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Introduccion. Las mutaciones en la region promotora de la transcriptasa inversa
de la telomerasa ocurren con frecuencia en meningiomas.

Objetivo. Estimar el valor prondstico de mutaciones de la transcriptasa inversa de
la telomerasa en pacientes colombianos con meningioma grado Il y 11l

Materiales y métodos. Estudio de cohorte retrospectivo multicéntrico de
pacientes diagnosticados con meningioma refractario o recidivante grado Il y 11l de
la OMS, reclutados entre 2011 y 2018, manejados con terapia sistémica (sunitinib,
everolimus+/-octreotide y bevacizumab). El estado de la mutacion del promotor de
la transcriptasa inversa de la telomerasa se realiz6 por medio de PCR.
Resultados. Se incluyeron 40 pacientes, de los cuales en 21 (52,5%) se
encontraron mutaciones en la transcriptasa inversa de la telomerasa, siendo las
variantes mas frecuentes C228T y C250T, 87,5% y 14,3% respectivamente. Estas
fueron mas frecuentes entre los pacientes con meningiomas anaplasicos (p=0,18),
con >2 recurrencias (p=0,04), y en las lesiones de la region parasagital y fosa
anterior (p=0,05). Los sujetos caracterizados por tener alteraciones puntuales se
expusieron con mayor frecuencia a la secuencia E—>Su—Bev (p=0,06). La
supervivencia global tras el inicio del tratamiento médico fue 23.7 meses (IC95%
13,1-34,2) y 43.4 meses (IC95% 37,5-49,3; p=0,0001) entre los sujetos con y sin
mutaciones, respectivamente. En analisis multivariado demostré que solo el
namero de recurrencias y la presencia de mutaciones en la transcriptasa inversa

de la telomerasa afectaron negativamente la supervivencia global.



Conclusiones. La transcriptasa inversa de la telomerasa permite identificar los
pacientes de alto riesgo y podria ser de utilidad para seleccionar la mejor
secuencia de tratamiento médico.

Palabras clave: meninigoma; mutacion con ganancia de funcion; telomerasa.



Introduction: Mutations in the promoter region of telomerase reverse transcriptase
occur frequently in meningiomas.

Objective: To estimate the prognostic value of telomerase reverse transcriptase
mutations in Colombian patients with grade Il and Il meningioma.

Materials and methods: Multicenter retrospective cohort study of patients
diagnosed with refractory or recurrent WHO grade Il and Il meningioma, recruited
between 2011 and 2018, managed with systemic therapy (sunitinib, everolimus +/-
octreotide and bevacizumab). Mutation status of the telomerase reverse
transcriptase promoter was performed by PCR.

Results: 40 patients were included, of which telomerase reverse transcriptase
mutations were found in 21 (52.5%), the most frequent variants being C228T and
C250T, 87.5% and 14.3%, respectively. These were more frequent among patients
with anaplastic meningiomas (p = 0.18), with >2 recurrences (p = 0.04), and in
lesions of the parasagittal region and anterior fossa (p = 0.05). Subjects
characterized as having punctual alterations were more frequently exposed to the
sequence E — Su — Bev (p = 0.06). OS after initiation of medical treatment was
23.7 months (95% CI 13.1-34.2) and 43.4 months (95% CI 37.5-49.3; p = 0.0001)
between subjects with and without mutations, respectively. In multivariate analysis,
it was shown that only the number of recurrences and the presence of telomerase
reverse transcriptase mutations negatively affected OS.

Conclusions: Telomerase reverse transcriptase allows identifying high-risk
patients and could be useful to select the best sequence of medical treatment.

Keywords: Meningioma; gain of function mutation; telomerase



Los meningiomas representan ~40% de los tumores intracraneales con una
incidencia global proxima a los 8.1 casos por 100.000 habitantes (Registro Central
de Tumores Cerebrales de Estados Unidos - CBTRUS), siendo la mayoria
lesiones de bajo grado (grado | segun la clasificacion de la Organizacion Mundial
de la Salud — OMS); no obstante, una pequefa fraccion de las neoplasias
meningoteliales se categorizan como lesiones de alto grado, particularmente,
tumores atipicos (OMS Il, 5-20%) y anaplasicos (OMS lll, 1-3%)(1,2). En los
Estados Unidos se diagnostican anualmente 370 adultos con meningiomas de alto
grado, 2.690 viven actualmente con la enfermedad, y la supervivencia global (SG)
a 5 afos se estima en 63%(3).

Los meningiomas grado Il incluyen variantes morfolégicas atipicas, de células
claras y coroideas, y se definen clasicamente por la evidencia de 4-19 mitosis por
10 CGA, por la invasion cerebral o la presencia de 3 de 5 caracteristicas
histopatoldgicas asociadas con atipia (2,4). Estas incluyen crecimiento laminar,
necrosis, alteracion en la relacion nacleo/citoplasma, nucléolos prominentes y
mayor celularidad (2). Clasicamente, la presencia de 1 o 2 caracteristicas atipicas
en un meningioma grado | se asocian con un mayor riesgo de progresion y
recurrencia (5). Las neoplasias anaplasicas incluyen un indice mit6tico de 20 o
mas por 10 CGA e incluyen las variantes papilar y rabdoide (5,6). Con el
advenimiento de la gendmica tumoral existen esfuerzos para mitigar la recurrencia
de los meningiomas de alto grado, incluyendo la identificacion de blancos
moleculares potencialmente modulables. Inicialmente se describieron numerosas

