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Adaptor-related protein complex 1, beta 1 subunit gene
Adenomatous polyposi coli gene

Ataxia telangiectasia mutated gene

Human beta-adaptin gene

B-cell CLL/lymphoma 2 gene

Breast cancer 1 gene

Breast cancer 2 gene

Cell adhesion molecule 1

Caspase 8 gene

Calcium-sensing receptor gene

Cluster of differentiation 44 gene

E-cadherin gene

Cyclin-dependent kinase 6 gene

Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B gene



CDKN2A Cyclin-dependent kinase inhibitor 2 A gene

CDKN2B Cyclin-dependent kinase inhibitor 2B gene

CDKN2C Cyclin-dependent kinase inhibitor 2C gene

CELF2 Elav-like family member 2 gene

CHFR Checkpoint with forkhead and ring finger domains gene
CLH-22 Clathrin, heavy chain-like 1 gene

CREM cAMP responsive element modulator gene

DAL-1 Erythrocyte membrane protein band 4.1-like 3 gene
DMBT1 Deleted in malignant brain tumors 1 gene

EGFR Epidermal growth factor receptor gene

ET-1 Endothelin 1 gene

FHIT Fragile histidine triad protein gene

FOXD2 Forkhead box D2 gene

FOXE3 Forkhead box E3 gene

FOXM1 Forkhead box M1 gene

Gar22 Growth arrest-specific 2 like 1 gene

GLI1 GLI family zinc finger 1 gene

GSTP1 Glutathione S-transferase P gene

HIC1 Hypermethylated in cdncer gene

HIST1Hic Histone cluster 1 gen gene
HOX, genes Genes de la familia Homebox

IGF2 Insulin growth factor receptor 2 gene

INI1 Integrase interactor 1 gene

KLF4 Kruppel-like factor 4 gene

KLK3 Kallikrein-Related Peptidase 3 gene

LARGE Like-glycosyltransferase gene

MLH1 mutL homolog 1 gene

MLH3 mutL homolog 3 gene

MNI Meningioma disrupted in balanced translocation gene
MUTYH mutY homolog gene

MXI1 MAX interactor 1 gene

NDRG2 N-myc downstream-regulated gene 2

NF2 Neurofibromatosis tipo 2 gene

PAH Phenylalanine hydroxylase gene

PARK2 Parkinson protein 2 gene

PRDX1 Peroxiredoxin 1 gene

PTCH1 Patched homolog 1 gene

PTCH2 Patched homolog 2 gene

PTEN Phosphatase and tensin homolog gene
RAD54L DNA-dependent ATPase like gene

RARB Retinoic acid receptor beta gene

RASSF1 Ras association (RalGDS/AF-6) domain family member 1 gene
RRP22 RAS-related protein on chromosome 22 gene

SMARCB1 SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of
chromatin, subfamily B, member 1 gene
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Smoothened homolog gene

Secreted phosphoprotein 1 gene

Secreted frizzled-related protein 1 gene
Thrombospondin-1 gen gene

Metallopeptidase inhibitor 3 gene

Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1A gene
Tumor protein p53 gene

Tumor protein p73 gene

TNF receptor-associated factor 7 gene

Tuberous sclerosis 2 gene

Tumor suppressor gene in lung cancer 1

Tumores del estroma gastrointestinal

Hospital Clinico Universitario de Valencia

Tincién Hematoxilina-Eosina

Hedgehog (via)

Cancer colorrectal no polipésico

High-power field. Campo de un objetivo de 40X
Telomerasa trancriptasa reversa

Hibridacién “in situ” de fluorescencia en nucleos en interfase
Locus de las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas
Inmunohistoquimica

Inestabilidad cromosémica

Isocromosma

Lesion ocupante de espacio

Pérdida de heterocigosis

Mitogen-activated protein kinases

Cromosoma marcador

Mediana

Multiplex ligation-dependent probe amplification. Amplificaciéon de sondas

multiple dependiente de ligaciéon

mm
MMPs
nt
oMS
p

PAS
PBS
PCR
PI3K
puv

q

r

Rec
RFLP
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Milimetro

Metaloproteinas de la matriz
Nucleétidos

Organizacién Mundial de la Salud
Brazo corto de un cromosoma
Reaccidn del acido peryddico de Schiff
Solucién de fosfato tamponada
Reaccién en cadena de la polimerasa
Fosfatidilinositol-3-quinasa
Pulverizaciéon de cromosomas

Brazo largo de un cromosoma
Cromosoma en anillo

Recidiva

Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccién
Resonancia magnética
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Via IGF
Via MAPK
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Via Wnt
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Roswell Park Memorial Institute 1640
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Translocaciéon cromosémica
Asociacion telomérica

Tomografia computarizada

Tumor Growth Factor beta

Tissue microarray, micromatriz tisular
Tumor primario
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Via del factor de crecimiento insulinico
Via de las protein quinasas activadas por mitégenos
Via del factor de necrosis kappa-B
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El meningioma es el tumor benigno de localizacién intracraneal mas frecuente en la
edad adulta. Ya en 1614 Félix Pasteur habia descrito estos tumores, y desde entonces se
habfan denominado de diferentes maneras: en el siglo XVII se hablaba de “tumores
fungosos de la duramadre” y en el XVIII de “tumores vellosos de la aracnoides”. A
principios del siglo XX, Harvey Cushing describié estos tumores, con aspecto benigno y
origen en las meninges, que no infiltraban el parénquima cerebral y en 1922

definitivamente acuiié el término “meningioma” para referirse a ellos (1.2).

Para comprender el origen de estos tumores, es necesario conocer el origen
embriolégico de su lugar de génesis: las meninges (figura 1). Las meninges se originan a
partir del mesénquima derivado de las crestas neurales, constituyendo dos cubiertas,
por un lado la paquimeninge, de composicion fibrosa formada por la duramadre, y por
otro, la leptomeninge de estructura laminar epitelial, constituida por la aracnoides y la
pia madre ). Estas cubiertas presentan un alto grado de compactacion, si bien los

meningiomas parecen originarse fundamentalmente desde la aracnoides (4.

Espacio stljbaracnl0|de Villi aracnoideo
que contiene fluido / Seno dural
cerebroespinal

Raiz y trabeculas
de la aracnoides pyra madre

TRAL U X I
Capilares sanguineos Materia gris del Espacio perivascular Piamadre
cortex cerebral

Figura 1. Estructura de las cubiertas meningeas. Modificado de Essential Histology (5).
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1 Caracteristicas clinicas
1.1 Epidemiologia

Segtn la edicion de 2014 del Registro Central de Tumores Cerebrales de los Estados
Unidos (CBTRUS), los meningiomas representan el 36,1% de los tumores intracraneales
y el 38,1% de los espinales. Esto los sitlia por delante de los gliomas en cuanto a
incidencia, con una tasa anual de 7,4 casos nuevos por cada 100000 habitantes (6, Si
proyectamos este dato sobre la poblacién de nuestra area geografica, supone la
aparicién de 59 casos nuevos cada afio en la ciudad de Valencia, y en torno a los 370 en

el conjunto de la Comunidad Valenciana.

La incidencia de los meningiomas aumenta con la edad: su frecuencia maxima se da
entre los 50 y los 70 afios, y la edad mediana de debut de la enfermedad se sitia hacia
los 65 afios. Los meningiomas infantiles son muy infrecuentes ya que suponen tan solo
entre un 0,4 y 4,6% de los tumores del sistema nervioso central en pacientes menores

de 16 afios (3,

Con respecto a la distribucién por sexos, el predominio femenino es patente, con un
ratio mujer/hombre que se sitia entre 2:1 y 3:1 en la mayoria de series (6-8), En los
tumores espinales la frecuencia en mujeres es mayor atn, alcanzando ratios 10:1 . La
incidencia femenina de los meningiomas estd aumentando en los dltimos afios; se ha
sugerido que este aumento podria estar relacionado con el uso de tratamientos
hormonales en mujeres postmenopausicas, aunque no se ha encontrado asociaciéon con
la utilizacién de anticonceptivos hormonales en mujeres jévenes (7). Cabe destacar que
esta predominancia femenina deja de ser evidente en meningiomas agresivos (10.11) y
tampoco existe en los meningiomas infantiles (12. A diferencia de otros tumores del
sistema nervioso central, los meningiomas son mas frecuentes en poblaciéon negra, con

un ratio 1,3:1 sobre la blanca (6:13),

El papel hormonal en la génesis del meningioma es objeto de intenso estudio.
Ademas de la elevada incidencia femenina, se ha visto que el aumento en los niveles de
progesterona durante el embarazo, acelera la aparicion de sintomatologia y lleva al
debut de la enfermedad. Por otra parte, se ha referido una posible asociacién entre
meningioma y cancer de mama (14-16), Aparte del efecto hormonal, numerosos estudios

postulan multiples factores de riesgo asociados a la génesis de los meningiomas, que
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abarcan desde aspectos meramente ambientales, como pueden ser los derivados de la
ocupacién profesional, hasta factores genéticos concretos (). El mas universalmente
contrastado es el traumatismo craneoencefalico, ya descrito en la obra de Cushing (217),
La exposicion a radiaciones también parece estar implicada en el desarrollo de estos
tumores, pues en diferentes series se ha encontrado un riesgo incrementado en
personas que sufrieron exposiciones directas a radiaciones ionizantes(!8); de hecho, se
postula incluso el efecto de exposiciones localizadas o a bajas dosis, de manera repetida,

como ocurre en los tratamientos radioterapicos o en las exploraciones con rayos X (19,

Hay que sefialar que a pesar de ser tumores generalmente esporadicos, el factor
genético mas destacado es la Neurofibromatosis de tipo 2; estos pacientes, ademds de un
riesgo incrementado de desarrollar meningiomas, presentan meningiomas multiples en
cerca del 8% de los casos (29), fendmeno que no alcanza el 2% en el resto de afectados de
meningiomas (21). Esta relaciéon no se da en pacientes con Neurfibromatosis tipo I
También se ha asociado a otros sindromes genéticos, como los de Gorlin, Cowden, Li-
Fraumeni, Turcot/Gardner o la enfermedad de Von Hippel-Lindau, en los que los
pacientes presentan meningiomas, aunque con menor frecuencia que en la

Neurofibromatosis de tipo 2 (4.

1.2 Presentacion clinica

Los meningiomas son tumores que crecen de manera localizada y superficial. El
signo mas frecuente es la hipertension endocraneal ocasionada por el efecto masa, que
suele llevar asociada un cuadro clinico que incluye cefalea, vomitos y parestesias. Es la
cefalea de larga evolucién, el sintoma que con mas frecuencia lleva al paciente a la

consulta médica y, por tanto, al diagnostico de la patologia.

Con el crecimiento, estos tumores comprimen las estructuras adyacentes y la
sintomatologia que producen deriva, en consecuencia, de esta compresion. Dado que los
meningiomas pueden originarse a lo largo de toda la cubierta meningea, los sintomas
varian dependiendo de su localizacién. La ubicaciéon mas frecuente es la convexidad de
los 16bulos cerebrales; habitualmente son tumores parasagitales asociados con la hoz
del cerebro y el seno venoso. En estos casos es habitual la alteraciéon de las funciones
psiquicas superiores, asociadas o no a hipertensiéon endocraneal. Con menor frecuencia

se sitdan en la base craneal anterior, donde cabe destacar los tumores del quiasma
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optico, que generan trastornos de la vision. En las neoplasias de la fosa posterior, es
frecuente la afectacion de los pares de nervios craneales, y con especial mencioén, la
afectacion del VIII par, que se caracteriza por pérdida de audicién; también pueden
ocasionar alteraciones motoras 3:22), Localizaciones intraventriculares o epidurales son
muy poco frecuentes y en ellas es habitual la hidrocefalia. Los tumores del raquis suelen
cursar con paresias y alteraciones sensitivas, sintomas que hacen que su deteccién

clinica sea mas rapida (23.24),

El diagndstico radiolégico mediante tomografia computarizada (TC) muestra los
meningiomas como lesiones hiperdensas, de morfologia redondeada o lobulada y con
contornos bien definidos, que alcanza la superficie de la duramadre; ésta, suele mostrar
un engrosamiento en la porcién que contacta con el tumor, llamada cola dural. Con
frecuencia se asocian a edema peritumoral y en ocasiones muestran calcificaciones. La
TC permite caracterizar mejor las calcificaciones mientras que la extensiéon del edema se
determina mejor con resonancia magnética (RM) (25). Sin embargo, el diagnéstico
definitivo se establece mediante el estudio histopatolégico del tumor, tras su reseccién

quirudrgica.

