria Romero, tutora principal es experta
en biologia molecular y tumorogénesis del sistema nervioso central. La tesista,
residente de Neurocirugia, y la investigadora asociada, Dra. Barbara Nettel Rueda,
meédico de base encargada del area de Neuro-oncologia del Servicio de
Neurocirugia, tienen amplia experiencia en el diagndstico y manejo de pacientes con
el diagndstico de astrocitomas difusos de tipo adulto. El grupo de colaboracion
(Neurocirugia, Anatomia patoldgica y la Unidad de Investigacion en Enfermedades
Neuroldgicas) han trabajado en conjunto por mas de 10 afios en el diagndstico
histopatolégico y molecular de los gliomas difusos del tipo adulto, asi como en

tratamiento y seguimiento de estos pacientes.

TIEMPO A DESARROLLARSE: De enero a Julio de 2023

PALABRAS CLAVE: astrocitoma difuso de tipo adulto, FOXM1 isoforma 3, grado de

malignidad.



MARCO TEORICO

Segun la clasificacion de tumores del sistema nervioso central (OMS CNS5) de la
Organizacion Mundial de la Salud de 2021, los gliomas difusos de tipo adulto (ATDG)
son un grupo de neoplasias malignas compuesto por tres tipos diferentes de
tumores: a) Astrocitomas, IDH-mutante, grados 2 a 4 (A2, A3 y A4); b)
Oligodendroglioma, IDH-mutante y codelecionado 1p/19q, grados 2y 3 (O2 y O3); y
c) Glioblastoma IDH-wildtype (GBM IDHwt), grado 4 (1). Aunque cada tipo de tumor
tiene un perfil genético/molecular alterado, el grado de malignidad no puede definirse
por las alteraciones genéticas propuestas, excepto GBM IDHwt, que se clasifica
como grado 4. Por lo tanto, los neuropatélogos deben confiar en las caracteristicas
histopatoldgicas para establecer el grado de malignidad. Posteriormente, el equipo
multidisciplinario decidira el tratamiento adecuado en base al diagndstico integrado
(2, 3).

Los astrocitomas abarcan el 70-75% de los gliomas y representan el mas complejo y
diverso grupo de tumores neurogliales. Su comportamiento clinico depende de las
caracteristicas histoldgicas, localizacion topografica y hallazgos bioldgicos

intrinsecos, entre otros.

En el 2007 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en una reunion de consenso
con 25 patdlogos y genetistas en el centro Aleman para la Investigacion del Cancer
(Heidelberg), se propuso la definicion de los cuatro grados de malignidad. En 2016
se realizd una actualizacion de criterios diagndsticos de acuerdo a marcadores
moleculares introduciendo la mutaciéon IDH como criterio para la reclasificacion de
algunos de estos (4). Posteriormente, en el 2021 se realiz6 una modificacion de
acuerdo a las nuevas consideraciones de diagnostico molecular. Los gliomas grado
2 son lesiones infiltrantes de baja actividad mitética pero que recurren, algunos
tienden a avanzar a grados mas altos de malignidad. En este nivel se agrupan a las
demas lesiones astrociticas fibrilares. Los gliomas grado 3 son lesiones de
malignidad histolégica evidente por su alta actividad mitética, capacidad de
infiltracion y anaplasia por lo que la mayoria de los pacientes reciben radioterapia y
quimioterapia. En este nivel se encuentra el astrocitoma anaplasico. Los gliomas
grado 4 son neoplasias citolégicamente malignas, con mitosis activa y tendencia a la
necrosis de rapida evolucion y prondstico infausto. El glioblastoma se encontraba en

este grupo; sin embargo, ahora se diferencia de los astrocitomas grado 4 por su



estado molecular de IDH-Wildtype lo cual le confiere un comportamiento clinico mas

agresivo y peor prondstico (1).

Incidencia y pronodstico de los tumores cerebrales.

Los gliomas de bajo grado ocurren en adultos jovenes, normalmente antes de los 40
afnos y comprenden un espectro de subtipos histologicos semejantes a las células
microgliales diferenciadas sin evidencia de anaplasia. En este grupo de gliomas de
bajo grado los astrocitomas difusos son los mas comunes, ya que representan el 60
al 70% (2, 5).

Los astrocitomas de alto grado de malignidad pueden desarrollarse de novo
(primarios) o pueden progresar de una lesion precursora de un grado mas bajo
(secundarios). Los astrocitomas que progresan de una lesion de menor grado de
malignidad usualmente ocurren en pacientes mas jovenes y tienen un curso clinico
mas largo. Las lesiones primarias o de novo generalmente se desarrollan después
de la quinta década de la vida con sintomas que progresan rapidamente; los
astrocitomas de alto grado presentan un crecimiento acelerado de vasos de

neoformacion que parecen ser necesarios para su progresion (6, 7).

En Meéxico, un estudio epidemiologico descriptivo y comparativo que analiza la
frecuencia de neoplasias intracraneales en 1,776 pacientes entre los afios 1987 al
1994; de los cuales el 33% fueron gliomas. El glioblastoma represento el 28% de los
gliomas. El promedio de vida en pacientes con glioblastoma fue de 16 meses y la
mayor sobrevida se alcanz6 en pacientes que se les realizd una reseccién radical

con un tratamiento combinado de radioterapia y quimioterapia (8).

Otro estudio mexicano mas reciente analizé 351 pacientes con tumores cerebrales,
de los cuales el 28.2% fueron diagnosticados con un tumor astrocitico. El 27.2% se

reporté como grado 2, 17.1% como grado 3 y 39.3% como grado 4 (9).

En 2008 se reporté una mediana de sobrevida para glioblastoma que varia de 12.2 a
18.2 meses, para astrocitoma grado 3 la sobrevida es de 41 meses en promedio;
para gliomas de bajo grado se reporta un mejor prondstico, aunque la mayoria de los
pacientes eventualmente moriran por progresion de la enfermedad; presentando una
sobrevida de 5 afios en el 42 al 92% (10).