mutaciones puntuales, deleciones y reordenamientos asociados a la



neurofibromina (NF2 en 22g12.2) (7), complejo que explica cerca del 50% de los
casos esporadicos. Adicionalmente, se han documentado alteraciones recurrentes
en SMO, AKT1 (E17K), PIK3CA, POLR2A, SMARCB1, SWI-SNF, KLF4, y TRAF7
(K409Q) (8-10). Estas alteraciones son tipicas de los tumores de bajo grado, pero
suelen estar ausentes en los meningiomas atipicos y anaplasicos (11). En
oposicion, los meningiomas de alto grado presentan ganancias y pérdidas
cromosomicas, y alteraciones en el nimero de copias. En particular, suelen tener
pérdidas en el cromosoma 22 o tienen modificaciones alélicas en 1p, 6q, 10, 14qy
18q. La pérdida de 1p predice un comportamiento biolégico mas agresivo, excepto
en los tumores anaplasicos de patron rabdoide. De forma similar, las pérdidas en
9p21 que alberga los inhibidores dependientes de ciclinas CDKN2A y CDKN2B,
sugiere una mayor probabilidad de cambio en grado en los tumores grado | y Il
(12,13). La figura suplementaria 1 muestra el espectro de alteraciones
cromosOmicas de los meningiomas.

La disrupcion del genoma exhibe una fuerte asociacion con la ubicacion del
primario, independiente del grado tumoral. Los meningiomas de la base del craneo
no suelen albergar alteraciones en el nimero de copias, mientras que los de la
convexidad (falcina y parasagital) poseen abundantes alteraciones cromosémicas,
y los de la region lateral se encuentran en un punto intermedio. Estos patrones
sugieren gue las mutaciones putativas de los meningiomas de alto grado se
agrupan en diversas ubicaciones anatomicas, sugiriendo ontogenias divergentes
(14). En concordancia, los meningiomas de alto grado se asocian con pocas

mutaciones somaticas recurrentes, incluyendo NF2, SMARCE;, BAP1, y



transcriptasa inversa de la telomerasa (TERT) (15); este ultimo, mas frecuente en
las lesiones secundarias y con una expresion diferencial entre diferentes regiones
geograficas (14-18).

La pérdida de la capacidad de mantener los telémeros se considera un sello
distintivo de las neoplasias, dado que >90% de las células malignas
sobreexpresan la enzima telomerasa, que contrarresta activamente su
acortamiento (19). Las mutaciones en el promotor de TERT (TERTp, 5p15.33) se
descubrieron inicialmente en los melanomas, y posteriormente se documentaron
en diversos tumores sélidos, entre ellos, los meningiomas de alto grado. Ademas
de las mutaciones en TERTDp, la expresion aberrante de la telomerasa puede ser
causada por reordenamientos del gen, por amplificacion, fusiones o metilacion
(19). Las alteraciones en TERT traducen en aumento significativo de la expresion
funcional de la proteina que tiene cuatro dominios (el N-terminal esencial para la
telomerasa, el dominio de la transcriptasa inversa, el de unién al ARN, y el de la
extension C-terminal) (14). Las alteraciones mas comunes son las mutaciones
puntuales C250T y C228T localizadas en la regién promotora del gen (19). Un
metaanalisis con datos de pacientes individuales que incluyé a 677 sujetos con
meningiomas grado I-lll proporcion6 evidencia de que las mutaciones en TERTp
constituyen un factor prondéstico negativo independiente del grado tumoral (20).
Los estudios iniciales para valorar la correlacion gendémica que incluyeron entre 21
y 58 pacientes demostraron que la frecuencia de mutaciones en TERTp oscila
entre el 14 y 23% (20-24). Por el momento, solo un estudio comparo la expresion

de mutaciones en TERTp en un subgrupo de pacientes con meningiomas de alto



grado primarios y secundarios, sugiriendo que el gen constituye una alteracion
promotora de la evolucion clonal de las neoplasias meningoteliales (23). Las dos
mutaciones encontradas en TERTp permiten mantener la longitud del telomero
inmortalizando la célula tumoral a través de la formacion de una superfamilia de
factores de transcripcion conocida como E26/complejo del factor ternario
(ETS/TFC, por su sigla en inglés), evento que facilita la sobrerregulacion del gen.
Otro suceso que facilita el aumento de la expresion del mMRNA de TERT es la
hipermetilacion del promotor (20).

Pocos estudios han validado el valor pronéstico de TERT en pacientes con
meningiomas de alto grado tratados con diversas intervenciones farmacologicas
en secuencia. También se desconoce la frecuencia de las mutaciones puntuales
C228T y C250T en meningiomas de alto grado originados en poblaciones mixtas
de origen hispano. El presente estudio incluye el andlisis detallado de 40 pacientes
con meningiomas de alto grado caracterizados segun TERT, tratados y seguidos
de forma homogénea en dos instituciones de Bogota, Colombia.

Materiales y métodos

Disefio y poblacion de estudio

Este es un estudio de cohorte retrospectivo, multicéntrico de pacientes
diagnosticados con meningioma grado Il y Il confirmado por histopatologia (n =
59) tratados en dos centros de referencia de Bogota, Colombia entre diciembre de
2011 y enero de 2018. Los criterios de inclusion fueron: edad >18 afos con
diagndstico histologico de meningioma atipico o anaplasico con disponibilidad de

tejido para evaluar el estado de la mutacion del promotor de TERT. Los pacientes



fueron categorizados en dos grupos para el analisis: TERT silvestre y TERT
mutado. Los registros médicos fueron revisados para obtener la informacion
clinica y demografica.