1.3 Tratamiento y evolucion

El abordaje terapéutico de los meningiomas depende de factores relaciones con el
paciente (edad y situacion clinica), y de factores relacionados con el tumor (localizacién
y tamafio), pero en general, el tratamiento de eleccién es la reseccidon quirtrgica de la
lesidn, ya que se trata de tumores habitualmente bien delimitados en los que se logra la
curacion con este método (25. Aunque el diagnoéstico definitivo se establece mediante
criterios histopatolégicos 4), cabe mencionar que las mejoras en las técnicas de
diagndstico radiolégico permiten un diagnéstico mas temprano y preciso en cuanto a las

estructuras implicadas y, en consecuencia, un mejor abordaje quirtrgico (25,

Los avances en las técnicas neuroendoscdpicas han logrado que tumores antes
inoperables, como eran los meningiomas de la base craneal, sean ahora con frecuencia,
completamente resecables de manera menos invasiva (26), aunque se encuentren en una
localizacion compleja. Dentro de esta localizacién, y en particular, los tumores que se
originan en la regién esfenoidal, suelen presentar patrones de crecimiento que

favorecen la invasiéon y destrucciéon de las estructuras dseas circundantes, con



Introduccion

implicacién del seno cavernoso, la 6rbita, y tejidos blandos extracraneales, lo que

dificulta su reseccién y propicia, por tanto, un peor pronoéstico (27.28),

La complicacién méas habitual en los pacientes con meningioma es la aparicién de
recidivas; se trata de un evento ya descrito por Cushing a principios del siglo XX (29).
Aunque los meningiomas se consideran tumores habitualmente benignos, encapsulados
y de crecimiento lento, que son curables mediante cirugia radical, en torno a un 20-25%
recidivan en un plazo de 10 afios (39). Este dato es particularmente importante ya que, a
pesar de que el porcentaje de recidivas no es muy grande, en niumeros absolutos, implica
a muchos pacientes. El riesgo de recidiva compromete la esperanza de vida de los
afectados a causa de las posibles complicaciones secundarias a una nueva intervencién

quirudrgica, condicionando su calidad de vida.

La extension de la resecciéon quirdrgica es el principal factor prondstico en el
meningioma. En base a esto, Simpson elabor6 una clasificaciéon (1) segun la cual se

establecen 5 grados:

= Grado I: reseccién macroscépicamente completa del tumor con eliminacién
de la dura afectada y del hueso subyacente.

=  Grado II: reseccién macroscdpicamente completa con coagulacién de la dura
afectada.

= Grado III: reseccién macroscépicamente completa sin extirpacion de la dura
afectada o del hueso subyacente.

= Grado IV: reseccidén subtotal del tumor.

= Grado V: descompresion con o sin biopsia.

La consecucién de un grado I o II se considera cirugia radical del tumor y se relaciona
con un prondstico favorable, con tasas de curaciéon del 91 al 95% en resecciones de
grado [ y del 82 al 85% en grado II. Por el contrario, los grados superiores se alejan de la
resecciéon completa y se asocian con una disminucién en la tasa de curacién, que queda
en torno al 71% de los casos (31.32). Hasta la actualidad, numerosos trabajos han apoyado
la utilidad de esta clasificacién en la prediccion del desarrollo de recidivas tumorales (31-
33), No obstante, existen localizaciones, como es el caso de los tumores de la base del
craneo, concretamente los del esfenoides y la fosa olfatoria, que presentan tasas de

recidiva superiores, independientemente del grado de reseccién logrado. Por ultimo,
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cabe mencionar los meningiomas malignos, que suponen aproximadamente un 2% de
todos los meningiomas, presentan un curso clinico mas agresivo y una mayor tasa de

recidivas independientemente de otros factores pronosticos.

2 Caracteristicas histopatolégicas

2.1 Macroscopia

El tamafio de los meningiomas en el momento del diagnéstico puede variar
enormemente, desde tumores de menos de 1 cm hasta meningiomas que superan los 10
cm en su didmetro mayor. Esto es consecuencia de que los sintomas deriven de la
compresién de las estructuras adyacentes, de manera que, dependiendo de la
localizacién y de la direcciéon de crecimiento del tumor, la sintomatologia aparecera
antes o después, y esto, a su vez, se traducird en masas de mayor o menor dimensién
(3:34-36), Es habitual que los tumores mas pequefios correspondan a hallazgos casuales
por exploraciones radioldgicas para otros problemas de salud. La consistencia de las
lesiones puede variar desde suave a bastante firme. La firmeza aumenta si hay
abundancia de cuerpos de psamoma y, en ocasiones, la presencia de calcificaciones
requiere de una hidroélisis acida suave para mejorar la calidad de las secciones (3.
Macroscopicamente, las secciones histolégicas del meningioma tipico tienen una
coloracién marrén claro. Este color puede alterarse hacia mas amarillento si abundan
macroéfagos lipidizados en la muestra, o hacia rojizo por la presencia de areas

hemorragicas (3).

2.2 Clasificacion morfologica

Los meningiomas adoptan una amplia variedad de caracteristicas histolégicas. Las
primeras descripciones recogian mas de 20 tipos de patrones morfolégicos (3, si bien la
ultima clasificacién de los tumores del Sistema Nervioso Central elaborada por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), recoge hasta 16 subtipos histologicos (4) cuyas

caracteristicas principales se describen brevemente a continuacion:
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Meningotelial: Células en nidos lobulillares con ntcleos ovalados, centrales y
presencia de pseudoinclusiones.

Fibroblastico: Células fusiformes en una matriz rica en colageno y reticulina,
con nucleos estrechos y alargados.

Transicional: Mezcla de caracteristicas meningoteliales y fibroblasticas en
diferente proporcion.

Psamomatoso: Abundancia de acumulaciones de calcio, coldgeno y hierro,
que forman los llamados cuerpos de psamoma.

Angiomatoso: Crecimiento estructurado en funcién de la vascularizacién. Los
vasos presentan la pared mas gruesa y/o esclerosada.

Microquistico: Células alargadas con estroma mucinoso, citoplasmas claros y
vacuolados. Es un patrén compartido con otras histologias.

Secretor: Presenta inclusiones eosinofilicas hialinas PAS-positivas. Son
tumores con apariencia meningotelial.

Rico en linfoplasmocitos: Caracterizado por presentar infiltrado
linfoplasmocitico, y con histologia tipo meningotelial.

Metaplasico: Muestran marcada diferenciaciéon mesenquimal (mixomatoso,
mixoide, xantomatoso etc.).

Cordoide: Células organizadas en trabéculas con citoplasmas vacuolados
sobre una matriz mixoide.

De células claras: Citoplasmas grandes y claros por acumulaciéon de
glucdgeno, positivas a la reaccion de PAS. No presentan un patrén definido de
crecimiento y combinan estas caracteristicas con otras morfologias. Afecta a
pacientes mas jovenes.

Atipico: Tumores que cumplen los criterios de malignidad de aumento en el
recuento de mitosis, aumento en la celularidad, ratio ntcleo-citoplasma
elevado, prominencia nucleolar, patrén de crecimiento continuo o en hoja y
necrosis.

Papilar: Presencia focal de arquitectura papilar y cores fibrovasculares.
Rabdoide: Crecimiento en hoja. Células con nicleos excéntricos, nucléolos

prominentes y citoplasmas con inclusiones eosinofilicas.
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= Anaplasico: Caracteristicas similares al atipico pero con un gran incremento
en figuras mitéticas (mayor a 20 en 10 campos a 40x). Se caracteriza por la
disminucion de la supervivencia en los afectados.

= QOtros: Patrones que no encajan en el esquema de la OMS. Tumores de células

gigantes, meningiomas esclerosantes, u oncociticos entre otros.

En cuanto a la frecuencia de estos subtipos, el 63% de los meningiomas muestran
histologia meningotelial, lo que los hace con diferencia los mas frecuentes. Otros
patrones habituales son el transicional, que representa al 19% de los meningiomas o el
fibroblastico con el 13%. El subtipo psamomatoso supone el 2% de estos tumores y las

demas variantes en conjunto, no superan el 3% de los meningiomas (7).

2.3 Caracterizaciéon inmunohistoquimica

La elevada cantidad de filamentos intermedios presentes en estos tumores hace que
sean positivos para la expresion de vimentina (438), También es habitual la expresion del
antigeno epitelial de membrana (EMA) (438), Con menor frecuencia y de manera focal,
expresan la proteina S-100, la enolasa neuronal especifica y el antigeno Leu-7 (3940,
Concretamente en meningiomas secretores, los anticuerpos anti CEA y anti CK son
patentes en los cuerpos de pseudopsamoma tipicos de este subtipo y en las células

circundantes (4:254142),

La predominancia femenina de los meningiomas ha llevado desde hace méas de veinte
afios al estudio de la expresién hormonal y de sus receptores en estos tumores (14-1643-
52). Se postula la influencia de los niveles de progesterona en el empeoramiento de los
sintomas en situaciones como son el embarazo o la menstruacién (14-1653)_ Dos tercios de
los meningiomas expresan receptores de progesterona y andrégenos, y los meningiomas
receptor de estrégenos-positivos han demostrado una menor tendencia a recidivar (47-
4952), De manera analoga, la ausencia de expresiéon del receptor de progesterona,
acompanada o no de expresion del receptor de estrégenos, se considera un signo de mal
pronostico (5051); no obstante, todavia no se ha logrado una terapia hormonal acertada
para los meningiomas. Este hecho enfatiza la importancia de evaluar los marcadores
hormonales en situaciones en que su perfil de expresién se encuentra modificado, como

es el caso de pacientes con cancer de mama u otras enfermedades ginecoldgicas (43).
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2.4 Grado histopatoldgico

Hasta el afio 2000 la agresividad en el meningioma se identificaba con los términos
“tumores benignos, atipicos y anaplasicos”. La OMS propici6 el cambio de terminologia a
grados I, II y III, para definir su agresividad en base a la utilizacién de una asociacién
compleja de criterios de malignidad (tabla 1); estos criterios tratan de predecir la
disposicién a recidivar de los meningiomas; incluyen la presencia de hipercelularidad, la
pérdida de la arquitectura normal del tejido, el pleomorfismo nuclear, la prominencia
nucleolar, el elevado indice mitético, la presencia de necrosis, y la invasion del tejido
cerebral adyacente (454, Asi, los meningiomas mas comunes, que crecen lentamente y
tienen un comportamiento habitualmente benigno, corresponden a los tumores de
grado [ y suponen un 75-92% de los meningiomas (+55), Los meningiomas de grado II,
también llamados atipicos, representan el 5-25% de los casos y los tumores de grado III,

o0 anaplasicos, suponen un 3-5% de estos tumores (+55).

Algunas variantes histolégicas se han relacionado con una mayor agresividad y una
capacidad de recidivar incrementada (tabla 2) (4). Los meningiomas de subtipo cordoide
y de células claras muestran una frecuencia de recidivas del 42% y 61%
respectivamente, por lo que se incluyen directamente en el grado II (56-58), En los
meningiomas papilares y rabdoides, la recidiva se ha descrito en un 75 y un 80% de los

casos respectivamente, motivo por el cual se consideran meningiomas de grado III (59.60),

Tabla 1. Criterios de la OMS para la designacion del grado histopatolégico de los meningiomas

Meningioma Grado |
Variante histologica diferente a células claras, cordoide, papilar o rabdoide
Carencia de criterios de meningioma atipico o anaplasico

Meningioma Grado Il

indice mitético = 4 mitosis/10 HPF

Al menos 3 de los siguientes parametros:
Celularidad incrementada

Alto cociente nucleo/citoplasma
Prominencia nucleolar

Crecimiento en forma de hoja (shetting)
Focos espontaneos de necrosis

Meningioma Grado Il
indice mitético = 20 mitosis/10 HPF

Anaplasia celular
Infiltracién cerebral

HPF, Campo de alto poder

11
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Numerosos estudios han evaluado la importancia de determinar la proliferacién
celular en los meningiomas. La tasa de proliferacion de las células tumorales, valorada
con técnicas como la citometria de flujo, el radiomarcaje con desoxibromouridina o, mas
extensamente, mediante técnicas inmunohistoquimicas, se correlaciona con el grado
histopatoldgico y con la agresividad biolégica, si bien varia bastante segin la serie

estudiada (30.61-66),

Actualmente, el marcador de proliferacién que se utiliza mas ampliamente en la
evaluacion de los meningiomas es la proteina nuclear Ki-67, que se expresa durante las
fases activas del ciclo celular, es decir, G1, S, G2 y M (67), El anticuerpo MIB-1 reconoce al
antigeno Ki-67 y se puede utilizar en secciones de parafina. El indice MIB-1 muestra
diferencias significativas entre los distintos grados histopatolégicos, con grandes
variaciones entre las distintas series publicadas: de 0,7 a 2,2% en meningiomas
benignos, de 2,1 a 9,3% en atipicos y de 11,0 a 16,3% en meningiomas anaplasicos (61-
63,656870) Se ha sugerido que Ki-67 resulta especialmente util en casos con atipia
limitrofe, con un valor de corte de 4,2% (71). Ademas, esta descrita su relacién con la
recidiva del meningioma, con valores de 0,9-3,8% en tumores no recidivantes y de 4,0-

8,8% en meningiomas recidivantes (62.70.71),

Tabla 2. Relacién entre el grado de agresividad y la histologia en los meningiomas

Variante

Meningotelial
Fibroblastico
Transicional
Microquistico
Angiomatoso
Psamomatoso
Secretor
Metaplasico
Linfoplasmocitico

Grado I: Bajo riesgo de recidiva y crecimiento
no agresivo

Atipico
Cordoide
Células claras

Grado lI: Alta probabilidad de recidiva y/o
comportamiento agresivo

Anaplasico

Grado IlI: Alta probabilidad de recidiva y/o Rabdoide

comportamiento agresivo Papilar
Indice de proliferacion >20 mitosis/ 10 HPF y/o
invasion del tejido cerebral adyacente.