Un estudio mas reciente reportd una sobreviva media para glioblastoma de 12.6
meses, astrocitoma grado 4 de 26.4 meses, astrocitoma grado 3 de 53.6 meses y
grado 2 de 55.4 meses (11).

Tratamiento de los gliomas.

La reseccidon microquirurgica es la modalidad terapéutica mas comun en el
tratamiento de los gliomas. Sin embargo, no existe un consenso general en la
literatura sobre el papel de la extension de la reseccion del tumor para mejorar el
pronostico de los pacientes. Los gliomas son dificiles de curar solo con cirugia y la
mayoria de los pacientes experimentan alguna forma de recurrencia, a excepcién de
los tumores grado 1 segun OMS.

Con respecto al tratamiento de pacientes con gliomas de alto grado de malignidad,
continua siendo un reto para la neurocirugia moderna ya que existe poca evidencia
en la literatura de que un manejo quirurgico agresivo prolongue significativamente la
sobrevida (3, 10).

La radioterapia (RT) se emplea como un tratamiento complementario al tratamiento
quirurgico de los gliomas, ya sea de forma adyuvante, radical, paliativa o de rescate.
Durante varias décadas no se contaba en el mercado con agentes
quimioterapéuticos capaces de cruzar la barrera hemato-encefélica, razén por la
cual se uso la radioterapia como unica modalidad terapéutica durante mas de 20

anos.

Con la aparicion de la temozolomida, la evolucidn y pronostico de pacientes con
gliomas ha mejorado en los ultimos afios cuando se asocia con radioterapia
concomitante. La temozolomida es un agente alquilante su mecanismo de accion
consiste en inhibir la replicacion del DNA. Es un profarmaco que se transforma de
forma espontanea en el organismo a su metabolito activo, la monometil
triazenoimidazol carboxamida (MTIC), el mismo metabolito activo de la dacarbazina.
Durante la activacion de la temozolomida, la dacarbazina, entre otros, se produce
metildiazonio durante el proceso oxidativo y rapidamente se escinde el nitrégeno
(N2) y un ion carbono CH3* que actua como elemento "alquilante", el cual provoca la

metilacion de algunas bases del ADN (fundamentalmente la guanina). Ademas, en el



proceso oxidativo que conduce a la activacién del farmaco pueden formarse otros
radicales libres capaces de provocar degradacion del ADN e incluso rupturas

cromosomicas (12).

La biologia molecular de los gliomas difusos del tipo adulto.

Por mas de un siglo, el diagnéstico de los gliomas difusos (DG) se basaba
primordialmente en los hallazgos histopatoldgicos; sin embargo, con la identificacion
de marcadores moleculares relevantes en el comportamiento clinico de estos

tumores, se han tenido que replantear los criterios diagndsticos y definiciones.

En el caso de las alteraciones genéticas presentes en los astrocitomas grado 2, se
ha observado una trisomia del cromosoma 7 o al menos una ganancia del locus 7q
como la anormalidad mas comun, sin identificar algun gen relevante, asi como
silenciamiento por hipermetilacién de los genes MGMT del locus 10926 (13,14).

Las alteraciones genéticas de los astrocitomas grado 3 presentan ganancia en el
cromosoma 7 como mutaciones en TP53 e IDH1. También se han observado

mutaciones en el gen RB1 en el 25% de los tumores (15,16).

Por ultimo, los glioblastomas constituyen alrededor del 50% de todos los gliomas asi
como el 30% de todos los tumores intracraneales. Las alteraciones gendémicas en
este tipo de tumores son las mas estudiadas por su frecuencia y malignidad. Las
aberraciones cromosémicas mas frecuentes en los glioblastomas es la pérdida de
material genético en el cromosoma 10. Los estudios moleculares en la formacion de
este tipo de tumores han permitido establecer el concepto del glioblastoma primario
y secundario. Los glioblastomas pueden ser primarios o de “novo” (GB1) y suelen
aparecer entre los 60-70 afios; los secundarios (GB2) inician como un astrocitoma
de bajo grado y posteriormente sufre una transformacion anaplasica, suelen
presentarse entre los 40-50 anos. En el GB1 se presenta generalmente amplificacion
en los genes EGFR, CDK4 y MDM2 o MDM4; la eliminacion homocigota de los
genes CDKN2A y p14ARF; mutacion/eliminaciéon homocigota del gen RB1; mutacién
del gen PTEN; monosomia del cromosoma 10. El GB2 presenta pérdidas alélicas en
19q y 13q; la hipermetilacion del promotor del gen RB1; la sobreexpresion de
PDGFRA; una frecuencia de mutacion en los genes TP53 e IDH1 en 2/3 partes de
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los casos, a diferencia del GB1 que solo se presentan mutaciones en el gen TP53 en

menos del 30% de los casos (16, 17).

En 2022 se elaboré una guia para la utilizaciéon de marcadores moleculares en el
diagnostico de gliomas difusos por el Colegio Americano de Patdlogos en
colaboracion con la Asociacion Americana de Neuropatélogos, la Asociacion de
Patologia Molecular y la Sociedad de Neuro-Oncologia (15). 13 recomendaciones
basadas en evidencia, intentan establecer un algoritmo para el diagnéstico y mejorar

el manejo integral de estos tumores.