Durante el periodo de reclutamiento, se recolectaron 40 pacientes (67%) con
meningiomas agresivos recurrentes o en progresion que fueron tratados con
acetato de octredtido LAR [O] / everolimus [E] (30 mg IM ¢/28 dias / 10 mg VO
c/dia), sunitinib [Su] (50 mg VO c/dia durante los dias 1 a 28 en un ciclo de 42
dias) o bevacizumab [Bev] (10 mg/kg IV los dias 1 y 15). Todos los pacientes (n =
16/40%) expuestos al analogo de somatostatina tenian sobreexpresion de SSTR2
(receptor 2 de la somatostatina). La informacion clinica fue revisada para
establecer las caracteristicas socio-demogréficas (edad al momento del
diagnéstico, numero de recurrencias, y compromiso neurolégico basal) y del
tratamiento previo (extension de la reseccion, tipo y dosis de radioterapia), eventos
adversos y desenlaces clinicos. Todos los procedimientos en el estudio fueron
realizados bajo los estandares éticos del Comité de Investigacion Institucional de
la Clinica del Country (LR23-2016), conforme a la declaracion de Helsinki de 1964.
En todos los casos, se obtuvo la firma previa del consentimiento informado para
iniciar con la recoleccién de la informacion clinica, la revisién histopatolégica y la
caracterizacion gendémica. La tipificacion histoldgica se realiz6 de acuerdo con los
criterios de clasificacion para tumores del sistema nervioso central propuestos por
la Organizacion Mundial de la Salud — OMS 2016 (version 1.0, 2016) (25). La
Figura suplementaria 2 muestra las caracteristicas histologicas de un meningioma

atipico y anaplasico. En este estudio se incluyeron pacientes mayores de 18 afios



con evidencia radiolégica de progresion tumoral luego de reseccion quirdrgica y
radioterapia (IMRT o radiocirugia). El tratamiento fue homogéneo, de acuerdo a
las recomendaciones actuales de terapia con el inhibidor mTOR solo 0 en
combinacion, el inhibidor de tirosin quinasa multidiana y el anticuerpo monoclonal
antiangiogénico (anti-VEGF). Las tres secuencias estandar fueron E — Su — Bev
(12/ 22/ 32linea), Su — E — Bev, y E — Su segun la eleccion del médico tratante.
El tratamiento fue interrumpido al presentar progresion de la enfermedad o
toxicidad dosis-dependiente de acuerdo con las recomendaciones del Common
Terminology Criteria for Adverse Events — CTCAE, version 4.0

(https://evs.nci.nih.gov/ftpl/CTCAE/About.html). En general, los pacientes fueron

evaluados mediante un examen fisico cada tres semanas y con resonancia
contrastada cada 8-10 semanas. La evaluacion de la respuesta se baso en los
criterios de evaluacion radiolégica en neuro-oncologia (RANO) disefiados para
pacientes con meningiomas incluidos en experimentos clinicos (26). Durante el
seguimiento, se realizaron exdmenes de laboratorio de rutina mensual o antes
segun criterio médico.

Aislamiento del ADN

La extraccion del ADN gendmico se realizé a partir de tejido tumoral embebido en
parafina y fijado con formalina (FFPE, por sus siglas en inglés) previa
microdiseccion de 3mm. El equipo de patologia tumoral analizo las muestras para
garantizar un contenido de células tumorales >90% y demarcar el area del tumor.

La purificacion y cuantificacion del ADN se realiz6 utilizando protocolos


https://evs.nci.nih.gov/ftp1/CTCAE/About.html

estandarizados, por nanoespectrofotometria en un NanoDrop ND-2000 Thermo
Scientific (Waltham, MA) usando la relacion de absorbancia (260/280 nm).
Analisis de mutaciones en el promotor de TERT

La region promotora de la telomerasa transcriptasa inversa (TERT) que contiene
las mutaciones C228T, C250T, 7, 8 y C229A9, asi como el polimorfismo
rs2853669 (c.-245T> C) se amplificaron usando 25 ng de ADN gendémico
analizado con el kit HotStar Taq Mastermix (Qiagen), la solucion aditiva Q
(Qiagen) y los cebadores S 5'-AGTGGATTCGCGGGCACAGA-3'y AS 5'-
CAGCGCTGCCTGAAACTC-3'. El analisis dio como resultado de la PCR un
producto de 235 pb. La confirmacion de la calidad se realizé6 mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida, seguida de una limpieza por PCR utilizando
el kit de un paso lllustra ExoProStar (GE Healthcare Life Sciences). Los productos
de PCR se secuenciaron usando el kit de secuenciacion de ciclos BigDye
Terminator v1.1 (Applied Biosystems) y el secuenciador Applied Biosystems 3130
siguiendo los procedimientos estandar descrito por el productor. Todas las
muestras se verificaron en direccion directa e inversa, y se utilizo el software
SegScape v3.0 (Applied Biosystems) para el andlisis de mutaciones y el
ensamblaje de los fragmentos (27). La figura suplementaria 3 muestra el esquema
de la region promotora de TERT con la numeracién de los nucledétidos en el
cromosoma 5. También, la secuencia de ADN de la regién “hotspot” con una hebra
de tipo salvaje y una mutada, mas los cromatogramas para las mutaciones

heterocigotas C228T y C250T.