HPF, Campo de alto poder
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2.5 Larecidiva tumoral

La reaparicién de la enfermedad tras el tratamiento quirurgico es el principal
problema de los meningiomas. En torno a un 12% de los casos recidiva a los 5 afios, y un
25% lo hace en un plazo de 10 afios, a pesar de lograr una cirugia Simpson 1-2 (11.30), La
incidencia de recidivas en los tumores de grado I se sitia entre un 7-20%, entre un 30-
40% en los meningiomas de grado Il y entre un 50-80% en los meningiomas de grado III
(7273). Histologicamente, la recidiva suele mostrar caracteristicas similares al tumor
primario; no obstante, en algunos casos ocurre una progresiéon hacia formas mas
agresivas del tumor (112974) por lo que en ellos, aumenta el riesgo de una segunda
recidiva (7). Ademas, la recidiva tumoral puede ocurrir con localizacién igual o diferente
respecto a la masa inicial G%. Los meningiomas metastasicos son una entidad clinica rara

con una frecuencia menor al 1% ).

Multiples moléculas han sido investigadas para tratar de predecir el prondstico en el
meningioma: marcadores de proliferacion, proteinas reguladoras del ciclo celular,
receptores de hormonas y factores de crecimiento. Muchos de ellos han mostrado
correlaciéon con el grado del tumor y/o con la capacidad de recidivar, pero es raro
encontrar estudios amplios con resultados consistentes, lo que pone de manifiesto la
necesidad de explorar nuevas técnicas de estudio con el objetivo de afinar el prondstico

en los meningiomas (41:42,50,51,70,76),

3 Alteraciones citogenéticas en el meningioma

Los cambios citogenéticos presentes en los meningiomas son diversos y pueden
afectar tanto al nimero de cromosomas como a su estructura. De manera general, el

60% son hipodiploides, el 33% son diploides, y sélo el 7% presentan rangos superiores

(77.78),

El meningioma fue el primer tumor sélido en el que se detecté una alteraciéon
citogenética caracteristica, en el afio 1967 (79), aunque no fue hasta 1972 cuando se
confirmo, mediante hibridacion “in situ” de fluorescencia, que se trataba de la pérdida

parcial o total del cromosoma 22 (80.81),
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Algunos casos, presentan cambios cariotipicos complejos adicionales a la monosomia
22 o0 a cambios estructurales en este cromosoma. Entre los mas frecuentes, encontramos
las reestructuraciones del cromosoma 1, que suponen generalmente la pérdida de parte
de su brazo corto (1p-) (82). Esta alteracién no es exclusiva de los meningiomas, pues esta
descrita en el cancer de mama (83), en un pequefio porcentaje de neuroblastomas (84), y

en torno al 25% de los oligodendrogliomas (85 y de los leiomiomas (86).

También son habituales las pérdidas del cromosoma 14 (87), bien como monosomia
14 o como 14q-. Se trata de un cambio asociado a malignidad, no solo en el meningioma,
sino en otras neoplasias como el carcinoma renal de células claras (88), o los tumores del

estroma gastrointestinal (GIST) (89),

En menor proporcién, se detectan pérdidas de los cromosomas 10 y 18 (90-92),
También estan descritas las pérdidas de material genético en 6q, 9q y 17p (90.91,93-100),
Las pérdidas cromosémicas se relacionan con la progresion tumoral. De hecho, la
presencia de anomalias citogenéticas afiadidas a las que afectan al cromosoma 22, en
meningiomas de grado I, se relaciona con un mayor potencial maligno intrinseco a pesar
de que se trate de tumores con histologia benigna (74101), Estas caracteristicas
citogenéticas apoyan la teoria de la existencia de una ruta genética en multiples pasos,
desde la génesis del tumor a la progresion en los meningiomas (91,93-9698,102-105) [
heterogeneidad cromosémica y la acumulacién de cambios cromosémicos con la
progresiéon, enfatizan la necesidad de estudiar las alteraciones genéticas de los

meningiomas.

Algunos meningiomas también muestran ganancias cromos6micas. Aunque
infrecuentes, son relativamente habituales en los tumores de alto grado. Las ganancias
en 20q, 12q, 15q, 1q, 9q y 17q son las mas habituales (90.106107) ]o que sugiere la

existencia de genes en estos loci, implicados en la progresiéon de estos tumores (87.90.97-

102,108-114),

Aunque, en principio son tumores citogenéticamente mas sencillos que otros,
también se han referido meningiomas con cambios citogenéticos complejos. Ademas de
anomalias numéricas, los meningiomas presentan diferentes reestructuraciones
cromosomicas, incluidos cromosomas en anillo, cromosomas dicéntricos, amplificacién
génica, asociaciones teloméricas e inestabilidad de microsatélites, cambios todos ellos

que, en general, se relacionan con la agresividad tumoral (55115), Estos cambios
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cromosomicos se han podido identificar mejor con la introduccién de técnicas con

mayor poder de resolucidn (116),

La presencia de cariotipos complejos aumenta progresivamente con el grado
tumoral; se estima en un 25-34% de los meningiomas benignos, en un 45% de los

atipicos y un 70-79% de los anaplasicos (figura 2) (117.118),

Complejidad
del cariotipo

Figura 2. Porcentaje de casos con cariotipos complejos en los distintos grados histolégicos;

obsérvese la acumulacion de alteraciones con el aumento de grado.

Son varios los modelos de evolucién citogenética clonal que se han propuesto para
explicar el origen y evolucién de los meningiomas. El modelo clasico de evolucién clonal
recoge 4 grupos: el primer grupo comprende los meningiomas sin alteraciones
cromosomicas (grupo 0), el segundo, aquellos con alteraciones del cromosoma 22
(grupo 1), mientras que el tercer grupo incluye los tumores con pérdidas en los
cromosomas 10, 14, 18 y 19 (grupo 3) y el cuarto, recoge los meningiomas con pérdidas
en 1p (grupo 4) (figura 3) (118119), Segiin este modelo, los grupos se relacionan con los
distintos grados histopatolégicos del tumor, de manera que los meningiomas benignos
se encuadran mayoritariamente en los grupos 0 y 1 mientras que los atipicos y
anaplasicos, en los grupos 2 y 3. Ademads, los grupos 2 y 3 presentan una mayor
frecuencia de recidivas, lo que indica que la complejidad cariotipica en ellos, resultaria

de utilidad como factor pronoéstico con capacidad predictiva (118),
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Iniciacion
Grupo0 <— > Grupo1l
Cariotipo Normal Monosomia 22
Progresién Recidiva
Grupo 2 Grupo 3
Hipodiploidia Delecion en 1p
Alteraciones en Otras anomalias
cromosomas
10,14,18,19y 22

Figura 3. Modelo de evolucion clonal basado en Ketter et al. "®'®. Grupos en funcion del perfil

citogenético y el riesgo de progresién: los grupos 0 y 1 muestran comportamiento benigno, los grupos
2y 3 ofrecen peor pronéstico.

3.1 Cambios asociados al cromosoma 22

La monosomia total o parcial del cromosoma 22 es la caracteristica citogenética mas
comun en los meningiomas. Las series publicadas muestran variaciones importantes en
cuanto a la implicacién de este cromosoma (entre un 40 y un 78%), si bien en los

meningiomas asociados a Neurofibromatosis tipo 2 estd alterado en el 100% de los

casos (21,79,111,114,121-128),

En una revision de mas 850 publicaciones se determiné que el 30% de los
meningiomas descritos mostraban la monosomia 22 como unica alteracién, y el mismo
porcentaje la presentaba asociada a otros cambios cromosémicos. Ademas, en torno al
20% de los meningiomas mostraban cambios estructurales en el cromosoma 22. En
conjunto, mas del 75% de los meningiomas recopilados en ese trabajo presentaban

monosomia 22 o cambios estructurales que implicaban a este cromosoma (38),
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Es habitual que ésta sea la Unica alteracién citogenética presente (129.130), Jo que
sugiere que la inactivacion de un locus supresor tumoral localizado en este cromosoma
representa un evento temprano en la tumorigénesis de los meningiomas (110.111,131), Eg
posible que casos sin aparente afectacion del cromosoma 22 contengan cambios en este
cromosoma que no sean visibles citogenéticamente y requieran, por tanto, de
aproximaciones moleculares, lo que justificaria las variaciones en las tasas de
implicacién que se encuentran en la literatura. En este sentido, técnicas como la FISH, el
SKY o los arrays de CGH han puesto de manifiesto alteraciones genéticas en
meningiomas con cariotipos aparentemente normales (132). La pérdida de este
cromosoma se produce indistintamente en meningiomas benignos, atipicos y
anaplasicos (133), lo que sugiere que las alteraciones del cromosoma 22 son un evento
temprano en el meningioma, con un papel eminentemente iniciador en la génesis de

estos tumores (129.134),

La monosomia 22 puede ir acompaiiada, en algunos meningiomas, por cambios que
afectan al otro cromosoma 22, como deleciones, translocaciones o asociaciones
teloméricas, lo que sefala la vulnerabilidad del cromosoma 22 a sufrir alteraciones en
estos tumores (131135-142) Cabe mencionar que el isocromosoma del 22 también se
detecta en meningiomas, aunque parece estar mas involucrado en la progresion tumoral

que en la génesis de estos tumores (111),

El estudio de pacientes con meningiomas multiples proporcioné pistas sobre el
origen genético de los meningiomas, y demostré que las pérdidas en el cromosoma 22
afectan, concretamente, a la banda q12 (figura 4) (40.93,125143-149) [ 3 consecuencia es la
alteracion del gen NF2 y, en ultimo término, la pérdida de expresion de la proteina que

codifica, merlin ). Posteriormente revisaremos estas caracteristicas moleculares.

3.2 Cambios asociados al cromosoma 1

Las alteraciones genéticas mas frecuentes en los meningiomas, tras las del
cromosoma 22, afectan al cromosoma 1 y, mas concretamente, a su brazo corto. Esta
anomalia se detecta como alteracién unica (129 o asociada a otros cambios
cromosomicos (100.102117) [,os distintos grados histolégicos muestran diferencias en

cuanto a la frecuencia de alteraciones en este cromosoma, con cifras de en torno al 15%
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en los meningiomas de grado I, al 60% en los de grado Il y al 80% en los meningiomas

de grado III (21,90,105,150,151),

La pérdida de 1p se detecta de manera global en un 25% de los meningiomas
(96,102,152) y se asocia con deleciones en el cromosoma 22 y/o con cambios que llevan a la
inactivacion de NF2 en un 33% de los casos (99.148152-157) Numerosos analisis del estado
del cromosoma 1 mediante hibridacién genémica comparada (CGH) y estudios de
pérdida de heterocigosidad (LOH), apoyan la existencia de diferentes genes supresores
de tumor que serian responsables de las pérdidas de diferentes segmentos en 1p (158),
Las deleciones o alteraciones que afectan a genes situados en 1p22, en 1p21.1-p13 y
1p34-pter se han asociado con la progresién tumoral (90.96-100,102,103,105,108,150,159) y con un
pronoéstico clinico desfavorable (figura 4). De hecho, la LOH en 1p se considera un
indicador con importante valor pronéstico debido a su capacidad para predecir la

tendencia a recidivar de los meningiomas (21,119,152,160),

Aunque, en general, las pérdidas que afectan al cromosoma 1 se relacionan con la
progresion, se ha sugerido que las deleciones concomitantes en 1p y 3p, determinadas
mediante CGH, podrian contribuir a la tumorigénesis de los meningiomas como
mecanismo alternativo a la pérdida del cromosoma 22 (161), Por otra parte, se ha
detectado asociacion entre las pérdidas del cromosoma 1p y la monosomia parcial en 7p

y se ha relacionado con la progresion tumoral (162),

Las asociaciones teloméricas que implican al cromosoma 1 han sido descritas como
un evento intermedio en el proceso de formaciéon de deleciones, cromosomas
dicéntricos y translocaciones desequilibradas del 1p en los meningiomas, conduciendo a

pérdidas de informacion de este cromosoma (136),

3.3 Cambios asociados al cromosoma 14

El tercer cambio citogenético mas frecuente que afecta a los meningiomas consiste
en la pérdida total o parcial del cromosoma 14 -monosomia 14/14q- (21.87.9496,98-100) ] ,as
deleciones en 14q se detectan en torno al 20% de los meningiomas de grado I, y al 40-
60% de los meningiomas de grados Il y III (°%.163), Con menor frecuencia se observan
reordenamientos estructurales como la t(1;14) y la t(14;22). Los puntos de rotura mas

frecuentes son 14ql1, 14q24.3-q32.33 y 14q32-qter (figura 4), lo que sugiere la
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existencia de genes implicados en la biologia del meningioma en estas localizaciones

cromosémicas (103,104,109,117,132,136,164),

De manera andloga al cromosoma 1, las pérdidas en el cromosoma 14 se relacionan
con la progresién tumoral y con un prondstico desfavorable en los meningiomas (98.165),
si bien todavia no se ha identificado ningin gen que, de manera consistente, sea

responsable de esta agresividad biolégica (166.167),

3.4 Otros cambios cromosémicos en meningiomas

Los meningiomas muestran alteraciones en distintos cromosomas que, aunque son
menos frecuentes que las que afectan a los cromosomas 1, 14 y 22, se han relacionado
con la progresion tumoral. Entre ellas cabe destacar las que afectan a los cromosomas