1. El estado mutacional de IDH debe realizarse en todos los gliomas difusos

2. El estado de ATRX debe evaluarse en todos los DG mutantes de IDH a menos
que muestren codelecion 1p/19q

3. El estado de TP53 debe evaluarse en todos los DG mutantes de IDH a menos que
muestren codelecion 1p/19q

4. La codelecion 1p/19q debe evaluarse en GD con mutacién IDH a menos que
muestren pérdida de ATRX o mutaciones en TP53

5. La prueba de delecion homocigota de CDKN2A/B debe realizarse en astrocitomas
con mutacion IDH

6. La prueba de metilaciéon del promotor MGMT debe realizarse en todos los GB,
IDH-Wildtype

7. Para los DG mutantes en IDH, es posible que no sea necesario realizar pruebas
de metilacion del promotor de MGMT

8. Las pruebas de mutacion del promotor de TERT se pueden usar para
proporcionar mas apoyo para el diagnéstico de oligodendroglioma y de IDH-WT GB
9. Para los DG de grado histoldgico 2-3 que son IDH-WT, se deben realizar pruebas
para la ganancia del cromosoma 7 / pérdida completa del cromosoma 10,
amplificacion de EGFR y mutacion del promotor de TERT para establecer el
diagnostico de GB, IDH-WT, grado 4

10. La prueba H3 K27M debe realizarse en GD que involucren la linea media en el
contexto clinico y entorno patologico

11. La prueba H3 G34 se puede realizar en pacientes pediatricos y adultos jévenes
con DG IDH-WT

12. La prueba de mutacion BRAF (V600) se puede realizar en DG que son IDH-WT y
H3-WT

11



13. Las pruebas de MYB/MYBL1 y FGFR1 se pueden realizar en nifos y adultos
jévenes con DG que son histologicos grado 2-3 y son IDH-WT y H3-WT

Marcadores asociados con la malignidad del glioma.

La identificacidén de células tumorales y la etapa de evolucion son primordiales en el
diagnoéstico y prondstico del cancer. Los marcadores de cancer se clasifican en
celulares y humorales; los primeros estan asociados con las células cancerosas, se

obtienen por biopsia y son usados en pruebas de patologia (17).

Los eventos involucrados en la respuesta inmunoldgica, regulacién de la
transcripcion de genes (factores de transcripcion) y apoptosis, que inicialmente se
estudiaron como probables blancos terapéuticos en el tratamiento del tumor, en este
momento permiten evaluar la malignidad del glioma por su correlacion en la

expresion del RNAm y su proteina:

Factores de transcripcion.

Los procesos de sefalizacion que se traducen en el citoplasma, se originan en la
superficie celular por la activacion de los receptores de factores de crecimiento y
citocinas, posteriormente llegan al nucleo donde regulan la transcripcion de genes.
La represion y activacion de la transcripcion de genes son necesarias para dar
respuesta a la sefalizacién celular, por ello, determinados factores de transcripcion
(proteinas capaces de regular la expresion génica en el nucleo en respuesta a
sefales citoplasmaticas) regulan procesos de proliferacion celular, induccién de
apoptosis y/o reparaciéon del DNA, cuya alteracidn esta asociada a los procesos
tumorales. Los factores de transcripcion que se unen a la RNA pol Il se dividen en a)
los factores generales son necesarios para iniciar la sintesis de RNA en todos los
promotores y forman el aparato de transcripcion basal; b) Los factores ascendentes
reconocen promotores del DNA (elementos especificos de consenso cortos)
localizados ascendentemente en el punto de inicio de todos los tejidos, son no estan
regulados y son necesarios para incrementar la eficiencia de la iniciacion; c) Los
factores inducibles son semejantes a los factores ascendentes, sin embargo estan
regulados, las secuencias de unién se conocen como elementos de respuesta y se

sintetizan o activan a tiempos y tejidos especificos (12, 14).
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La familia de factores de transcripcién del tipo “forkhead” presente en los mamiferos,
estd compuesta por mas de 50 proteinas y comparten el dominio de union a DNA
tipo extremo hélice. Dentro de esta familia, la proteina FoxM1 se expresa
principalmente en tejido fetal y esta ausente en células diferenciadas. Esta proteina
es clave en la regulacion del ciclo celular para la transicion de la fase G1 a Sy en la
progresion de la mitosis, especificamente como mediador en la progresion G2-M y
en la segregacion cromosomica junto con Nek2, KIF20A, CENP-A, CENP-F,
CDc25A, CDc25B, p27Kip1. La actividad transcripcional de FoxM1 depende
estrechamente del ciclo celular por requerir la union del complejo Cdk (cinasa
dependiente de ciclina)—ciclina, ademas la pérdida de FOXM1 causa la amplificacion
del centrosoma y una catastrofe en la mitosis. EI gen de FoxM1 se compone de 9
exones, de los cuales dos se expresan de forma alternativa dando lugar al menos a

2 isoformas.

FOXM1, miembro de la subfamilia FOXM, es un factor de transcripcion involucrado
en la organogénesis, el control del ciclo celular y el mantenimiento de la estabilidad
cromosomica (18, 19). El transcrito de ARNm de FoxM1 se sobreexpresa en varios
tipos de cancer, como el de prostata, mama, pulmoén, ovario, colon, pancreas,
estdbmago, vejiga, higado, riidn y gliomas de alto grado (20, 21). El gen FOXM1 esta
ubicado en el cromosoma 12p13.33 del genoma humano y consta de 10 exones, 9
de los cuales dan lugar a la isoforma 1 (FOXM1*1), la proteina mas grande; la
pérdida del exén 6 (direccién 5' a 3') da lugar a la isoforma 2 (FOXM1*2); y la
pérdida de los exones 6 y 9 da lugar a la isoforma mas pequena (FOXM1*3). Ahora
se reconoce que las isoformas 4 y 5 son similares a la isoforma 3, pero con
modificaciones menores en los exones 3, 5 o 7 (22). Aunque Van Den Boom et al.
(2003) identificaron por primera vez la sobreexpresion de FOXM1 en astrocitomas
con diferentes grados de malignidad, Liu et al. (2006) fueron los primeros en
proponer que la expresion de la isoforma mas pequefia del transcrito FOXM1B
estaba asociada con la progresion maligna de los astrocitomas (21-23).