Anélisis estadistico

Los resultados se obtuvieron y describieron por medio de la determinacion de
frecuencias absolutas, relativas, medidas de tendencia central y de dispersion. El
cruce de variables se realizo con tablas de contingencia sometidas a pruebas de
dependencia y asociacion usando el estadistico Chi cuadrado (X2) o el test exacto
de Fisher cuando fue necesario. Para todos los casos, el nivel de significancia fue
P < 0.05. Las estimaciones de supervivencia se hicieron utilizando el modelo no
paramétrico del limite del producto (método de Kaplan-Meier), y sus funciones se
compararon mediante la prueba Log-rank. Con el fin de valorar los factores que
influyeron sobre la mortalidad se realizé un analisis multivariado usando el modelo
de riesgo proporcional (Cox). Todos Los analisis estadisticos se realizaron
utilizando SPSS version 23.0 (IBM Corp. IBM SPSS Statistics para Windows,
Armonk, NY: IBM Corp Released 2015).

Resultados

Caracteristicas Demograficas de los pacientes

Un total de 40 pacientes con meningiomas atipicos o anaplasicos recurrentes se
incluyeron en el estudio. Las caracteristicas demogréficas de los pacientes se
resumen en el cuadro 1. La mayoria de la poblacion fueron mujeres con una
distribucion 2:1 y predominio del diagnostico en pacientes mayores de 60 afios
(52.5%). Segun la localizacion, las lesiones atipicas surgieron en la convexidad (n
= 4/36.4%), la fosa media (n = 5/45.5%) y la anterior (n = 2/18.2%). En
comparacion, las lesiones anaplasicas se encontraron especialmente a nivel

parasagital (n = 10/34.5%) y en la fosa anterior (n = 16/55.2%). Ademas, 10 de los



pacientes (25%) tuvieron enfermedad multicéntrica, 8 de los cuales tenia un
fenotipo anaplasico con especial localizacion en la fosa media y posterior (p =
0.043).

Tratamiento

Todos los pacientes fueron sometidos a resecciéon quirargica, y la mediana del
namero de procedimientos parciales o radicales fue de 2 (rango, 1-5). En el grupo
de pacientes con tumores atipicos (n = 11), todos menos uno (90.9%) tuvieron
resecciones Simpson Il en comparacion con el grupo de sujetos con tumores
anaplasicos, entre los cuales el 65% (n = 13) tuvieron procedimientos quirdrgicos
Simpson Iy Il (p = 0.0089). No se encontraron diferencias entre los dos grupos
segun el niamero de recurrencias (p = 0.36). Ademas, todos los pacientes fueron
tratados con IMRT (n = 20, 65%) o radiocirugia estereotactica (n = 11, 35%), y el
tiempo medio transcurrido entre la radioterapia y el comienzo de la primera linea
de tratamiento sistémico fue de 22.9 meses (IC95% 1.8-189.0). De manera similar,
no hubo diferencias en la supervivencia libre de progresion (SLP) entre los
pacientes tratados con IMRT o radiocirugia estereotactica (23,6 frente a 19,4
meses; p = 0.47) y la SG fue superior para los tumores atipicos sobre los
anaplasicos (p = 0.013; figura suplementaria 4)

Al momento de comenzar la terapia médica, el diametro medio del tumor era de
42.3 mm (DE +/- 12.2) sin diferencias entre los grados tumorales Il y 11l (p = 0.85).
Antes de recibir sunitinib o el tratamiento basado en everolimus, un sujeto (3.2%)
recibio hidroxiurea/imatinib sin beneficio. Diecinueve pacientes fueron expuestos a

everolimus o everolimus/octredtrido como primera linea (61.3%) y 11 a sunitinib



(35.5%). La relacion para la segunda linea se invirtio, 18 pacientes recibieron
sunitinib (58.1%), 4 (12.9%) tratamiento basado en everolimus y uno bevacizumab
(3.2%). Ocho pacientes (25.8%) siguen aun en el tratamiento de primera linea.
Después de una mediana de seguimiento de 31.8 meses (IC 95% 13.6-47), 10
pacientes (32.3%) recibieron la secuencia E — Su — Bev, 9 pacientes (29.0%)
recibieron E — Su y 4 (12.9%) fueron expuestos a la secuencia Su — E — Bev.
Resultados del tratamiento

La mediana de SG para la cohorte después del inicio del tratamiento médico fue
de 37.3 meses (IC 95% 28.5-42.1) y 78.1 meses (IC95% 42.5-98.2) después del
diagnéstico inicial (figura 1a y b). Al comparar a los pacientes tratados en primera
linea con las dos estrategias mas comunes, everolimus + octeotride o sunitinib, la
mediana de SG 36 meses (IC95% 25.3-41.7) y 29.5 meses (IC95% 22.5-37.5; p =
0.349), respectivamente (figura 2a). La SLP fue de 12.1 meses (IC95% 9.2-21.1)
contra 9.1 meses (IC95% 6.8-16.8; p = 0.43) para las mismas intervenciones,
respectivamente (figura 2b). Por otro lado, la tasa de respuesta para la primera
linea de acuerdo con los criterios RANO (meningiomas) fue 6 (43%) pacientes que
alcanzaron enfermedad estable (EE) y 4 (28.6%) que lograron respuesta parcial
(RP) con everolimus + octeotride en contraste con 7 (63.6%) pacientes que
alcanzaron enfermedad estable y 4 (36.4%) RP cuando recibieron sunitinib. El
beneficio clinico (respuesta completa, parcial y enfermedad estable) mostré una
tendencia a prolongar la SG sin una asociacion estadisticamente significativa (p =
0.246). La SLP para los pacientes que recibieron sunitinib y everolimus +