9p (90168), 1()q (9091,169) 17 y 18 (9092),

La pérdida de material genético en el brazo largo del cromosoma 18, una de las
alteraciones que con mas frecuencia se asocia a la progresién tumoral en el meningioma,
se detecta en un porcentaje pequefio de tumores benignos, en torno al 14%, pero

alcanza tasas del 40-50% en meningiomas atipicos y anaplasicos (°0.92),

Las deleciones en el cromosoma 10 (10qg-) afectan al 5-12% de los meningiomas de
grado 1, al 29-40% de los de grado Il y al 40-58% de los de grado III (90.96170), Las
alteraciones en este cromosoma se relacionan con un curso clinico agresivo a causa de
su aumento de incidencia con el aumento del grado histolégico (169), aunque las
variaciones de su incidencia en las diferentes series hacen que no exista una asociacion

necesaria con la progresion del tumor (90.91,96,169,170),

Los cambios en el cromosoma 9 se detectan principalmente en meningiomas de
grado III, con una incidencia del 40-75% (°097), y se determinan mejor mediante técnicas
de citogenética molecular que mediante la clasica (168); el cromosoma 9 se encuentra
alterado en un 20-52% de los tumores de grado Il y en alrededor de un 5%-17% de los
meningiomas de grado 1 (90.100.168) Cabe sefialar que los genes supresores de tumor
CDKN2A (pl16!NK4a/MTS1/p144RF) y CDKNZB (p15WK4/MTS2) con frecuencia estan
inactivados en distintos tipos de neoplasias; codifican proteinas que participan en el
control del ciclo celular, y se encuentran en el locus p21 de este cromosoma (100,168,171);

profundizaremos en ellos en el apartado de alteraciones moleculares.
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El cromosoma 17, aunque en ocasiones muestra pérdidas de material, resulta mas
relevante por la amplificacion en 17qg, que se detecta en mas de la mitad de los
meningiomas anaplasicos, cerca del 20% de los meningiomas atipicos y algo mas del

10% de los meningiomas benignos (°0),

Se han descrito, también, pérdidas en los cromosomas 3p, 5, 6q, 7, 8,11, 18,Xe Y,y
ganancias que afectan a los cromosomas 1q, 9q, 12q, 15q y 20q (90.114161,162,172) Quiza de
este ultimo grupo, las mas llamativas sean las pérdidas que afectan a los cromosomas
sexuales debido a su frecuencia. Entre el 15% y el 45% de los meningiomas en varones
muestran pérdidas del cromosoma Y, que en un 5% de los casos es la Unica alteracién
citogenética detectada. Esta pérdida no muestra asociacién con la edad al diagnéstico.
Por otra parte, cerca del 5% de los meningiomas en mujeres muestran pérdidas de un

cromosoma X, que habitualmente se asocia a cariotipos mas complejos (140.167,173),
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Anomalias Numéricas en el Meningioma
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Figura 4. Esquema de los cromosomas mas frecuentemente alterados en el meningioma. Se indican
en rojo los puntos de rotura mas habitualmente descritos y en verde las regiones que muestran
ganancias (cromosoma 1q, cromosoma 17).
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4 Alteraciones moleculares en el meningioma
4.1 Genes asociados al cromosoma 22
4.1.1 Elgen NF2y surelacién con la tumorigénesis del meningioma

Los cambios que afectan al cromosoma 22 en meningiomas estadn estrechamente
relacionados con aquellos que afectan al gen NF2. Este gen, localizado en 22q12, es el
responsable del sindrome hereditario, autosémico dominante, Neurofibromatosis tipo 2
(174), La mitad de los pacientes afectados de este sindrome desarrollan meningiomas y lo
hacen a edades mas tempranas que los pacientes con tumores esporadicos, con una
mayor incidencia de meningiomas multiples (175176). Este hecho fue el que permiti6

relacionar la pérdida de funcién del locus génico de NF2 con la génesis del meningioma.

El gen NF2 esta formado por 17 exones, y presenta procesado alternativo entre los
exones 16 y 17, lo que resulta en 2 isoformas muy parecidas estructuralmente y con
funciones similares (177). El producto codificado es la proteina merlin: una proteina
supresora de tumor, reguladora negativa del crecimiento tumoral (177.178), Merlin es un
miembro de la familia de proteinas estructurales homologas a la banda 4.1 (que incluye
ezrina, radixina y moesina), que median la unién de proteinas de la membrana al
citoesqueleto (figura 5A) (177.179.180). L,a secuencia proteica de los miembros de esta
superfamilia, conocidas como proteinas ERM, estd muy conservada; consiste en un
dominio N-terminal que enlaza con las proteinas de la membrana, un dominio rico en a-
hélice y un dominio C-terminal que interacciona con las proteinas del citoesqueleto
(figura 5B). En el caso de merlin, los aminoacidos entre la posicién 1 y 311 constituyen
el dominio N-terminal (exones 1-9) desde los aminoacidos 312 al 505, el dominio rico en
a-hélice, (exones 10-15) y el dominio C-terminal abarca desde 506 hasta el final (exones

16-17, figura 5C) (181.182),

La mayoria de los meningiomas presentan ausencia o disminucién en la
inmunorreactividad a la proteina merlin (183-185) si bien se ha comprobado la necesidad

de que haya dos alteraciones en este gen para que su expresion se modifique (121,174.179),
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Figura 5. Mecanismo de accion y estructura de la proteina merlin. A: Merlin, en azul, interacciona con
proteinas de la membrana plasmatica y con filamentos del citoesqueleto (Extraido de Molecular
Biology of the Cell). B: proteinas de la familia 4.1, con una estructura muy conservada: la region N-
terminal contiene el dominio FERM que las caracteriza. El dominio rico en hélice alfa se prolonga
hasta el final de la proteina. Todas las proteinas de la familia salvo merlin contienen un sitio de unién
a F-actina (F). Ezrina y moesina contienen regiones ricas en prolina (en verde), de funcion
desconocida. C: Esquema del cromosoma 22 con representacion de sus bandas. Se indica en rojo la
posicion del gen NF2 y se detalla la composicion en exones del gen y la funcién de las diferentes
partes, asi como los codones que comprenden las dos regiones principales de la proteina merlin.

Aunque el mecanismo preciso mediante el cual merlin ejerce su actividad supresora
tumoral e inhibe la proliferacion de las células meningeas no esta claramente
establecido, participa en el control de las uniones célula-célula mediadas por cadherina
(186,187); su actividad como regulador negativo del crecimiento tumoral ha sido

demostrado “in vitro” (178187), Interacciona con proteinas que afectan a la sefializacion de
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Ras, a la activacion de la fosfatidilinositol-3-kinasa y/o a la expresiéon de la ciclina D1
(177.188), L,a disrupcion de esta cascada de sefializacidon que lleva a la reorganizacién del
citoesqueleto se considera critica para la formacién del tumor, y la deficiencia de merlin
promueve la tumorigénesis mediante la desestabilizacion de las uniones adherentes
(187), Merlin interacciona ademas con otras muchas proteinas de la familia 4.1 y, de
manera analoga, numerosas proteinas de la familia 4.1 funcionan como reguladores del

crecimiento en los meningiomas (180,188),

Las mutaciones y deleciones que truncan NF2 suponen la alteracién genética mas
frecuente en meningiomas. Entre el 40 y el 70% de todos los meningiomas, incluyendo
esporadicos y asociados a Neurofibromatosis tipo 2 (4125126) y e] 60% si consideramos
Unicamente los tumores esporadicos, presentan pérdida de heterocigosidad (LOH) en
22q12.2 (123124143174176189-191)  Se trata de pequefas inserciones, deleciones, o
mutaciones sin sentido, que afectan a las zonas que regulan el procesado del ARNm,
crean codones de parada o resultan en cambios en la pauta de lectura, y ocurren
preferentemente en los dos tercios mas proximos a 5’ del gen NF2 (124). Estos cambios
representan una alteracién temprana en la mayoria de los meningiomas (123,141,142,153,192-
195), La frecuencia de mutaciones en este gen varia entre los 3 subtipos histolégicos mas
habituales de meningioma: los meningiomas fibroblasticos y transicionales presentan
mutaciones génicas en NF2 en un 70-80% de los casos, mientras que los meningiomas
meningoteliales inicamente en un 25% (124143145,190,196) Este hecho sugiere la existencia
de un mecanismo patogénico alternativo a la pérdida de NF2 en la histologia

menlngotellal (124,142,143,183,185,190).

El andlisis de la frecuencia de alteraciones en NF2 en funcion de la localizacién
tumoral, ha mostrado una menor frecuencia en los tumores que se forman en la base del
craneo; no obstante, la elevada frecuencia de meningiomas meningoteliales en esta

localizacion apoya la teoria de una histogénesis diferente en este subtipo tumoral (196),

En algunos meningiomas, a pesar de la falta de la proteina merlin, no se detectan
mutaciones en NF2 o LOH en 22q. Se ha sugerido que la p-calpaina, una proteasa de
cisteinas neutras dependiente de calcio, es la responsable de este fenémeno (193.197), El
50% de los meningiomas presentan la forma activa de la p-calpaina, aunque no se ha
podido asociar con el status de merlin (197), Por otra parte, la concordancia entre la LOH

en 22q y la pérdida de merlin sugiere que otros mecanismos, como la delecién
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homocigota o la metilaciéon, asi como mutaciones en NFZ2 no detectadas, serian

responsables de la pérdida de expresion de esta proteina (189),

Se esperaba que el estudio del gen NFZ proporcionara pistas importantes sobre la
patogénesis de los meningiomas atipicos y anaplasicos, pero el 70% de los casos
muestran mutaciones en este gen, coincidiendo con la frecuencia en meningiomas
benignos transicionales y fibroblasticos, lo que sugiere, por tanto, que la afectaciéon de

NF2 no esta implicada en la progresién hacia grados superiores (93.116,198),

4.1.2 Otros genes relacionados con la iniciacion tumoral situados en el

cromosoma 22

La frecuencia de LOH en el cromosoma 22 excede a la de mutaciones en NF2 y a la
presencia de deleciones intersticiales y translocaciones en 22q que no incluyen el locus
de NF2 (143), por lo que se ha estudiado el posible rol de otros genes, localizados en este

cromosoma, en la génesis de los meningiomas (tabla 3) (116,199-203),

De acuerdo con esta hipdtesis, se ha sugerido la implicacién del gen BAMZ2,
localizado en 22q12, que es un miembro de la familia f-adaptina que participa en el
reclutamiento de la clatrina en el aparato de Golgi y en el trafico vesicular de proteinas.
Este gen presenta deleciones en homocigosis en un 13% de los meningiomas (204 si bien
no ha sido posible identificar mutaciones en él, lo que sugiere la participaciéon de

mecanismos epigenéticos en su inactivacion (205),

El gen MN1 localizado en 22q12.1 se describié interrumpido por una t(4;22) en un
caso de meningioma (114200), No obstante, la limitada bibliografia al respecto lo propone

mas como un co-activador que como un supresor tumoral propiamente dicho (38).

La inactivacién del gen RRP22, que codifica una GTP-asa de la familia Ras-like con
funcién inhibidora de la proliferacién celular, también se ha descrito en el meningioma,
asf como la de Gar22, que se sitiia adyacente a la regién del gen de la -adaptina y es un
represor del crecimiento celular. La localizacién de ambos en 22q12.2 los apoya como

genes implicados en la tumorigénesis de los meningiomas (206),

En gen SMARCBI, situado en 22q11.23, codifica la proteina Inil que forma parte del
complejo remodelador de la cromatina y ejerce su funcién en el control de la transicién

GO/G1 del ciclo celular. En él, se han identificado mutaciones inactivantes en el exén 9
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en un pequefio porcentaje de casos, y se postula la existencia de variantes polimdrficas

en los meningiomas (194.207),

Esta descrita la ausencia de expresién de CLH-22, localizado en 22q11.21, en mas del
50% de los meningiomas analizados, sin que exista asociacién directa con la delecion del
cromosoma 22. Aunque esto sugiere su implicacién en la tumorigénesis de los
meningiomas, tampoco se han identificado mutaciones inactivantes en este gen

codificante de las cadenas pesadas de la clatrina (201.206),

Por ultimo el gen LARGE, situado en 22q12.3 y con funcién en la glicosilacién de
proteinas del aparato de Golgi, también ha sido relacionado con el desarrollo tumoral en
los meningiomas, si bien no se han realizado andlisis mutacionales y de expresién

suficientemente extensos hasta el momento (203),

Tabla 3. Genes situados en el cromosoma 22 que han sido relacionados con la biologia de los
meningiomas

Gen Locus Proteina Mod Funcion Efec_to en
meningioma
Ini1 (componente Remodelacion . (207)
SMARCB1 22q11.23 de BAX) LOH cromatina Tumorigénesis
: . Reclutamiento . . (204,205)
AP1B1 22q12 B-adaptina LOH clatrina Golgi Tumorigénesis
RRP22 22q12.2  Ligando Ras 10A  LOH Via mTOR Tumorigénesis®®®
CLH22 22q11.21 Cadengs pesadas LOH Transguccmn Tumorigénesis®"2%)
de clatrina de sefiales
Growth Arrest- Adhesion
Gar22 22q12.2 Specific Protein 2- LOH Tumorigénesis(zoe)
h celular
Like 1
MN1 229121 Meningioma 1 t(4,22) - Tumorigénesis @
Acetylglucosaminyl Glicosilacion 203
LARGE 22913.3 transferase-Like Infra ; Tumorigénesis (203)
proteinas

Protein

Infra, pérdida de expresion; LOH, pérdida de heterocigosidad; t, translocacion.
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4.2 Genes localizados en el cromosoma 1