Observaron por la técnica de RT-PCR semi-cuantitativa una asociaciéon entre el nivel
de expresion de la isoforma FOXM1B y el grado de malignidad de muestras de
astrocitomas de bajo grado, astrocitoma anaplasico y glioblastoma (21).
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JUSTIFICACION

Los gliomas constituyen mas del 30% de los tumores intracraneales en México. La
cirugia resectiva en combinacion con la radio y quimioterapia, es la opcion para el
tratamiento de los gliomas de alto grado y su adecuado diagndstico define la
esperanza de vida del paciente, principalmente en aquellos que presentan gliomas
de bajo grado. Esta responsabilidad recae principalmente en el patélogo
especializado quién dictamina el grado de malignidad del glioma con base en su
experiencia. Hasta el momento no existe un marcador molecular cuantitativo que
exprese el grado de malignidad de los gliomas difusos de tipo adulto (ATDG). El
diagndstico de estas neoplasias se basa en las caracteristicas histopatologicas
definidas por neuropatdlogos sin embargo existe una discrepancia interobservador
sobre todo en los tumores que tienen caracteristicas heterogéneas de bajo y alto
grado de malignidad. Es por eso que, una vez establecidos los parametros en la
presencia y expresion de estas proteinas de acuerdo al grado de malignidad, se
apoyara el diagnostico, tratamiento individualizado y manejo multidisciplinario de

este tipo de neoplasias.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los gliomas difusos de tipo adulto (ATDG) son neoplasias malignas que se
comportan de manera mas 0 menos agresiva de acuerdo al grado de malignidad
establecido en la clasificacion de tumores del Sistema Nervioso Central; sin embargo
los neuropatdlogos solo cuentan con las caracteristicas histopatoldgicas,
particularmente en los grados 2 y 3, para establecer un diagndstico. De esta manera,
se ha encontrando una discrepancia interobservador y, en ocasiones un curso clinico
de la enfermedad bastante heterogéneo en este grupo de neoplasias por lo que no
es posible definir con certeza el manejo adecuado y pronéstico al momento del

diagnéstico.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe una asociacion entre la sobreexpresion del transcrito FOXM1*3 con el grado
de malignidad de los astrocitomas difusos de tipo adulto de pacientes intervenidos
del 2011 al 2020 en el Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo
XXI?

OBJETIVO GENERAL

Asociar la sobreexpresién del transcrito FOXM1*3 con el grado de malignidad de los

astrocitomas difusos de tipo adulto.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Integrar una cohorte retrospectiva de pacientes con diagndéstico de
astrocitomas difusos de tipo adulto operados en el servicio de Neurocirugia
del Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI

2. Analizar la sobreexpresion de FOXM1*3 en pacientes con diagndstico de
astrocitomas difusos de tipo adulto

3. Correlacionar el grado de malignidad determinado por la sobreexpresion de

FOXM1*3 con el diagndstico histopatoldgico actual de los neuropatolégos.

HIPOTESIS GENERAL

La sobreexpresion del transcrito FOXM1*3 se asocia con el grado de malignidad de

los astrocitomas difusos de tipo adulto.

MATERIAL, PACIENTES Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO DE INVESTIGACION:
1. Por la intervencion. Observacional

2. Por el tiempo en que se produjo la informacion: Retrospectivo
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3. Por la interpretacion de resultados. Analitico

4. Por la medicidon de variables de resultado. Transversal.

UNIVERSO DE TRABAJO:

Pacientes con diagndstico histopatoldégico de astrocitoma difuso de tipo adulto
operados en el Hospital de Especialidades “Dr. Bernardo Sepulveda” del Centro

Médico Nacional Siglo XXI.

MUESTRA:

Pacientes con diagnostico de astrocitoma difuso de tipo adulto que se sometieron a

reseccion del tumor de 2011 a 2020.

SELECCION DE PACIENTES

TAMANO DE MUESTRA: Dado que es un estudio transversal no requiere célculo
del tamafo de muestra, se incluiran todos los pacientes que cumplan los criterios de

seleccion en el periodo referido.

Tipo de Muestreo: No probabilistico por conveniencia

CRITERIOS DE INCLUSION:

1. Pacientes mayores de 18 afios operados en el Hospital de Especialidades
“Dr. Bernardo Sepulveda” del Centro Médico Nacional Siglo XXI de 2011 a
2020.

2. Pacientes con diagndstico histopatoldgico de astrocitoma difuso de tipo adulto
segun la clasificaciéon de tumores del sistema nervioso central (OMS CNS5
2021) corroborado por tres neuropatologos.

3. Pacientes con medicidon de sobreexpresion de FOXM1*3.

CRITERIOS DE EXCLUSION:

1. Pacientes con diagndstico diferente al de astrocitoma difuso de tipo adulto

2. Pacientes sin la evaluacion del transcrito FOXM1*3.
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DESCRIPCION DE LAS VARIABLES:

VARIABLE DEFINICION DEFINICION OPERACIONAL
DESCRIP CONCEPTUAL

TORA

Edad

Sexo

FoxM1

Astrocit
m
grado 2

(0]
a

Numero de
anos que tiene
el paciente
desde que
nace hasta el
momento de
ingreso al
estudio.

Condiciodn
organica que
diferencia
hombres vy
mujeres

Proteina que
regula el ciclo
celular y la
progresion en
la mitosis en el
tejido fetal.

Tumores de
estirpe
astrocitica
fibrilar, son
neoplasias de
limites mal
definidos,
infiltrantes,
recidivantes y
tienden a
transformarse
en malignos.

Numero de afos reportado en
el expediente clinico.

Condicién organica reportada
por el paciente y corroborado
en el expediente clinico.

RT-PCR: Extraccion de RNA
total, sintesis de cDNA e
identificacion por primers
especificos.