octeotride en la segunda linea fue de 9.13 (95 % CI 2.4-13.6) y 10.17 (IC95%



6.13-14.5), respectivamente. La SG fue superior cuando se usé la secuencia E —
Su — Bev versus todas las demas posibilidades (figura 3; p = 0.0001)
independientemente de la extension de la cirugia inicial (p = 0.94), del tiempo
entre el diagnostico y el inicio del tratamiento médico (< o > 20 meses; p = 0.17),
del nimero de recurrencias (< o >3 recurrencias; p = 0.47), de la edad (< 0 > 65
afos; p = 0.64), y el género (p = 0.30). La figura 4 muestra la evolucién clinica y
por imagenes de varios pacientes tratados con las secuencias E — Su — Bev, Su
— E — Bev y everolimus/bevacizumab.

Desenlaces de acuerdo con la presencia de mutaciones en TERT

En 21 pacientes (52.5%) se encontraron mutaciones en TERT, siendo las
variantes C228T (n = 18) y C250T (n = 3), en el 87.5% y 14.3%, respectivamente.
Las mutaciones en TERT fueron mas frecuentes entre los pacientes con
meningiomas anaplasicos (17 meningiomas OMS Il versus 4 tumores OMS II; p =
0.18), entre aquellos con >2 recurrencias (p = 0.04), y en las lesiones localizadas
en la region parasagital y en la fosa anterior (p = 0.05). De igual forma, los sujetos
caracterizados por tener alteraciones puntuales en TERT se expusieron con mayor
frecuencia a la secuencia E — Su — Bev (n = 6; p = 0.06). La SG tras el inicio del
tratamiento médico fue 23.7 meses (IC95% 13.1-34.2) y 43.4 meses (IC95% 37.5-
49.3; p = 0.0001) entre los sujetos con y sin mutaciones en TERT,
respectivamente (figura 5). La presencia de mutaciones en TERT no afecto la SLP
para la primera (p = 0.059), segunda (p = 0.31) y tercera lineas (p = 0.09). No
obstante, cuando este analisis se hizo exclusivamente para el Bev en segunda y

tercera linea, se encontré que dichas mutaciones influenciaron negativamente la



SG tras la exposicion al antiangiogénico (p = 0.004). En adicion, la SG fue
estadisticamente inferior para el subgrupo de pacientes con tumores anaplasicos
TERT positivos (p = 0.031; figura suplementaria 5).

En el andlisis multivariado se encontré que solo dos variables impactaron la SG, el
namero de recurrencias (Exp(B) 10.5, IC95% 1.1-98.3) y la presencia de
mutaciones en el pTERT (Exp(B) 150.9, IC95% 4.7-4756.3).

Discusion

Los meningiomas atipicos y anaplasicos se relacionan con una mayor
morbimortalidad, siendo la edad, el género masculino, el estado funcional (medido
por la escala de Karnofsky), la tasa mitética, el nimero de recurrencias e
intervenciones quirdrgicas, y el compromiso del nervio optico los principales
factores clinicos relacionados con el prondstico (28). Los meningiomas de alto
grado suelen ser mas frecuentes en los pacientes jovenes (edad media al
diagndstico 57 afos) y usualmente estan relacionados con mutaciones somaticas
de novo o con la evolucion fenotipica y clonal a partir de lesiones de menor grado
(28). En general, la localizacion de la lesion tiende a predecir el grado de
diferenciacion, teniendo en cuenta que la mayoria de los tumores ubicados en la
fosa media y anterior suelen tener un patrén meningotelial tipico o transicional. Por
el contrario, algunas de las neoplasias de la fosa media, y la mayoria de las
encontradas en la fosa posterior presentan mutaciones en el promotor de TERT y
un linaje secretor. Globalmente, la frecuencia de alteraciones en TERT oscila
entre el 14 y 23%, siendo mayor en los tumores recurrentes y en las lesiones de

alto grado (23,24,29,30). La incidencia de los meningiomas anaplasicos



catalogados como silvestres y mutados en TERT se ha estimado en 2 y 8 casos
por millon de habitantes/afio (29). Nuestro estudio documento el doble de
mutaciones en el pTERT (52%) debido a que la poblacién fue altamente
seleccionada. Quince de los pacientes que tuvieron dichas mutaciones tenian
como antecedente =2 recurrencias, y de ellos, 5 tuvieron mas de cuatro eventos
quirurgicos previos. En concordancia con otras descripciones (29,30), nuestros
hallazgos corroboran que la mutacion TERTC228T fue la alteracion mas frecuente, y
gue la multicentricidad fue comun en los tumores anaplasicos mutados y
recurrentes.