Se ha demostrado que el brazo corto del cromosoma 1 se muestra con frecuencia
delecionado en el meningioma, y que esta delecién es mdas habitual en grados de
agresividad superiores (102), Por ello, en esta regién se han estudiado numerosos genes
candidatos, como son MUTYH, PRDX1, FOXD2, FOXE3 o PTCH2Z en 1p33-p34 (152),
Gendmicamente préximo se sitla EPB41 (1p33-p32); se trata de otro gen de la familia
de proteinas estructurales 4.1, que codifica la proteina 4.1R y su localizacion
cromosomica lo sefiala como implicado en la biologia de los meningiomas (158), También
se ha detectado la disminucién de expresion del gen JUN, que participa en la activacion
de la transcripcién y se sitiia en 1p32-p31 (208), y del gen CASP9, que activa la apoptosis

ademas de responder a la sefializacién via receptor de la insulina y localizado en 1p36

(209),

En 1p36-p34, esta el locus del gen de la fosfatasa alcalina (ALPL), cuya delecién
causaria la inactivacion de este enzima y le conferiria relevancia en la biologia del
meningioma (160.210); 13 pérdida de expresion de ALPL se ha constatado especialmente en

recidivas tumorales (211.212),

RAD54L, situado en 1p32, participa en la reparacién del ADN por recombinacion, y
aunque su mutacién en el meningioma es poco frecuente (151161), se ha observado un

polimorfismo silente que podria estar asociado con el desarrollo de este tumor (213),

Otro gen en esta misma region es CDKN2C (p18INk4); la proteina codificada por este
gen es de la familia de los inhibidores de kinasas dependientes de ciclina con funcién en
el control del ciclo celular. Si bien se han descrito mutaciones en una pequefia cantidad

de casos (100.160) en algunos trabajos no detectan su afectacion en los meningiomas

(100,146,214)

El candidato a supresor tumoral mas firme, situado en esta regidn, pertenece a la
familia de factores de transcripcién de TP53; se trata del gen TP73 situado en 1p36.33.
Sus funciones varian dependiendo de si la isoforma presente conserva o no un dominio
de transactivacion, pero en general acttia sobre el control del ciclo celular, con funciones
pro o antiapoptéticas dependiendo del estado del mencionado dominio (15). La
presencia de mutaciones ha sido baja en los trabajos que exploran este tipo de cambios
(216217) pero su inactivacién por mecanismos epigenéticos resulta mas evidente como se

explicard en los siguientes apartados.
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En conjunto, si bien parecia que el andlisis de genes individuales en 1p no apoyaba
una funcién supresora del meningioma en ninguno de los genes investigados, en los
ultimos afios, los estudios epigenéticos sugieren su implicaciéon en este tipo tumoral

(figura 6) (116),

MUTYH: gen de reparacion

1p36 gen ALPL o
PRDX1: gen regulador proliferacion
1p33-1p34 SRO FOXD2: desarrollo embrionario
59 genes

FOXE3: desarrollo embrionario

1p32 —— gen RAD54L | PTCH2: desarrollo embrionario

Figura 6. Cromosoma 1 tefiido con bandas G. Se sefala la localizacion de los genes que con mayor
frecuencia presentan alteraciones genéticas.

4.3 Otros loci génicos implicados en el meningioma

La pérdida de DAL-1 (en 18p11.3) se ha descrito en un 60-76% de los meningiomas;
este gen codifica una proteina con propiedades supresoras de tumor que, al igual que la
proteina merlin, es miembro de la familia de proteinas estructurales 4.1 (106), Sus
funciones se relacionan con la inhibicién de la proliferacién celular y la promocién de la
apoptosis, a través de la activacion de la via de sefializacion c-Jun-NH2-kinasa (JNK) en
el meningioma (218), Ademads, la proteina codificada por DAL-1 interactda con el gen
TSLC1 (11923.2), cuya pérdida de expresion en las leptomeninges se relaciona con el
grado histolégico del meningioma (219). La frecuencia con que se detecta la pérdida de
DAL-1 lo postula como un gen iniciador, ya que el 92% de los meningiomas muestran
deleciones bien en DAL-1 o bien en NF2. Ademas, estos genes se encuentran alterados
simultdneamente en un 58% de los casos y su frecuencia alcanza el 70% en

meningiomas anaplasicos (40,106,220,
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Estudios recientes de expresiéon génica han demostrado una disminucién de la
transcripciéon del gen NDRG2 (localizado en 14q11.2) en meningiomas anaplasicos,

aunque este hecho parece deberse mas bien a mecanismos de inactivacién epigenéticos

(165,221)

La pérdida del locus 9p21 es importante en multiples neoplasias ya que contiene
genes fundamentales para el control de la transicién G1/S del ciclo celular. El primero de
ellos, CDKN2A (p14ARF), interacciona con el oncogén MDMZ2 promoviendo su degradacion
y permitiendo que p53 desarrolle su funcién con normalidad. Las alteraciones en
CDKNZ2A conllevan la desregulacién de este sistema de control. CDKN2B, por su parte,
participa en el control de la transicién G1/S del ciclo celular. Las pérdidas alélicas de
este locus, preferentemente su delecién en homocigosis, resultan importantes en la
progresién de los meningiomas atipicos y anaplasicos, con una frecuencia de mas del
50% de los meningiomas de grado I, frente a su frecuencia en meningiomas de grado |,
que se sitda alrededor del 3% (°0.97.100), Concretamente, las deleciones de CDKN2A se
detectan en un 5-17% de los meningiomas benignos, en un 18-52% de los atipicos y en
un 38-74% de los anaplasicos. La pérdida de CDKN2A y CDKNZB afecta al 3% de los
meningiomas atipicos pero alcanza el 46% de los anaplasicos (100.168171); de manera
global las alteraciones de este locus son mas frecuentes en las recidivas tumorales.
Ademas, las alteraciones en CDKNZ2A en pacientes con meningiomas, se relacionan con

una menor esperanza de vida (168),

El brazo largo del cromosoma 10 que, como hemos comentado, muestra deleciones
especialmente en meningiomas de grados superiores, contiene varios genes susceptibles
de verse afectados y, en consecuencia, son candidatos a supresores tumorales
implicados en la agresividad biolégica de los meningiomas (170222). De ellos, han sido
estudiados PTEN, en 10g23.3, implicado en la patogénesis de otras neoplasias, DMBT1 y
MXI1. Se han descrito mutaciones somaticas en PTEN en meningiomas de grados II y III
que, si bien son relativamente poco frecuentes, sefialan su implicacién en la progresion y

no en la génesis de estos tumores (170.222),

El gen APC, situado en 5q21-q22, participa en la via se sefializaciéon Wnt, presenta
pérdida de heterocigosidad en el 47% de los meningiomas estudiados y parece estar

Unicamente alterado en meningiomas de grado I (172),
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El gen supresor de tumor TP53, localizado en el brazo corto del cromosoma 17, es
uno de los oncogenes mas habitualmente alterados en distintos tipos de tumores
sélidos; sin embargo, no se han identificado mutaciones en meningiomas. La pérdida de
funcién de este gen, en algunos casos, parece resultar mas bien consecuencia de la

ausencia de CDKN2A y el consiguiente incremento de MDM2 (223),

Se ha descrito, mediante estudios de CGH, la amplificaciéon de la regién 17q en
meningiomas anaplasicos (0. El gen PS6K situado en 17923 se encuentra
sobreexpreseado en una pequefia proporcion de meningiomas anaplasicos (<15%) pero

no en benignos ni en atipicos (224.225),

Otros estudios relacionan la génesis del meningioma con el gen del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR), localizado en 7p11.2 (226), el de la endotelina 1, en
6p24.1 (227), el factor de crecimiento insulina-like I (IGFIR) en 15q26(228) o el factor de

crecimiento vascular endotelial (VEGF) (229),

Los ultimos avances en andlisis genémico han determinado la existencia de
mutaciones iniciadoras alternativas a las alteraciones en NFZ en el meningioma, que
afectan a los genes TRAF7, KLF4, AKT1 y SMO. El gen TRAF7 codifica una proteina
proapoptética con actividad E3-ubiquitin ligasa que participa en multiples vias de
sefializacion, incluyendo la de NFxp (230); se localiza en 16p13.3 y muestra una frecuencia
de alteraciones de entre el 25% y el 37% de los meningiomas sin implicacién de NF2
(231), KLF4 codifica la secuencia de un factor de transcripcién que se localiza en 9q31.2;
las deleciones en su dominio de unién al ADN se relacionan con el bloqueo de la
diferenciacion celular (232); esta alterado en el 10% de los meningiomas, y en asociacion
con la pérdida de NF2 en un 16,1% de los casos. La mutacion AKT1E17K se ha descrito en
un 12,7% de los meningiomas y ocurre simultdnea a la alteraciéon de TRAF7; ademas,
estas mutaciones parecen excluyentes de las que afectan a KLF4. AKT1 participa en la
ruta del fosfoinositol-3-fosfato (PI3K) y su localizacién cromosémica es 14q32, region
frecuentemente alterada en meningiomas atipicos y anaplasicos. Por ultimo, las
mutaciones en SMO (localizado en 7q32) se han demostrado en un porcentaje pequefio

de casos (3,6-5,7%) y activan la via de sefializacion Hedgehog (Hh) (231.233),
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5 Alteraciones epigenéticas en el meningioma

Los cambios epigenéticos desempefian un papel importante en la biologia tumoral
(234235), En las células normales, las regiones promotoras de la mayoria de genes se
encuentran densamente pobladas con dinucledtidos C-G, conocidos como “islas CpG”.
Estas islas se mantienen con un patrén de metilacién bajo y constante por mecanismos
que aun no se han esclarecido. Se ha visto que la hipermetilaciéon de islas CpG en los
promotores génicos resulta en la pérdida de la funcién génica; cuando esto ocurre en el
promotor de un gen supresor tumoral, las células adquieren una ventaja selectiva. Asi, la
hipermetilacion de islas CpG actia como una alternativa a la mutacion o deleciéon para
eliminar la funcién de genes supresores de tumor, y son muchos los genes con este tipo

de alteracién en cancer (figura 7) (234.235),

Normal \"‘TT
. ?WWWW@ 99 h ’ h . ’

Promoter region

Cancer I G
' ?ﬁﬁﬁﬂm 'Y m  ? oem © ?

Figura 7. Distribucion de los dinucleétidos CpG metilados (circulos negros) y sin metilar (circulos
blancos), en genes supresores de tumor de células normales y células tumorales. Se representan en
cajas los exones y en linea los intrones. En las células normales, la mayoria de los sitios CpG fuera
de las islas CpG estan metiladas, mientras la mayoria de las islas CpG en los promotores no estan
metilados. En las células neoplasicas se da la situacion contraria, contribuyendo al silenciamiento
génico (tomado de Herman et al. ®%).

A pesar de la abundante bibliografia disponible sobre cambios genéticos en el
meningioma y a diferencia de los cambios citogenéticos, no existe consenso en la
literatura en cuanto a la reproducibilidad y significancia de los hallazgos realizados. Por
este motivo, actualmente, se estd tratando de profundizar en el conocimiento de los
mecanismos epigenéticos que pueden encontrarse alterados en los meningiomas.
Trabajos recientes muestran alteraciones que podrian ser relevantes, ya que afectan a la
expresion de genes implicados en mecanismos de reparacién del ADN, control del ciclo

celular, vias de detoxificacion o inhibicién de la angiogénesis (237).
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Los estudios genéticos de alto rendimiento muestran que aproximadamente el 40%
de los meningiomas no presentan alteraciones genéticas (238) mientras que el 77% de los
meningiomas presentan patrones de metilacion aberrante al menos en un gen (239). Los

mas frecuentemente descritos en la bibliografia se comentan a continuacion.

El gen inhibidor de la metaloproteinasa 3 (TIMP3), localizado en 22q12, es el gen
mas ampliamente descrito por su posible contribucién a la progresiéon tumoral en el
meningioma. La proteina para la que codificada, participa en la degradacion de la matriz
extracelular, en procesos de apoptosis y también en angiogénesis. Se ha detectado la
hipermetilacién de su regiéon promotora en el 67% de los meningiomas anaplasicos,
hecho que solo se da en el 22% de los meningiomas atipicos y en el 17% o menos, segin
la serie analizada, de los meningiomas de grado I (237.239.240), Ademas la alteracion

epigenética de este gen se relaciona con la pérdida de heterocigosidad en 22q12 (239.240),

El gen TP73, homologo de TP53, situado en 1p36.33, del que ya hemos comentado
que las mutaciones inactivantes parecen infrecuentes, se encuentra hipermetilado en
meningiomas y se sugiere su implicacidon tanto en la tumorigénesis (241) como en la
transformacién maligna en el meningioma, a través de su papel en los procesos de

apoptosis (216,217,242,243),

El gen RASSF1A (en 3p21.3) codifica una proteina que contiene un dominio de uniéon
para RAS (244), por lo que participa en la activacion de la apoptosis via Fas. Se ha descrito
su inactivacion mediante hipermetilacién del promotor en meduloblastomas y gliomas,
entre otros (245). En meningiomas, se ha descrito su hipermetilacion en el 16,7-18,2% de
los tumores benignos (241.245) y en el 55,6% de los meningiomas de grados superiores

(241), 1o que apoya su relacion con la progresion tumoral.