Histopatoldgicamente: es

difuso, fibrilar, células con
nucleos moderadamente
pleomorficos, procesos
celulares que forman un fondo
fibrilar glial. Astrocitomas
gemistociticos, caracteristicos
por un citoplasma prominente
y eosinofilo copioso y procesos
celulares cortos.

Astrocitomas protoplasmicos
caracterizados por un
citoplasma incospicuo (muy
pequeno) y proceso celular.
Positivo a GFAP por
inmunohistoquimica.

TIPO DE
VARIA
BLE.

Descrip
tiva

Descrip
tiva.

Descrip
tiva.

Descrip
tiva

ESCALA
DE MEDI
CION.

Cualitat
i v a
Continu
a

Cualitat
i v a
Nomina
l.

Cuantit
ativa
continu
a

Cualitat
i v a
Nomina
|

INDICA
DOR.

ARos

Hombr
e /
Mujer

Cifra

Si/ No
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Astrocito Tumor de Histopatolégicamente: Descrip Cualitat Si/No
m af o r m a Actividad mitética. Mayor tiva. i v a
grado3 neoplasica de densidad celular y mas Nomina

alta malignidad, nucleos pleomorficos que un I

infiltrantes y grado 2. Mayor numero de

con posibilidad astrocitomas gemistociticos

de metastizar. que el grado 2.

El mas comun

es el

Astrocitoma

anaplasico.
Astrocito T u m o r Patologia del grado 3. Descrip Cualitat Si/ No
m a difusamente Proliferacion microvascular y/o tiva. i v a
grado4 infiltrante y necrosis. Nomina

pobremente I
diferenciado de

las células

gliales, suele

originarse en la

sustancia

blanca. El mas

comun es el

glioblastoma.

PLAN DE RECOLECCION DE LA INFORMACION

Se revisaran expedientes y bases de datos de pacientes con el diagndstico de
astrocitomas difusos de tipo adulto previamente corroboradas por tres
neuropatologos (al menos dos de ellos debieron coincidir en el diagnéstico) asi como
base de datos de pacientes con dicho diagndstico que cuenten con la determinacion
de sobreexpresion de FOXM1*3.

FACTIBILIDAD DEL ESTUDIO:
El estudio es factible debido a que se cuenta con la disponibilidad de recursos

humanos y materiales para su realizacion, asi como el area fisica necesaria para el

analisis de datos.
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ASPECTOS ETICOS:

- Apego a normativas v tratados

Este protocolo se realiza con apego y fundamentado a los lineamientos actuales de

las guias internacionales asi como a la normatividad ética vigente.

Este estudio considera los aspectos éticos en la declaracién de Helsinki, en su
ultima modificacién por la 642 Asamblea General, Fortaleza, Brasil, octubre 2013.
Apegandose a lo senalado en: los principios generales; los riesgos, costos y
beneficios; los requisitos cientificos y protocolos de investigacion; los comités de
investigacion; la privacidad y confidencialidad; asi como en el consentimiento

informado.

Este estudio considera también los principios éticos basicos sefalados en el Informe
Belmont (1991) que sustentan toda la investigacién con sujetos humanos con sus 4
principios (no maleficencia, beneficencia, autonomia y justicia).

Ademas la presente investigacion se apega a las pautas publicadas por el Consejo
de Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas (CIOMS) ya que puede
justificarse éticamente pues se realiza de manera tal que respeta y protege a los
sujetos de esa investigacion, justa para ellos y moralmente aceptable en nuestro

medio.

Considera también que debera de obtenerse la aprobacion o autorizacion por parte
del Comité de Etica en investigacion y el Comité Local de Investigacién en Salud el
salud antes de realizarse la investigacion, quedando siempre sujeta las revisiones
adicionales que sean necesarias durante la investigacion, incluyendo el seguimiento

de su progreso.

Se apega de igual forma a la Pauta 4 del CIOMS, para justificar la imposicién de
cualquier riesgo a los participantes en una investigacion relacionada con la salud,
esta debera tener valor social y cientifico. El investigador(es) y el Comité de Etica de
la investigacion deberan asegurarse de que los riesgos para los participantes se
minimizaran y se equilibraran apropiadamente en relacién con la perspectiva de

obtener un posible beneficio individual y el valor social y cientifico.
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Asi mismo este estudio considera los aspectos sefialados en la Ley General de
Salud (7 de febrero de 1984, ultima reforma DOF 01-06-2021) en su Titulo quinto,
Investigacion para la salud, Capitulo unico: desarrollo de acciones que comprende al
investigacion para la salud (articulo 96); bases conforme a las cuales se debe
desarrollar la investigacion en seres humanos (articulo 100); y sanciones
correspondientes que se hara acreedor quien realice investigacion en seres
humanos contraviniendo lo dispuesto en dicha Ley (articulo 101).

En este estudio se considera ademas el Reglamento de la Ley General de Salud en
materia de investigacion para la salud (6 de enero de 1987, ultima reforma DOF 02-
04-2014): en lo que respecta al riesgo de la investigacion (articulo 17), el presente
estudio se clasifica en la siguiente categoria: Investigacion sin riesgo, pues
emplea técnicas y métodos de investigacion documental retrospectivos y no
se realiza ninguna intervencion o modificacion intencionada en las variables
fisiologicas, psicoldgicas y sociales de los individuos que participan, entre los
que se consideran: cuestionarios, entrevistas, revision de expedientes clinicos
y otros, en los que no se le identifica ni se tratan aspectos sensitivos de su

conducta.

La conduccion de la investigacidon estard a cargo de un investigador principal
(articulo 113), que desarrollara la investigacion de conformidad con un protocolo
(articulo 115), estando encargado de la direccion técnica del estudio y con las
atribuciones sefaladas (articulo 116), siendo el quién seleccione a los investigadores
asociados (articulo 117), asi como al personal técnico y de apoyo (articulo 118),
teniendo la responsabilidad, al término de la ejecucién de la investigacion, de
presentar al comité de investigacion de la institucion de atencion a la salud un
Informe técnico (articulo 119), pudiendo publicar informes parciales y finales del
estudio (articulo 120).