Mirian y colaboradores encontraron una supervivencia libre de recurrencia (SLR)
posterior a la cirugia inicial de 14 y 101 meses para los pacientes con y sin
alteraciones puntuales en el pTERT, respectivamente (30). En adicion, la razon de
riesgo (HR) para la recaida entre los sujetos mutados de TERT fue 3.74 en
referencia con la poblacion silvestre, segmento que también presentd una mejoria
significativa en la mediana para la SG (58 meses para los pacientes con
mutaciones en el pTERT versus 160 meses para los silvestres; HR 2.77, p =
0.0001). El significado prondstico de las mutaciones de pTERT se confirmé a partir
del analisis sistematico de casos, que demostrd una tasa de recurrencia 4.8 veces
mayor en aquellos sujetos mutados con meningiomas OMS |y Il en comparacion
con los pacientes portadores de tumores anaplasicos silvestres. De igual forma, la
tasa de mortalidad fue 2.7 veces mayor en los pacientes con tumores OMS 1y Il
mutados en el pTERT versus el subgrupo de anaplasicos no mutados (30). En

nuestra serie, el 74% de los pacientes con mutaciones en el pTERT recurrieron en



los primeros 20 meses de seguimiento tras la cirugia inicial (p = 0.035), y la
mediana de SG desde el diagndstico en los sujetos mutados fue 41.5 meses
(IC95% 28.1-54.8) contra 114 meses (IC95% 83.0-146.0) en la poblacion silvestre
(p = 0.0001; figura suplementaria 6). Las mutaciones en el pTERT también
afectaron el prondstico de la enfermedad (SG) tras el inicio del tratamiento médico
sin afectar la SLP, sin embargo, no fue posible encontrar un efecto determinante
sobre la SG respecto del tipo de mutacion en el pTERT (variantes C228T y
C250T), posiblemente por limitacién de la muestra (p = 0.58; figura suplementaria
7). Como se describio en el presente estudio, el analisis multivariado para la SG
solo se vio afectado por el nUmero de recurrencias y por las mutaciones en el
PTERT, informacion consistente con la literatura (30) que podria permitir
estratificar a los meningiomas de alto grado para definir el requerimiento temprano
de la radioterapia o la adicion de diversas intervenciones farmacolégicas.
Recientemente, Harmanci y colaboradores especularon que la adquisicién de las
mutaciones en el pTERT pueden ser un paso temprano en la transicién de los
meningiomas atipicos (31). Como prueba de la evolucién clonal, Juratli y
colaboradores (21) demostraron que la expresion de las mutaciones en pTERT
puede ser heterogénea geograficamente en un mismo tumor recurrente, lo que
soporta el modelo de progresion tumoral acelerado que influye sobre los
desenlaces de forma independiente al grado tumoral. En consonancia con las
alteraciones en TERT, el indice de proliferacién medido por el Kis7 ha permitido
discriminar el prondstico de los meningiomas agresivos, segun el analisis de la SG

y de la SLP tras la ejecucion de la IMRT o el tratamiento médico (32,33). Nuestro



analisis confirma estos hallazgos, al encontrar un impacto negativo del Kis7 220%
sobre la SG a patrtir del diagnostico (p = 0.012) y del inicio del tratamiento médico
(p = 0.013; figuras no incluidas). Ademés de las mutaciones en el pTERT, otros
factores como las fusiones en LPCAT1-TERT, las perdidas por heterocigocidad
del cromosoma 18q, las deleciones en CDKN2A/B, mutaciones en NF2, ARID1A, y
BAP1, asi como la expresion de RB15780, también se asocian con un prondstico
precario(15,34-37).

Recientemente se ha descrito el papel prometedor de diversos perfiles de
metilacion para subestratificar a los pacientes con meningiomas segun su riesgo
de recurrencia e impacto sobre desenlaces como la SLP y SG. Olary
colaboradores, demostraron a través de una agrupacién no supervisada que la
metilacion del loci 64-CpG afecto los desenlaces mas representativos de forma
independiente al grado tumoral, el indice mitético, la escala Simpson, el sexo, la
ubicacion y el numero de copias (38). Utilizando métodos similares, Sahm y
colaboradores identificaron seis clases Unicas de metilacion en los diferentes
grados del meningioma, documentando un perfil especifico para el grado | de alto
riesgo, y otro, para los tumores grado 2 de buen pronéstico (39). Mdltiples
estrategias moleculares, con mayor o menor complejidad permitiran seleccionar a
los pacientes segun su riesgo para acelerar el uso de terapias blanco-dirigidas o
su secuencialidad después de la cirugia y radioterapia.

Gracias al conocimiento adquirido sobre las caracteristicas citogenéticas basales
de los meningiomas de alto grado, su heterogeneidad, y capacidad de escape a

través de variaciones subclonales que explican la sensibilidad y resistencia a los


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Sahm+F&cauthor_id=28314689

diferentes tratamientos, hoy disponemos de tratamientos diferentes a la cirugia,
radioterapia y quimioterapia clasica (40). Un namero significativo de los
meningiomas de alto grado presentan perdidas en 22g que se asocia con la
presentacion de mutaciones inactivantes en NF2, gen que codifica la
neurofibromina 2 (Merlina), proteina implicada en las vias de sefializacion
intracelular PIBK/AKT/mTOR, y de forma paralela con elF3c, CD44, la proteina
quinasa Ay p21. De forma similar, hasta el 70% de los meningiomas sobre
expresan SSTR2A, lo que sugiere un entorno propicio para el uso de
medicamentos como el everolimus y el octeotride (41,42). Previamente, Graillon y
colaboradores demostraron in vitro que el everolimus disminuyd la viabilidad
celular de los meningiomas agresivos, induciendo de forma concomitante la
activacion de AKT, lo que generd un efecto antiproliferativo paradgjico. Este
evento se corrigio con la inhibicidbn cooperativa del everolimus mas el octeotride,
analogo que revirtio la fosforilaciéon de AKT, la transduccién a través de 4EB-P1, y
el control del ciclo celular por p27Kipl y la ciclina D1 (42). Con base en estos
hallazgos, el mismo grupo disefié y llevo a cabo el estudio CEVOREM (43) que
demostré en 20 pacientes con tumores recurrentes (18 OMS Il y 1) que el uso de
la combinacién de everolimus/octeotride alcanzé una SLP6 (supervivencia libre de
progresion a los 6 meses) del 55% (IC95% 31.3-73.5),yunaSGalos6y 12
meses del 90% (1C95% 65.6-94.7) y 75% (IC95% 50-88), respectivamente. En
adicion, la tasa de respuesta global (TRG) fue del 78% después de 3 meses de

intervencion. Anteriormente, nuestro grupo demostro una SLP de 12.1 meses



(IC95% 9.2-21.1) para el mismo régimen, datos consistentes con los descritos
previamente (44).