El gen HIST1H1c (6q21.3) esta implicado en la fragmentacion del ADN y en la muerte
celular programada; se sobreexpresa en meningiomas primarios, y mas aun en recidivas,

donde alcanza frecuencias de hasta el 89% (238,246),

NDRG2 (14q11.2), implicado en el crecimiento celular y en los mecanismos de
apoptosis, se ha visto infraexpreseado en meningiomas de grado III (165), Esta reduccién
se relaciona con la hipermetilacién de su promotor ya que no se han detectado

mutaciones inactivantes en este locus génico (165221),
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Los genes de control del ciclo celular situados en 9p21 no solo estan afectados por
deleciones en los meningiomas, también se ha observado hipermetilacién aberrante de
los promotores de CDKN2A y CDKNZB, hecho que se asocia con la progresion tumoral en
estos tumores (243.245), Bostrom et al. detectan, ademas de la LOH, esta hipermetilacién
en una pequefia proporcién de los casos, si bien la metilacién en este locus parece que,

en general, es parcial (100),

Los factores de transcripcion de la familia de genes homobox (HOX), concretamente
HOXAS5, HOXA6, HOXA9 y HOXA11, situados en 7p15.2 se silencian por cometilaciéon y se

han relacionado con la progresion tumoral en el meningioma (247.248),

El gen MGMT, situado en 10q26, codifica un enzima de reparacién del ADN y
participa en el control del ciclo celular por interaccién con p53. Se ha detectado la
hipermetilacién monoalélica de su promotor s6lo en un 6-11% de los meningiomas
(237.249), Esta tasa baja de metilacion indica que, a diferencia de lo que ocurren en el
glioblastoma multiforme, no es una diana terapéutica a considerar para el tratamiento

con temozolamida en el meningioma (250),

La regulacion epigenética del gen thrombospondin 1 (THBS1, localizado en 15q15)
inhibe la angiogénesis e induce la apoptosis de las células endoteliales. El 54% de los
meningiomas de grado Il y el 30% de todos los meningiomas muestran hipermetilacién
en este gen, lo que sugiere que su inactivacion promueve la angiogénesis y contribuye a

la progresion tumoral en estos tumores (239,

El receptor de estrégenos, por su parte, estd involucrado en la inhibicién del
crecimiento mediante respuestas hormonales. Se ha descrito la hipermetilacién de su
gen codificante (ESR1, localizado en 6q25.1) en un 15% de los meningiomas (234239), La
variacion en su expresion inmunohistoquimica sugiere la participacion de mecanismos
genéticos y epigenéticos en la desregulacién de este gen, que deben ser explorados en el

meningioma 1),

La hipermetilacién del gen GSTPI (11q13.2), miembro de la familia glutation-S-
transferasa, se ha descrito en el 32% de los meningiomas atipicos y en el 54% de los
anaplasicos; muestra, por tanto, asociaciéon entre las alteraciones en su regulaciéon

epigenética y el grado histopatolégico en estos tumores (237),
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6 Vias de seializacion en meningiomas

Las rutas de sefializacién celular son redes de cascadas de sefiales que controlan
varios procesos intracelulares, tales como la diferenciacién, proliferacién, etc. Una
alteracién en cualquiera de los genes que forman la cascada puede afectar a la
transduccién de sefiales a lo largo de toda la ruta, y son varias las vias implicadas de
manera importante en la progresiéon de los meningioma. Las alteraciones genéticas y
epigenéticas descritas en estos tumores ponen de manifiesto cambios que conducen a la
desregulacion en la transcripcion y que favorecen la neoformacién de vasos sanguineos
y la alteracion de la adhesién celular; ademas, se produce una importante falta de
control sobre el ciclo celular, que a su vez se ve potenciada por los defectos de genes de
respuesta a los dafos del ADN y finalmente, por el defecto funcional de los mecanismos
celulares de muerte celular programada, que se traducen en un disminucién de la

apoptosis (tabla 4).

Tabla 4. Genes cuya alteracion ha sido explorada en el meningioma

Funcién Genes

Regulacién de la EGFR ?%2°) 7.1 @) TRAF7 @ familia HOX @728 WNK2 ?%®),
transcripcion NDRG2 ) |GF2y IGF1R (248252259

Angiogénesis ET-1 %", THBS1 #%9 cOx-2 (%3425

Adhesién celular CTNNB1 ®® cDH1 ®7 TscL1®9, |GSF4#*® cADM1 #9

TP73(238241243259) ) py (255) SpKN2A y CDKN2B (100,171,223,249)

Control del ciclo celular Hist1H1C 239

;R\gszuesta a darios en el GSTP1 249260 g1 (29:249.250)

Apoptosis {72-5)73 (238,241, 24?224519)2’ ] ;’R AF7 31 DAL-1 (106148 Tipp_3 (240261262 NppGo
, RASSF1 ™"

Ademas, algunas vias de sefializacién que se han estudiado mas ampliamente en el
meningioma son la Hedgehog (Hh) y la Wnt, si bien también se sabe de la influencia de
otras, como la via Notch, la del factor transformador del crecimiento B (TGF-B) y la via

de sefalizacion del receptor de la insulina (246.256,263,264),

34



Introduccion

La via de sefializacion Hh estd estrechamente relacionada con la proliferacion y
diferenciacién celular, la angiogénesis, la remodelaciéon de la matriz extracelular y la
homeostasis de células madre (252), Se ha estudiado la expresion de diferentes genes de
esta ruta y se ha detectado sobreexpresion de los ARNm de SMO, GLI1 y FOXM1. Genes
que participan en procesos de proliferacién celular y migraciéon, como SPP1 e IGF2
presentaron sobreexpresion en meningiomas de alto grado (252). El receptor para los
ligandos que activan la via Hh, PTCH1, se ha detectado infraexpresado en meningiomas
benignos frente a los de grados superiores, lo que sugiere su implicacién en la génesis

tumoral mas que en la progresion (252),

También estd descrita la implicacion de la via de sefializacion Wnt en la
tumorigénesis de los meningiomas (256.265); se ha detectado la pérdida de expresion de E-
cadherina mediada por B-catenina. La B-catenina (codificada por CTNNBI) tiene una
doble funcién: por un lado actia como factor de transcripcién, por otro, en las uniones
célula-célula. Actia como supresor tumoral, hallindose sus niveles reducidos en
meningiomas recidivantes (256), Similares resultados se han encontrado para SFRP1, gen
que regula a la baja la via Wnt y se ha demostrado que se infraexpresa en recidivas

tumorales en comparacién con meningiomas primarios (246),

La via de sefializacién Notch también estd implicada en la biologia de los
meningiomas mediante la desregulacién de genes de la familia de factores de
transcripciéon Hes bHLH (263.266), E] papel de Notch en el cancer es complejo; por una
parte, actia como oncogén promoviendo la tumorigénesis, por otra, en algunos
canceres, como el carcinoma de células basales, actiia como supresor de tumor (263), Asi,
la desregulaciéon por induccién de esta via parece ser un evento frecuente, descrito en
mas del 40% de los casos, temprano y critico en la patogenia del meningioma, que

ademas contribuye a la inestabilidad cromosdmica en estos tumores (263.267),

Se han detectado patrones de expresion alterados en 14 genes implicados en la via
de TGF-B; la expresion de estos genes muestra diferencias entre los meningiomas de
bajo y alto grado (208), El gen LMO4 (1p22.3) es un candidato novel como diana
epigenética en el meningioma. Se detecta silenciado en cerca de un tercio de los casos,
aunque parece que este silenciamiento desaparece con la progresiéon ya que no se
detecta en meningiomas recidivados (246264). Se sugiere que LMO4 modula la

sefalizacién de TGF-f3 a través de la interaccién con el receptor SMADs, lo que apoya la
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regulacion a la baja de esta via en los meningiomas recurrentes (246268), En conjunto, las
alteraciones en esta via contribuyen a una pérdida de la sefializacién en meningiomas de

alto grado (208),

Diferentes miembros de la familia de sefializacién de IGF (receptores y proteinas de
uni6én) se han asociado con la progresion de los meningiomas y la via de las MAPK

parece estar expresada constitutivamente en estos tumores (256),

En conclusion, la genética del meningioma es muy compleja y la literatura al respecto
refleja su elevada heterogeneidad como se traduce de la diversidad de genes y
cromosomas que se encuentran alterados, sin que en los Ultimos tiempos se haya
alcanzado consenso sobre nuevos cambios con valor prondstico. Existe cierta tendencia
en las publicaciones revisadas a sefialar la asociacién de eventos genéticos con la
iniciacién tumoral de los meningiomas, mientras que serfan eventos epigenéticos los
que estarian mas implicados en la progresién tumoral de esta neoplasia. Esto incide en
la importancia de profundizar en la utilizacién de nuevas técnicas coste-efectivas que
permitan valorar simultdneamente el estado genético y epigenético de los tumores,
explorar los mecanismos de iniciacion relacionados con NF2 y aquellos independientes
de la pérdida de este gen supresor de tumor, y analizar la alteraciéon de las vias genéticas
afectadas durante la progresion de la enfermedad. Ademas, es necesario recurrir a
técnicas de alto rendimiento para explorar diferentes porciones del genoma

simultdneamente, debido a la complejidad genética y epigenética de estos tumores.

7 Meningiomas benignos y cambios genéticos desfavorables

Los meningiomas de grado I, considerados de crecimiento lento y curables por
cirugia, recidivan hasta en un 20% de los casos, aun cuando la cirugia ha sido radical
(4253,255), De hecho, en nimeros absolutos la mayoria de recidivas ocurren en estos
meningiomas benignos (255. La gradacién de los meningiomas en funcién de su
agresividad se determina, inicamente, en base a parametros histoldgicos que incluyen la
elevada celularidad, el nimero de mitosis, la prominencia nucleolar, la necrosis o la

invasion de tejido cerebral adyacente (4). Asi, tumores con morfologias clasicamente
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benignas, como son los meningoteliales, fibroblasticos, transicionales, angiomatosos,
microquisticos, secretores, ricos en linfoplasmacitos o metaplasicos, pueden
considerarse tumores de grado II o Il en funcidn de sus caracteristicas histopatolégicas
(4164), No obstante, este sistema resulta insuficiente para predecir la agresividad
biolégica que presentan algunos tumores histolégicamente benignos (120261) y ]a
obtencion de marcadores prondsticos todavia representa un reto en el abordaje de esta

patologia.

Ademas, un 5-10% de los pacientes con una resecciéon grado I de Simpson sufren
recidivas tumorales, ain en casos con histologia benigna, haciendo evidente que la
histologia, por si sola, no siempre tiene capacidad predictiva, y enfatizando la

importancia de evaluar la agresividad biolégica intrinseca en cada caso (3.

En este sentido, las alteraciones citogenéticas y su relacién con la agresividad
biolégica han sido ampliamente estudiadas en los meningiomas, para tratar de predecir
este fenémeno de la recidiva tumoral (2190.113,117,119,120,149) ],0s cambios en la ploidia se
relacionan estadisticamente con peores prondstico, mayores tasas de recurrencia y
caracteristicas histopatoldgicas mdas agresivas inclusive en meningiomas de grado I
(54.269,270), Por extension, la complejidad en el cariotipo se ha relacionado con un peor
pronostico (21.90119.150) Diferentes estudios han demostrado que las anomalias del
cromosoma 1 y la monosomia total o parcial del 14, solas o combinadas, pueden ayudar
a predecir la evolucién de los tumores, independientemente de su grado histolégico, o
dicho de otra manera, su presencia en meningiomas benignos se asociaria con un

pronostico desfavorable (104.165271),

La delecién en 1p, que se presenta en cerca de un tercio de los meningiomas de
grado I, se detecta en un 11,5% de los tumores de grado I que no recidivan, frente a un
20-25,9% en aquellos que lo hacen (165261), o segin la serie, hasta en el 45% de los casos
que recidivan (255). No sdlo las deleciones parciales del cromosoma 1 muestran este valor
prondstico: también se ha demostrado la presencia de asociaciones teloméricas como
mecanismo que conduciria a la pérdida de material en el cromosoma 1, incluso en este
grupo de meningiomas benignos. Asi, se sugiere que tanto la inestabilidad telomérica
como la centromérica estan implicadas en la generacion de heterogeneidad

cromosOmica y en la progresion genética de los meningiomas (136),
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Las alteraciones en el cromosoma 14 se relacionan con grados histoldégicos
superiores (699098114117,131) no obstante su frecuencia en meningiomas benignos que
recidivan, alcanza proporciones similares a las que se detectan en meningiomas atipicos
(40-57% de los casos) (90.94969899) De hecho, la asociacién de monosomia 14 con el
tamafio tumoral por encima de los 5 cm, o con edades al diagnéstico por debajo de los
55 afos, constituyen marcadores predictivos de la recidiva tumoral a corto y largo plazo,
respectivamente (165166), Esto sugiere que la del(14q)/monosomia 14 confiere un
fenotipo biolégico mas agresivo, que en el caso de los meningiomas benignos precederia
a las evidencias histoldgicas de progresion. En definitiva, la pérdida de material genético

del cromosoma 14q se asocia con una supervivencia significativamente menor (98).