La seleccion de pacientes se realizara de manera imparcial, sin sesgo social, racial,
preferencia sexual y cultural, respetando en cada momento la libertad y autonomia

de los participantes.
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- Confidencialidad

Los resultados obtenidos solo seran empleados con fines cientificos, con la
seguridad que no sera identificado ningun sujeto en las publicaciones que se
desprendan de este estudio, resguardando la informacién obtenida a través del uso
de una sola base de datos solo por el investigador responsable que propone la
presente investigacion.

Se protegera la informacidn obtenida, utilizando para la identificacion de los sujetos
solo un numero de Folio; todos los resultados seran utilizados cuando se requieran vy,

en caso de publicar los resultados, no seran revelados los datos personales.

- Consentimiento informado

De acuerdo con los principios establecidos en el Reglamento de la Ley General de
Salud en materia de Investigacion para la salud: Titulo segundo, capitulo I, Articulo
17, Seccion |, investigacion sin riesgo, no requiere consentimiento informado ya que
se revisaran y analizaran bases de datos y expedientes sin realizarse intervenciones
o modificaciones en los aspectos fisioldgicos, psicolégicos o sociales de los
pacientes, en concordancia con lo establecido en el reglamento y aspectos éticos de

la investigacion en seres humanos.

- Potenciales beneficios

Si bien; no se obtendran beneficios directos para el paciente de forma inmediata, el
beneficio sera de caracter cientifico y los resultados de este estudio brindaran
informacion relevante y se incrementara el conocimiento sobre el comportamiento,
pronéstico y riesgo de recurrencia de los astrocitomas difusos de tipo adulto
proporcionando beneficios sustanciales en los protocolos de atenciéon de los
pacientes. El objetivo principal es analizar la relacién entre la expresion de los
marcadores moleculares y la malignidad de este tipo de tumores, por lo que los
resultados seran una herramienta para al médico a cargo del paciente para la toma
de decisiones con respecto al empleo de tratamiento adyuvante, necesidad de
vigilancia mas estrecha asi como valoracion del riesgo e identificacién temprana de
recurrencias para mejorar la sobreviva y la calidad de vida de los pacientes con este

diagnéstico.
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- Riesqgos de la investigacion:

Protocolo considerado como investigacion sin riesgo para la salud, ya que al tratarse
de un estudio retrospectivo no se modificara ningun tratamiento ni los resultados de
este en base a el reglamento de la Ley general de Salud en Materia de Investigacion
en salud, titulo segundo, capitulo I, articulo 17.

- Balance riesgo/beneficio:

Se considera que el beneficio de este protocolo es MAYOR que el riesgo ya que se
obtendran datos de utilidad para el conocimiento sobre el comportamiento y
prondéstico de los pacientes con astrocitomas difusos de tipo adulto para mejorar el
manejo integral de esta patologia y no representa riesgo alguno a los pacientes de la
investigacion debido a que se recabaran los datos en base a el expediente clinico

asi como bases de datos.

RECURSOS HUMANOS, FiSICOS Y FINANCIEROS:

El estudio sera realizado por:
1. Dra. Isaura Zoé Chavez Valderrama residente de 6to afio de la especialidad
de Neurocirugia
2. Investigador de la Unidad de Investigacion en enfermedades Neurologicas
(Dr. Iris a. Feria Romero, como investigador principal).
3. Médico del servicio de Neurocirugia (Dra. Barbara Nettel Rueda, como asesor

clinico y metodolégico)

Recursos fisicos: Se cuenta con los expedientes fisicos en el archivo del Hospital de
Especialidades y las bases de datos de un estudio previo para la obtencion del

diagnéstico histopatologico y determinacion de sobreexpresiéon de FOX M17*3.

Recursos financieros: El servicio de Neurocirugia, Anatomia Patologica y la Unidad
de Investigacion en Enfermedades Neuroldgicas cuenta con los recursos requeridos

para la realizacion del estudio por lo que no se requiere de recursos financieros.
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ANALISIS ESTADISTICO:

Para variables cuantitativas, de acuerdo a las pruebas de distribucion, si es normal,
se resumiran en medias y desviacion estandar, si no es normal en medianas y
rangos. Los datos se resumiran en graficas y tablas.

Los resultados se analizaran por la prueba ANOVA no paramétrica (U-Mann
Whitney) y con el programa de computo Prima STAT v 12.0, se considerada
significativa una p < 0.05.

RESULTADOS

CARACTERISTICAS DEL PACIENTE Y DE LA MUESTRA

Se incluyeron 88 pacientes con diagnostico de ATDG. La mediana de edad general
fue de 46 afos (rango de 17 a 85 afos), pero aumento progresivamente segun el
grado de malignidad (34 anos en el grado 2, 37,5 afos en el grado 3 y 61 anos en el
grado 4). La mayoria de las muestras procedian de pacientes masculinos (46/88), al
igual que la mayoria de los tumores de grado 2 (16/25). El hemisferio derecho fue el
mas afectado en el 55% (48/88) de los pacientes. Se observé afectacion de un solo
I6bulo en el 75% (66/88) de los pacientes, siendo el I6bulo frontal el mas afectado.
La diferenciacidon de células astrociticas se encontré en el 85% (75/88) de los casos,
y el diagndstico histopatolégico mas frecuente fue GB IDHwt en el 51% (45/88)
(tabla 1).