Normalmente, mas del 80% de los meningiomas agresivos sobre expresan
VEGFR y PDGFR-f3, y cerca del 50% Axl, y EGFR (45). A partir de esta
informacion, se intent6 el uso del sunitinib, inhibidor de tirosin quinasa multidiana
gue se exploré en 36 pacientes con meningiomas de alto grado (30 atipicos y 6
anaplasicos) e historia de multiples recurrencias (mediana de 5, rango 2 a 10)
(46). La SLP6 fue del 42%, la medina de la SLP fue 5.2 meses (IC95% 2.8-8.3), y
la de SG fue 24.6 meses (IC95% 16.5-38.4). La expresion de VEGFR2 predijo una
SLP de 1.4y 6.4 meses para los casos negativos y positivos, respectivamente (p =
0.005) (46). En el mismo sentido, nosotros encontramos una SLP de 9.1 meses
(IC95% 6.8-16.8) para el sunitinib utilizado como primera linea de intervencion. El
presente estudio permiti6 demostrar un beneficio significativo para la SG respecto
de la secuencia de tratamiento, a favor de la serie E — Su — Bev seguida de Su
— E —» Bevy Su — Bev — E. Por el momento, la informacion integrada para el
bevaciuzmab sigue siendo limitada y ha permitido encontrar una SLP de 16.8
meses (IC95% 6.5-22) y una SLP6 del 73% (IC95% 44-93) (47,48). Nuestros
datos demuestran que las mutaciones en el pTERT no afectan la SLP para la
primera, segunda y tercera linea, no obstante, dichas mutaciones influenciaron
negativamente la SG tras la exposicion al antiangiogénico.

Para todos los meningiomas, el tratamiento de eleccion sigue siendo la reseccion
quirdrgica Optima, particularmente en los casos que debutan con tumores >4 cm,

en aquellos que tienen una tasa de crecimiento =220% en presencia de un diametro



mayor <2.5 cm, en los que exhiben signos de invasion 6sea o cerebral, y en los
que tienen un aumento en el tamafio >1 cm en 1 afio (49). Después del
procedimiento neuroquirdrgico, la adicion de la radioterapia proporciona una SLP a
5 afios del 76.5% y 56% para los pacientes con meningiomas atipicos y
anaplasicos, respectivamente. Adicionalmente, la SG a 5 afios es del 77% para los
pacientes con tumores OMS Il y del 44% para aquellos con neoplasias OMS I,
punto en el que la toxicidad acumulada oscila entre el 12% y 35% (49). Por el
momento, la radioterapia ha sustituido a la cirugia como primera eleccién en
tumores pequefios de la base del craneo o en aquellos con afectacion de
estructuras neurovasculares (nervio optico y/o seno cavernoso), sin embargo, la
introduccién de diversos medicamentos sigue estando reservada para los
pacientes con tumores agresivos, recurrentes, y refractarios a la cirugia y
radiacion. Estudios como el nuestro, contribuyen en la construcciéon de
conocimiento necesario para optimizar el manejo los meningiomas agresivos,
explorando nuevos blancos terapéuticos y caracterizando el comportamiento
biolégico de la enfermedad segun su perfil molecular (50,51).

En conclusion, el presente estudio aporta datos novedosos sobre la
caracterizacion de los meningiomas de alto grado, por primera vez en una
poblacion Hispana. Adicionalmente, resalta el valor del analisis de las mutaciones
del pTERT al impactar de forma significativa en la supervivencia global en aquellos
casos con multiples recurrencias y podria ser de utilidad para seleccionar la mejor
secuencia de tratamiento médico, utilizando farmacos como el everolimus +/-

octreotide, el sunitinib y el bevacizumab. Se requieren estudios adicionales que



busquen evaluar el valor prondéstico de otros biomarcadores en diferentes etapas

de la evolucién natural del meningioma y a su vez determinar factores predictores

de respuesta a terapias como la sistémica y la radioterapia.
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Figura la. Supervivencia global después del inicio del tratamiento médico. b.

Supervivencia global después del diagnostico de la enfermedad.
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Figura 2a. Mediana para la supervivencia global segun el tratamiento de primera
linea con everolimus 36 meses (IC 95% 25.3-41.7) y sunitinib 29.5 meses (IC 95%
22.5-37.5; p = 0,349). 2b. Mediana para la supervivencia libre de progresion de
acuerdo al tratamiento de primera linea con everolimus (12.1 meses, 1C95% 9.2-

21.1) y sunitinib (9.1 meses, IC95% 6.8-16.8; p = 0.43).
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Figura 3. Supervivencia global segun la secuencia de tratamiento, siendo 43.4
meses para la serie E — Su — Bev (IC95% 37.1-49.7), 37.4 meses para la serie Su
— E — Bev (IC95% 26.3-48.0), y 27.7 meses para la sucesiéon Su — Bev — E

(IC95% 12.4-46.0; p = 0.0001).