La co-delecion en 1p y en el cromosoma 14, descrita en una pequefia proporcién de
meningiomas histolégicamente benignos, confiere un potencial clonogéncio agresivo
que, independientemente del grado de reseccién y sin manifestar aumento en los indices
proliferativos, demuestra tener valor predictivo de recidiva (165.272), Otras alteraciones
cromosomicas que se han asociado con las recidivas a corto plazo en meningiomas

benignos son las monosomias totales o parciales de los cromosomas 9, 10 y 18 (95.165),

Ademas de la extensa caracterizacion citogenética que hay en la bibliografia, la
necesidad de hallar subgrupos de meningiomas mas alla de los subtipos histolégicos, ha
llevado al estudio de la agresividad metabélica (273) y molecular en estos tumores. Se ha
descrito un metabolismo mas agresivo en meningiomas benignos con inestabilidad
cromosomica y cariotipos complejos, con niveles aumentados de lactato y disminuidos
de creatinina que sugieren un aumento de la glucélisis y de la demanda energética en
ellos (274, Los meningiomas benignos con este metabolismo muestran un perfil de
expresion génica diferencial, mas proximo al de los meningiomas atipicos y, en

consecuencia, asociado con el fendmeno de la recidiva tumoral (253,274),

Trabajos similares sobre expresién génica detectan 2 subgrupos diferentes de
meningiomas con independencia del grado histolégico, en los que numerosos genes,
muchos de ellos localizados en los cromosomas 1, 6, 9, 10, 14 y 18, se relacionarian con
la aparicion de recidivas tumorales (208246) No obstante, en ellos la cohorte de

meningiomas benignos agresivos no esta muy representada.
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En lineas generales, todavia no se han descrito, de manera sostenida, genes
supresores de tumor implicados en la agresividad de los meningiomas benignos. No se
dispone de un sistema que incluya las caracteristicas genéticas y clinico-biolégicas en los
pacientes con meningioma, que permita predecir qué tumores adoptaran un

comportamiento agresivo dentro de este grupo de meningiomas.

Asi pues, el estudio del perfil genético/epigenético de meningiomas grado I y su
asociacion con las caracteristicas citogenéticas, resulta relevante de cara a establecer
asociaciones con los parametros clinicos y, de ese modo, identificar diferencias robustas
entre los tumores que presentaran realmente un comportamiento benigno frente a

aquellos que biol6gicamente resultaran mas agresivos.

8 Amplificacion multiple de sondas dependiente de ligacion

Existen multiples metodologias para detectar variaciones en el nimero de copias
(VNC) de genes implicados en la biologia de los tumores humanos: la hibridacién “in
situ” de fluorescencia (FISH), la hibridacién genémica comparada (CGH) o los estudios

de pérdida de heterocigosidad (LOH) son los mas habituales.

La amplificacién de sondas multiple dependiente de ligacion (MLPA, Multiplex
ligation-dependent probe amplification), por su parte, es un método novedoso que
permite estudiar en detalle regiones predefinidas por su implicacién patolégica, o
estudiar simultdneamente multiples genes. La MLPA no abarca la gran cantidad de genes
que incluyen los microarrays, pero permite estudiar de una manera mas dirigida hasta
50 regiones gendmicas de interés, simultineamente. Ademas, ha demostrado ser
sensible y sencilla para la deteccién de alteraciones que escapan a otros métodos de
screening, ya que el cambio de niimero de copias de uno o mas exones en un gen no suele
ser detectable por secuenciacién, debido a que la presencia del alelo sano enmascara la

ausencia de la otra copia.

En los ultimos afios se ha desarrollado una variante, la MS-MLPA (MLPA de
Metilacion Especifica), que permite estudiar, en paralelo a la VNC, el estado de

metilacién de parte de los genes incluidos en la seleccién de cada ensayo.
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La MLPA es una técnica que no sélo aporta novedades en investigaciéon basica, sino
que también ha mostrado su aplicabilidad en la clinica. Hoy en dia se usa en los centros
de referencia del Sistema Nacional de Salud en la evaluacién de enfermedades genéticas,
por ejemplo para descartar la diabetes tipo MODY o el cancer colorrectal hereditario no
polipdsico. Ademads, se utiliza ante la sospecha clinica de numerosos sindromes
genéticos hereditarios. Esto pone de manifiesto el interés y la fiabilidad que hay tras la
MLPA, que en pocos afios se ha posicionado en la practica clinica diaria, a diferencia de
otros tipos de ensayos mas orientados al estudio de niveles de mRNA, como la PCR a

tiempo real o los microarrays de expresion.

En el caso concreto de los meningiomas, la MLPA ha demostrado ser una técnica
capaz de detectar alteraciones en NF2 que escapan a otros métodos (como son las
deleciones totales, parciales o las duplicaciones), en un 74% de los casos con tumores
esporadicos y familiares (275). También se ha analizado el estado de EGFR en
meningiomas mediante esta técnica, mostrando la ausencia de ganancias o de

amplificacion, en comparacion con gliomas (251).

Hay dos trabajos previos en los que se utiliza la tecnologia de MS-MLPA para analizar
las variaciones en nimero de copias (VNC) y en la metilacién de genes supresores de
tumor (TSG) en meningiomas, si bien en ambos el nimero de casos analizados es muy
pequefio, con 15 y 42 muestras respectivamente (258276) | En ellos, se detectan deleciones
en TSG, y aunque con menor frecuencia, como cabe esperar al estudiar supresores
tumorales, también encuentran duplicaciones en 1p36, 8q24, 9q, 10q, 12q y 17q (258).
Ewald et al. detectan la delecion en VHL como la mas frecuente, hecho que no habia sido
descrito anteriormente. VHL codifica parte de una ubiquitin-3-ligasa que participa en el
metabolismo del factor inducible por hipoxia HIF-1, y parece estar relacionado con la
neoangiogénesis habitual en los meningiomas. Ademas, las pérdidas en VHL se
relacionaron con la presencia de edema peritumoral (276), Se describe también la
hipermetilacién en RASSF1 y, por primera vez, en los genes ESR1 y WT1 en un 20% de
las muestras analizadas (276). Martinez-Glez et al. describen mayores tasas de
hipermetilacién, que afectaba a los genes CDKN2B y RASSF1 en el 50% de los casos, y en
cerca del 10% en CDH13, IGSF4, CASP8, CDKN1B, PTEN y CHFR (258), Cabe sefalar que
estos trabajos que utilizan MLPA y MS-MLPA en meningiomas, lo hacen sobre tumores

en fresco.
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Por otra parte, diferentes publicaciones han demostrado la aplicabilidad de la MS-
MLPA sobre material incluido en parafina (262277), aunque, hasta la fecha, ninguno ha
estudiado el meningioma; determinar la utilidad de estos kits sobre material fijado e
incluido tiene un gran potencial practico ya que la inclusion en parafina es la forma
mayoritaria de conservacién de tejidos en los servicios de Anatomia Patoldgica. Todos
estos hallazgos enfatizan la utilidad de la MS-MLPA en la investigacién de los

mecanismos epigenéticos que participan en la agresividad biolégica de los meningiomas.
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Hipdtesis y Objetivos

1 Hipotesis

Los meningiomas son los tumores intracraneales mas frecuentes. Generalmente son
benignos aunque algunos de ellos recidivan, lo que supone una importante complicacién
en el curso clinico del paciente. Pese a la estrecha asociacién entre el grado
histopatoldégico y el prondstico de la enfermedad, estos tumores presentan un
comportamiento clinico y evolutivo heterogéneo. Los meningiomas de grado I son los

mas frecuentes por lo que, en numeros absolutos, son los que mas recidivan.

Los estudios citogenéticos sefialan que la pérdida total o parcial del cromosoma 22
es el primer acontecimiento genético en el desarrollo de los meningiomas, y el gen NEF2
es el tnico que, por el momento, ha demostrado su implicacién en su patogénesis. La
mayor complejidad cariotipica se ha relacionado, generalmente, con grados histolégicos

Iy Il y, por tanto, con un comportamiento clinico mas agresivo.

Se han analizado numerosos genes en los meningiomas, si bien no hay consenso
sobre su implicacién en la capacidad de recidivar de estos tumores. Este hecho, unido a
la gran heterogeneidad que presentan los meningiomas, enfatiza la necesidad de
recurrir a técnicas que permitan estudiar cambios genéticos distribuidos a lo largo de
todo el genoma, como la MLPA. Resulta interesante poder estudiar simultaneamente las
modificaciones epigenéticas que ayuden a explicar el comportamiento biolégico del
meningioma. El uso de esta técnica permite ademas, analizar muestras parafinadas, lo
que incide en el interés de su utilizacién en estos tumores, de cara a su posible

incorporacion en la practica clinica rutinaria.

Actualmente, existen pocos criterios para predecir qué tumores presentan un mayor
riesgo de recidivar, especialmente en el caso de los meningiomas benignos; es escaso el
conocimiento sobre su agresividad bioldgica intrinseca, a pesar de su frecuencia y de su
especial localizacion. Todos estos hechos enfatizan la necesidad de estudiar de manera
dirigida, genes candidatos que influyan en la agresividad tumoral, con el fin de perfilar
eficazmente el comportamiento biolégico de estos tumores genéticamente heterogéneos

y mejorar sus opciones terapéuticas.
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2 Objetivos

1. Analizar los siguientes pardmetros clinicos: sexo, edad al diagnéstico, localizacion,
tamafio tumoral, cirugia y supervivencia libre de recidiva en 101 pacientes

diagnosticados con meningioma.

2. Caracterizar, con criterios histopatoldgicos, 120 tumores de estos pacientes, de los

cuales 92 son tumores primarios y 28 tumores recidivados.

3. Establecer, mediante estudios citogenéticos clasicos y por iFISH, los patrones
cromosomicos de los meningiomas primarios y recidivados, y relacionarlos con la

iniciacion y progresion del tumor.

4. Analizar, a nivel molecular, las deleciones producidas en los diferentes dominios del

gen NF2 y su implicacién en la iniciacién tumoral.

5. Valorar el estado alélico de genes supresores de tumor mediante MLPA en
meningiomas primarios y recidivados, asi como en funcién del grado histolégico de

los tumores, para establecer diferentes grupos genéticos.

6. Determinar la inactivaciéon epigenética de genes supresores de tumor y su papel

durante la progresién tumoral, en meningiomas primarios y recidivados.

7. Valorar, en los meningiomas de grado I, las alteraciones genéticas que aparecen en
los tumores primarios que recidivaron frente a los que no lo hicieron, para poder
establecer perfiles genéticos y epigenéticos que puedan asociarse con la agresividad

biolégica de los meningiomas.
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Material y Métodos

El material de estudio de este trabajo consistié en 120 meningiomas procedentes de
101 pacientes intervenidos quirurgicamente en el Servicio de Neurocirugia del Hospital
Clinico Universitario de Valencia (HCUV) y remitidos al Servicio de Anatomia Patolégica
(AP) para su diagnéstico. El estudio fue revisado y aprobado por el Comité Etico de la
Universitat de Valéncia y el Comité de Etica de Investigacién Clinica del Hospital Clinico

Universitario de Valencia (CEIC).
Los estudios realizados en este trabajo comprenden:

= Estudio clinico de los pacientes.

= Estudio histopatolégico de los tumores, que incluye la construcciéon de
micromatrices tisulares y el estudio de marcadores de proliferacién.

= Estudio citogenético, que comprende la elaboracién mediante técnicas de
citogenética clasica del cariotipo y su formulacién, y el estudio con técnicas de
citogenética molecular de hibridaciéon “in situ” de fluorescencia de los
cromosomas mas frecuentemente implicados en la iniciacion y progresion de
los meningiomas.

= Estudio genético y epigenético de las muestras, que incluye la extraccion,
valoracién y optimizacién del ADN, la amplificacién de sondas multiples
dependiente de ligacion (MLPA) y la amplificacion de sondas multiples
dependiente de ligacién especifica para metilacién (MS-MLPA).

= Estudio estadistico para la valoraciéon de los hallazgos histopatolégicos,

citogenéticos, genéticos y epigenéticos en esta serie de casos.

1 Estudio clinico

Se han estudiado 120 tumores procedentes de 101 pacientes, que incluyen 92
meningiomas primarios y 28 recidivas tumorales. Los tumores fueron recogidos
principalmente entre los afios 2008 y 2010, para garantizar un periodo de seguimiento
minimo de 5 afios. Ademas, se incluyeron los tumores primarios de pacientes que

sufrieron recidivas durante este periodo.

Para el estudio clinico de los casos, se revisaron los historiales médicos de los 101
pacientes incluidos en el estudio, que se encontraban en el Archivo Central del HCUV. El

protocolo de recogida de informacidén clinica incluy6 las siguientes caracteristicas: el
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sexo y la edad al diagnéstico de los pacientes, el sintoma inicial de debut de la
enfermedad, la localizacién y el tamafo del tumor, la radicalidad de la cirugia, el tiempo
de recidiva/s cuando la/s hubo, la fecha de exitus cuando se dio el caso y, por ultimo, el
tiempo de supervivencia libre de enfermedad o el periodo de control. A continuacion se

detallan los criterios adoptados para la valoracién de los diferentes parametros clinicos:

- Sexo y edad: se incluy6 el sexo de los pacientes y la edad al diagnéstico,
considerando el tiempo en afios, transcurrido desde la fecha de nacimiento hasta la

fecha del informe del Servicio de Anatomia Patolégica con el diagnéstico definitivo.

- Sintoma inicial: principal problema de salud que llevé a los pacientes a la solicitud
de un examen médico y que condujo, en ultimo término, al diagnéstico del tumor. Los
sintomas de debut de la enfermedad se clasificaron por sus caracteristicas en 8 grupos

diferentes:
1. Cefalea como sintoma tnico o como sintoma combinado con otros.
2. Hipertension endocraneal no asociada a cefalea.
3. Desorientacion temporo-espacial.