Tabla 1. Datos demograficos, localizacion, lateralidad, diagnéstico y supervivencia de los

pacientes con gliomas

Grado 2 Grado 3 Grado
Datos demograficos Total 4
Numero de pacientes, n 25 (27.8%)
88 (100%) 12 (13.3%) 51 (56.7%)
(%)
Edad, mediana de afios 34 [30 —40] 37.5[34 - 6142 —
46 [34.0 — 64.3]
[p25 —p75] 45.5] 69.5]
Hombres, n (%) 46 (52.3%) 16 (64%) 5 (41.7%) 25 (49%)
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. n (%); n (%); n (%); n (%);
Loébulos afectados . Izquierdo Izquierdo Izquierdo
Izquierdo
62 (70.5%); 20 (80%); 13 7 (58.3%); 6 35 (68.6%);
1 I6bulo
33 14
21 (23.9%); 4 (16%); 1 4 (33.3%); 1
2 16bulos 5 13 (25.5%); 3
3 16bulos 4 (4.5%); 3 1 (4%); 1 1(8.3);1 2 (3.9%); 1
Extralobar 1 (1.1%) 1 (2%)
L n (%); n (%); n (%); n (%);
Localizacién lobar . Izquierdo Izquierdo Izquierdo
Izquierdo
16 (64%);
Frontal 47 (54.4%); 25 10 9 (75%); 6 22 (43.1%); 9
Parietal 27 (38.9%); 12 4 (16%); 3 4 (33.3%); 3 19 (37.3%); 6
10 (40%);
Temporal 34 (30%); 13 s 5(41.7%); 2 19 (37.3%); 6
Occipital 8 (8.9%); 2 1(4%); 0 0(0%); 0 7 (13.7%); 2
Diagnostico . n (%); n (%); n (%);
. - n (%); Izquierdo Izquierdo Izquierdo
Histopatologico y
Izquierdo
molecular
A2 15 (17%); 8 15 (60%); 8
02 10 (11.4%); 7 10 (40%); 7
A3 9 (10.2%); 6 9 (75%), 6
03 3 (3.4%); 2 3 (25%), 2
A4 6 (6.8%); 2 6 (11.8%); 2
45 (88.2%);
GB 45 (51.1%); 16 16

A 2,A30A4: Astrocitoma grado 2, 3 0 4; O 2 0 O 3: Oligodendroglioma grado 2 o 3; GB: Glioblastoma IDHwt.

En todos los grados de astrocitoma (2 a 4) y O3, la mutacion IDH1 estaba presente.
En O2, la mutacion IDH1 se identificd en el 60% (6/10) de los casos. Entre los cuatro
pacientes sin mutaciones de IDH1, un paciente era mutante de IDH2; en dos
pacientes, no se pudo determinar el estado mutacional de IDH2 y el cuarto paciente

era IDH1/2 de tipo salvaje. Estos cuatro pacientes fueron clasificados como

oligodendrogliomas ya que todos presentaban la codelecion 1p/19q.
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FOXM1*3 EXPRESION EN ATDG.

Las comparaciones de la expresion media de FOXM1*3 (Ln) entre el grupo de
control y los grados 2 a 4 de ATDG se muestran en la Figura 1A. El analisis
estadistico demostro diferencias significativas entre todos los grupos. Se observé un
valor de p mas bajo entre el grupo de control y todos los grados ATDG; este valor de
p también se encontrd entre los tumores de grado 2 y 4 (p<0,0001).

Cuando se compararon las medias de expresion de FOXM1*3 (Ln), se encontré una
diferencia significativa entre el grupo de control y todos los demas grupos ATDG
(p<0,01 a p<0,0001) (Figura 1B).

Fig. 1
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El grupo A2 mostré diferencias significativas en comparaciéon con los grupos A3
(p<0,05), A4 (p<0,05) y GBM IDHwt (p<0,0001). EI grupo O2 también mostré una
diferencia significativa en comparacién con los grupos A4 (p<0,05) y GBM IDHwt
(p<0,001).

Se observd un aumento gradual entre los grados histologicos al comparar la
mediana y los rangos [p25 — p75] de la sobreexpresion de FOXM1*3. La
sobreexpresion de FOXM1*3 en el grupo de grado 2 fue 10 veces mayor que en el
grupo de control, sin mostrar superposicion de los rangos; el grupo de grado 3
mostré una expresion 5 veces mayor que el grupo de grado 2, con una
superposicion en el rango de 0,142 a 0,161, pero con significancia estadistica
(p<0,01). La mediana de la sobreexpresion de FOXM1*3 del grupo de grado 4 fue 2
veces mayor que la del grupo de grado 3, con una superposicion entre el intervalo
de 0,247 a 0,343, mostrando significancia estadistica (p=0,011). La Tabla 2 muestra
los rangos de sobreexpresion de FOXM1*3 que definen los grados de malignidad de
ATDG.
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Tabla 2. Expresion normalizada del transcrito de FOXM1*3 en diferentes grupos de

grado de glioma difuso de tipo adulto.

FOXM1*3/IPO8
Grupo Muestras incluidas n
Mediana [p25-p75]
Control Corteza normal 10 0.005 [0.003 — 0.007]
Grado 2 A2y 02 25 0.060 [0.026 — 0.161]
Grado 3 A3y O3 12 0.302 [0.142 — 0.343]
Grado 4 A4y GB IDHwt 51 0.626 [0.247 — 1.864]

Al comparar la mediana y los rangos [p25 — p75] de la sobreexpresion de FOXM1*3
con los diagndsticos de diferenciacion celular, se observé una superposicién no
estadisticamente significativa entre los rangos de A2 y O2 (p = 0,495). Ademas, se
observaron diferencias significativas entre los gliomas A2 y A3, los gliomas A2 y A4y
los A2 y GBM IDHwt. Del mismo modo, se observaron diferencias significativas entre
A3 y GBM IDHwt (p = 0,0373), aunque se identificé una superposicion en el rango de
0,238 a 0,338. La sobreexpresion de FOXM1*3 no discrimin6 entre A4 y GBM IDHwt
(p = 0,966). Finalmente, O3 no mostré diferencias significativas cuando se compard
con los gliomas A2, 02, A3, A4 y GBM IDHwt (p=0.3015, p=0.3706, p=1.0, p=0.1667
y p=0.1975, respectivamente).