Figura 3
1.0 H
o —
038 Everolimus - Sunitinib - Bevacizumab
L L ] L]

)
g o
& 06 . .
T Everolimus - Sunitinib
c L] .
O
=
=
@
o 04
:7; Sunitinib - Everolimus - Bevacizumab

0.2

e @
0,0
0 20 40 60 80

Tiempo (meses)



Figura 4a. Mujer de 54 afos con el diagnostico de meningioma anaplasico
recurrente en 3 oportunidades y con TERT silvestre, tratado en tres oportunidades
con cirugia, IMRT, radiocirugia, y con la secuencia E — Su — Bev intervencién con
la que alcanzé una SG de 37 meses. b. Mujer de 59 afios en quien se diagnostico
meningioma anaplasico portador de la mutacion TERT228T rapidamente evolutivo a
pesar de la ejecucion de dos intervenciones neuroquirdrgicas parciales, el uso de
IMRT y la administracién de la secuencia Su — E — Bev, manejo con el que se
logré supervivencia global de 39.5 meses, 34 de los cuales estuvo en tratamiento
médico. c. Hombre de 47 afios con meningioma anaplasico bifrontal TERTC228T de
gran tamafo con extension 6sea y pulmonar tratado con exéresis parcial, IMRT y la
combinacion Eerolimus/Bevacizumab, intervencion con la que alcanzé estabilidad

global de la enfermedad por 32 meses (en curso).
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Figura 5. Supervivencia global segun la presencia de mutaciones en TERT.
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Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes.

Variable Valor %, rango o 1C95%
Edad (media) 51.3 afios 28 -88 afios
(DE+/- 14.9)
Mujeres N (%) 25 62.5%
Patologia N %
OMS ll/Atipico recurrente N (%) 11 27.5
OMS lll/Anaplasico N (%) 29 72.5
Numero de recurrencias antes de iniciar N %
el tratamiento médico
1 8 20.0
2 11 275
3 10 25.0
4 8 20.0
5 3 7.5
Localizacién primaria N %
Convexidad 4 10.0
Parasagital 10 25.0
Fosa anterior 18 45.0
Fosa media 5 12.5
Fosa posterior 3 7.5
Multicentricidad 10 25
Numero de cirugias previas N %
1 4 10.0
2 23 57.5
3 7 17.5
4 3 7.5
5 3 7.5
Extensién de lareseccion N %
Reseccion total 20 50.0
Reseccibén subtotal 20 50.0
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Figura suplementaria 1. Alteraciones cromosémicas mas frecuentes en los meningiomas
grado I-lll. a. La monosomia 22 es la alteracién relacionada con ganancia en el nimero de
copias mas comun en los meningiomas Yy, con frecuencia, el Unico evento en los tumores
grado |. b. Las alteraciones recurrentes en el nimero de copias de los cromosomas
coloreados son un sello distintivo representan a los meningiomas de alto grado. El azul,

denota la pérdida cromosomica, y el rojo, la ganancia.
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Figura suplementaria 2. En la franja superior se muestra la secuencia patolégica de un

S
T

meningioma atipico (OMS Il) con un alto indice mitético (=4/10 HPF) y arquitectura de
laminacion, formacion de células pequefias, hipercelularidad, macronucléolos y necrosis.
Las imagenes ilustran ademas la proliferacion medida por el Ki67, al igual que la expresion
del antigeno epitelial de membrana (EMA). En la porcion inferior de la imagen se encuentra
la histologia de un meningioma anaplasico (OMS Ill) con >20 mitosis por 10 HPF, marcado
pleomorfismo celular y nuclear y aspecto sarcomatoide.




1.295.313 1.295.250 1.295.228 1.295.104

Promotor TERT . 5 TERT

C250T 2287 ATG

L]
—'—-

-—
-_—
" oy
- ]
e
" o,

—'—

Silvestre CTCCCGGGTCCCCGGCCCAGCCCCTCCGGG
Mutado CTTCCGGGTCCCCGGCCCAGCCCOTTCCGGG

! --'-......b EtS/TCF “...------

'

Punto de union (
Cromatograma

C250T C228T

Figura suplementaria 3. Esquema de la regién promotora de TERT con la numeracion de
los nucledtidos en el cromosoma 5. También, la secuencia de ADN de la regién “hotspot”
con una hebra de tipo silvestre y una mutada, donde se demuestra el intercambio de una
citosina por una timina (representada en rojo). Cada mutacién conduce a un nuevo punto
de unién para los factores de transcripcién de E-26 y para los complejos de los factores
ternarios (Ets/TCF) (resaltados por rectangulos de color gris). Los cromatogramas de
secuenciacién representativos muestran las mutaciones heterocigotas C228T y C250T

(indicadas por las flechas).
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Figura suplementaria 4. Supervivencia global para los meningiomas atipicos y anaplasicos
a partir del inicio del tratamiento médico.
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Figura suplementaria 5. Supervivencia global a partir del inicio del tratamiento segun la

presencia de mutaciones en el pTERT y el grado tumoral (atipicos y anaplasicos).
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Figura suplementaria 6. Supervivencia global desde el diagnéstico segun la presencia de
mutaciones en el pTERT.



I.. C228T

08

0.6 C250T

02

Supervivencia (%)

0.0} LogRankp=0.58

0 10 20 30 40 50

Tiempo (meses)

Figura suplementaria 7. Supervivencia global desde el diagndstico en los pacientes con
mutaciones en el pTERT segln su variante.