CORRELACION DE LA EXPRESION FOXM1*3 Y ATDG

La correlacion de los valores de expresion de FOXM1*3 con los grupos de grado de
malignidad fue de 0,6858 (IC 95 % = 0,5601 — 0,7807, p < 0,0001), y entre los
valores de FOXM1*3 y el diagndstico especifico de ATDG fue de 0,6647 (IC 95 % =
0,5328 — 0,7650, p < 0,0001).

DISCUSION

El presente estudio muestra que la cuantificacion normalizada de la transcripcion

FOXM1*3, que se sobreexpresa en los ATDG, permite discriminar entre los grados
de malignidad.
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Las caracteristicas clinicas y demograficas de la muestra analizada en este estudio
fueron consistentes con otras cohortes publicadas y con el ultimo reporte
epidemioldgico publicado por el Central Brain Tumor Registry of the United States
(CBTRUS).

Desde 2016, la clasificacion del SNC de la OMS ha propuesto incluir el estado
mutacional del gen IDH y la codelecion 1p/19q en el diagndstico de gliomas difusos.
Sin embargo, no se ha propuesto ninguna estrategia para discriminar el grado de
malignidad, excepto marcadores moleculares especificos (p. ej., delecion
homocigotica de CDKN2A/B en astrocitomas IDHmut clasificados como grado 4).
Aunque la determinacion de Ki67 no se considera en el diagnéstico integrado de
ATDG, en la practica, el anticuerpo monoclonal MIB-1 todavia se usa para detectar
el antigeno Ki67 como marcador de proliferacion celular en muestras fijadas en
formalina e incluidas en parafina.

Ki-67 es una proteina nuclear con dos isoformas de 345 y 395 kDa que se expresa
unicamente en las fases activas del ciclo celular. Durante la interfase, se detecta
dentro del nucleo y, durante la mitosis, en la superficie de los cromosomas. La
identificacion del indice de marcaje Ki67/MIB-1 (Ki67 LI) por métodos manuales ha
mostrado una alta variabilidad estadistica entre los diferentes grados de malignidad
del astrocitoma. Por lo tanto, Ki67 LI solo no puede usarse como herramienta de
diagndstico o para determinar el prondstico de los pacientes. Hsu et al. (2003)
publicaron un estudio en el que se analizaron 60 tumores astrociticos (20
astrocitomas, 20 astrocitomas anaplasicos y 20 glioblastomas) para comparar cuatro
meétodos diferentes para obtener Ki-67 LI (porcentaje de células tumorales
inmunorreactivas en el area evaluada), con base en la clasificacion de tumores del
SNC de 1999. Sin embargo, este método no pudo discriminar entre astrocitomas
anaplasicos y glioblastomas. Segun la clasificacion de la OMS de 2016, la
evaluacion semicuantitativa de Ki-67 LI para astrocitomas difusos de grado Il se
considera < 4 %, para astrocitomas de grado Ill entre 5y 10 % y glioblastomas entre
15 y 20 %, aunque la variabilidad entre observadores sigue siendo un tema
recurrente. En un estudio reciente, Nielsen et al. (2018) propusieron técnicas
inmunohistoquimicas automatizadas para la cuantificaciéon digital y manual de
nucleos marcados (puntos calientes) para determinar Ki-67 LI. Los resultados

mostraron menor variabilidad usando el método digital que el conteo manual. Sin
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embargo, el conteo digital tiene algunas limitaciones, como generar un margen de

error del 5%.

La sobreexpresion de las transcripciones de FOXM1 se ha informado ampliamente
en la progresion y patogenicidad de diferentes tipos de cancer, incluidos los gliomas.
Ademas, se ha informado que FOXM1B esta asociado con la progresion del glioma
usando un método de RT-PCR semicuantitativo. En la presente investigacion,
pudimos corroborar que la expresion de FOXM1*3 en una corteza cerebral sana es
limitada e incluso mas baja que FOXM1*2 (0,005 [0,003 - 0,007] frente a 0,01 [0,007
- 0,059]), lo que convierte a FOXM1*3 en un buen marcador para la identificacion de
células en fase activa del ciclo celular (datos no mostrados).

En el presente estudio, se demostré una diferencia estadisticamente significativa en
los niveles de transcripcion de FOXMI*3 entre A2 y A2. A3, A2 frente a A4, A2 frente
a GBM IDHwt y A3 vs. GBM IDHwt grupos astrociticos. En contraste, esta diferencia
no se observo entre A3 vs. A4 o A4. contra GBM IDHwt, lo que podria explicarse por
los pocos casos de gliomas A3 y A4 analizados. Ademas, no se observaron

diferencias significativas entre el grupo O3 (n = 3) y cualquier otro glioma difuso.

CONCLUSIONES

Con base en estos resultados, un método cuantitativo que utilice la expresion de
FOXM1*3 como marcador molecular seria util para determinar el grado de
malignidad de los gliomas difusos de tipo adulto en casos de controversia (presencia

0 ausencia de actividad mitética sustancial) en la estadificacion neuropatolégica.

Se encontr6 una asociacion significativa entre el grado de malignidad y la
sobreexpresion de FOXM1*3 en gliomas difusos de tipo adulto. Al correlacionarse
con el grado histopatolégico, FOXM1*3 se puede utilizar como marcador para
diferenciar el grado de malignidad de los gliomas difusos de tipo adulto,
independientemente de la diferenciacion de células astrociticas u oligodendrociticas

y correlacionarlo con el valorado por el neuropatélogo.
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