4. Déficits sensoriales, que afectan al oido, olfato y/o al gusto, con especial mencion

de los déficits visuales.
5. Déficits neurologicos.
6. Déficits motores.
7. Crisis tonico-clénicas.

8. Hallazgos casuales, que se refiere tanto a los tumores diagnosticados como

consecuencia de un ingreso fortuito o como consecuencia del control de otra patologia.

- Localizacién del tumor: En una primera division distinguimos tumores
encefélicos de aquellos de localizaciéon espinal. A su vez, los tumores encefalicos se
clasificaron en tumores supratentoriales, tumores de la base del craneo y tumores de la
fosa posterior. Los meningiomas supratentoriales se clasificaron en tumores de la
convexidad, tumores parasagitales y tumores ventriculares; dentro de los tumores de la
convexidad, se detall6 el l6bulo afectado: frontal, parietal, occipital, temporal o

combinaciones de ellos cuando la ubicacién de la masa tumoral era limitrofe entre dos
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l6bulos. Los meningiomas de la base del craneo incluyeron los tumores ubicados en el
ala esfenoidal, el surco olfatorio, la silla turca y el area petroclival. Los tumores
infratentoriales incluyeron los meningiomas que se originaron en la fosa posterior, la

region tentorial y los del angulo pontocerebeloso.

- Tamafio tumoral: Se establecié el didmetro mayor de la masa tumoral, en
centimetros, como definitoria del tamafio tumoral. El dato se obtuvo siempre que fue
posible de los informes radiolégicos de los examenes del paciente (TAC o RM) o, en su

defecto, de las observaciones realizadas tras la reseccién de las masas tumorales.

- Cirugia: Basandonos en la intervencién quirturgica y en las pruebas radiolégicas
postquirurgicas clasificamos la radicalidad de la cirugia en funcién de los grados de
Simpson. Se consideraron resecciones completas las que se encuadraron en los grados |

y Il de Simpson y resecciones subtotales las de grados superiores (31-33),

- Tiempo de supervivencia libre de enfermedad: Periodo de tiempo sin detecciéon
de recidiva; comprendi6 desde el diagnéstico del tumor hasta la fecha de control o hasta

la fecha de exitus en los pacientes que fallecieron.

- Tiempo de recidiva: Tiempo en meses desde la intervencién quirtrgica del

meningioma primario hasta la deteccién radioldgica de la presencia de recidiva tumoral.

- Exitus: Fecha de fallecimiento del paciente, bien como consecuencia de la
enfermedad o de la intervencion quirurgica, o bien por muerte natural. Se expresa en

meses desde el diagnostico del tumor primario.
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2 Meétodos

2.1 Recogida de muestras

En colaboracidon con el Servicio de Neurocirugia del HCUV se estableci6 el protocolo
de recogida de las muestras de los tumores. Tras la intervencién quirdrgica y la

descripcién macroscopica de la lesion, se procedi6 a:

= La recogida en fresco de un fragmento, en un periodo no superior a 30
minutos tras la extraccién para su crioconservacion.

= Larecogida en fresco de un fragmento, en un tubo estéril con medio de RPMI
suplementado con antibiéticos. Se realizd en los casos en que el tamafio
tumoral era suficiente para no comprometer el diagnéstico, y poder asi
destinarlo a su cultivo “in vitro” en un periodo no superior a 24h, de cara a
realizar el estudio citogenético clasico.

= La fijacién de la muestra en formaldehido al 4% para su tallado y posterior
inclusion en parafina, en un periodo de 24-48h, a fin de realizar el diagnéstico
histopatoldgico. Sobre este material se procedié a la construcciéon de
micromatrices tisulares y a los diferentes estudios genéticos y de citogenética
molecular.

= La localizacién de los bloques de parafina necesarios, en el Archivo del
Servicio de AP del HCUV, y los resultados de los informes de Anatomia

Patolégica.

2.2 Técnicas histopatoldgicas

Se realizaron sobre el material tumoral incluido en parafina. Los tumores se
diagnosticaron y clasificaron en funcién del patrén histolégico y del grado de
agresividad tumoral que presentaban. Atendiendo a su morfologia y aplicando los
criterios de la OMS (tablas 1 y 2) se clasificaron como tumores de grado I o benignos,
grado II o atipicos y grado III o anaplasicos. Consideramos como criterios principales, la
pérdida del patrén estructural (sheeting), la prominencia nucleolar, el nimero de
mitosis en 10 HPF, la presencia de micronecrosis y la infiltracién del tejido nervioso. Se

consideraron el pleomorfismo nuclear y la hiperplasia vascular como criterios menores.
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Los bloques de parafina de los tumores se seccionaron con un micrétomo Leica
RM2245 (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemania) en cortes de 5 pm y se
montaron en portaobjetos tratados previamente con Poly-L-lisina (Merck, Darmstadt,
Alemania) para mejorar la adherencia de las muestras. Para el estudio morfolégico se
realizé la tincién estandar de hematoxilina-eosina, siguiendo el protocolo que se detalla

a continuacion:

- Desparafinaciéon e hidratacidn: Introducir las preparaciones en estufa a 60°C
durante 30 minutos. Pasar por 3 bafios de xilol, 10 minutos cada uno. A continuacion,

pasar por alcohol a 98%, 80% y 70%, 10 minutos en cada uno. Lavar en agua destilada.

- Coloracién: aplicar hematoxilina de Harris (Merck) durante 5 minutos y lavar en
agua. Diferenciar con alcohol clorhidrico al 0,5%, lavar con agua corriente y neutralizar
la accidén del clorhidrico fijando la coloracién con hidréxido de amonio (Merck). Lavar

con agua corriente. Aplicar eosina (Merck) durante 2 minutos. Lavar con agua.

- Deshidratacién y montaje: Pasar por alcoholes en graduacién ascendente (70%,
80% y 98%) 3 minutos cada uno. Pasar por 3 baiios de xilol, de 10 minutos cada uno.

Montar con Entellan® (Merck) y cubreobjetos para su adecuada conservacidn.

2.3 Construccion de micromatrices tisulares o Tissue Micro Arrays (TMAs)

Las micromatrices tisulares constituyen una excelente herramienta para el estudio
retrospectivo de material incluido en parafina. Se trata de un método que permite incluir
en un solo bloque -bloque receptor- un elevado niimero de muestras procedentes del
mismo o de diversos origenes, y de controles, y asi someterlas simultaneamente y de
manera mas homogénea a las diferentes técnicas de laboratorio (278-280), Para su
construccion, se utilizé el método de Hidalgo et al. (289 con una variacion especifica en el
tamano de los cilindros insertados para aumentar la capacidad de la micromatriz. Se
seleccionaron los tumores incluidos en parafina a introducir en la micromatriz; sobre
sus respectivas hematoxilinas-eosinas se identificaron regiones representativas del
tumor y se tomaron 4 muestras cilindricas de cada uno de los casos, con 0,8 mm de
didmetro y 3 mm de profundidad. Por ultimo, se introdujeron los cilindros en un bloque
receptor -bloque de parafina vacio-. Esta construccién supone una superficie de estudio

de 2 mm? de cada tumor, que incluye 4 regiones representativas de cada muestra. Para
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la construcciéon del TMA utilizamos un Manual Tissue Arrayer I (Beecher Instruments,

Sun Prairie, WI, EEUU) y el proceso seguido fue el siguiente:

Disefiar una plantilla gufa con la posicién que ocupa cada uno de los cilindros

de cada muestra en nuestra matriz tisular.

Preparar el bloque receptor, desbastandolo para que quede la superficie lisa.

Colocar en la base del instrumento y fijarlo.

Seleccionar el juego de agujas, en este caso de 1 mm de didmetro, para
perforar el bloque receptor, y una aguja de 0,8 mm para tomar la muestra del
donante. De esta manera se garantiza que el cilindro que se toma del donante,

entrard bien en el receptor. Ajustar a cero las coordenadas del Tissue Arrayer.

Perforar el bloque receptor, aproximadamente 3 mm y eliminar la parafina.
Cambiar de aguja, colocar el bloque donante sobre el puente y tomar la
muestra tumoral en la region indicada. Retirar el puente e introducir la

muestra en el bloque receptor.

Desplazarse sobre el bloque receptor 4 mm y hacer un nuevo hueco. Asi
sucesivamente hasta introducir todos los casos que forman la matriz,
siguiendo las posiciones disefiadas previamente en la plantilla guia y

manteniendo asi la identificacion de las muestras.

Una vez acabada la construccidn, llevar el bloque receptor a estufa, a 37°C / 24h para

que la parafina de los cilindros se fusione con la del bloque nuevo. El bloque, una vez

atemperado, permite trabajar con él como con un bloque normal; se hicieron secciones

seriadas con el micrétomo y se recogieron en portaobjetos polilisinizados. Una seccién

se tifi6 con hematoxilina-eosina, siguiendo el protocolo antes indicado, para controlar la

idoneidad y las caracteristicas morfolégicas de la regién escogida e insertada, asi como

para realizar el estudio del indice mitético (figura 8).
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Figura 8. Esquema de las etapas seguidas para el estudio histopatolégico. Seleccion de la region de
interés, construccion de la micromatriz, secciéon de la micromatriz y tincion, fotografiado de los TMAs y
valoracion de cada uno de los cilindros obtenidos.

2.4 Valoracion del niimero de mitosis

Una vez obtenidas las secciones de los TMAs, se confirmd la histopatologia y se
estudio en ellas la proliferacion celular a través del indice mitético. Para ello, se contd el
numero de mitosis en los diferentes cilindros de cada muestra: dado que el meningioma
es un tumor, en general, poco proliferante, se valoraron 20HPF, distribuidos al azar a lo

largo de los 4 cilindros representativos de cada tumor.

2.5 Estudio inmunohistoquimico

Sobre las secciones de las micromatrices tisulares, utilizamos el método enzimatico
indirecto de la avidina-biotina-peroxidasa descrito por Hsu SM et al. con modificaciones

(281), El protocolo seguido fue el siguiente:

= Desparafinacidn e hidratacién: Calentar los cortes. 60°C durante 30 minutos,
seguido de 3 pasos de 5 minutos en Xilol; 3 pasos en alcoholes graduales

(98%, 80% y 70%) de 5 minutos cada uno. Lavar con agua destilada.

= Desenmascaramiento antigénico: Tratar las preparaciones durante 3 minutos
a una sobrepresion de 1,5 atmdsferas en Microclave (J.P. Selecta, Abrera,
Barcelona, Espafia) sumergidas en una solucién tamponadora (tampon citrato
a pH=6). Refrigerar las muestras en bafio frio con agua corriente y eliminar el

tampdn citrato lavando con agua destilada.

= Inhibicién de la actividad peroxidasa enddgena: A fin de impedir reaccién

cruzada con el sistema de revelado de la técnica, incubar con H202 al 3% en

metanol, durante 30 minutos y en oscuridad. Lavar con agua destilada.
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= Incubacién con los anticuerpos primarios:

- Secar bien y circular las preparaciones con Sigmacote® (Sigma-
Aldrich, San Luis, Misuri, EEUU) para aplicar las soluciones de

anticuerpos.

- Preparar cada anticuerpo a la concentracién adecuada con el diluyente
comercial ChemMateTM Antibody Diluent (DakoCytomation, Glostrup,
Dinamarca), aplicar sobre la preparacién e incubar a temperatura

ambiente 1h. Lavar 3 veces con tampén TBS-T (Dako).

= Incubacién con el anticuerpo secundario: Aplicar 23 gotas de anticuerpo

comercial HRP anti ratén/conejo e incubar a temperatura ambiente 30

minutos. Lavar 3 veces con tampo6n TBS-T (Dako).

= Revelado con diaminobencidina (DAB): Aplicar 200 pL de solucién DAB sobre

cada muestra durante unos segundos. Lavar rapidamente con agua destilada.

=  Contraste, deshidratacién de las muestras y montaje: Introducir las

preparaciones en hematoxilina de Harrir (Merck) durante 20 segundos. A
continuacioén, deshidratar con 3 pases de 5 minutos en alcoholes de 70%, 80%
y 98% y 3 pases de 5 minutos cada uno en xilol. Dejar las preparaciones en
xilol y, de una en una, afiadir una gota de Entellan® (Merck) y montar con

cubreobjetos de 24x60 mm.

Se utiliz6 el anticuerpo Ki-67/MIB-1 (Dako) a una concentraciéon de 1/200, como
marcador de proliferacién ya que Ki-67 es una proteina nuclear presente durante las

fases activas del ciclo celular.

La valoracién de los resultados se realizé examinando los cuatro cilindros de 0.8mm
de didmetro de cada caso, lo que supone un area total de 2mm?2/caso. Se determin6 el

numero de nucleos positivos y se estratificé como:
- Indice de proliferacién bajo=1 (<1% de niicleos positivos)
- Indice de proliferacién moderado=2 (1-5% de nticleos positivos)
- Indice de proliferacién alto=3 (5-20% de niicleos positivos)

- Indice de proliferacién muy alto=4 (>20% de ntcleos positivos)
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Por un lado, se calculd el valor medio de expresion de Ki-67 en los cuatro cilindros y,
por otro, el valor maximo de expresion, de cara a relacionarlo con la evolucién de los

pacientes y con el riesgo de recidiva (334.65),

2.6 Estudio citogenético clasico. Cultivo “in vitro”y estudio del cariotipo
2.6.1 Recogida de muestras para cultivo

Cuando el tamafio tumoral lo permitié, un fragmento del tumor en fresco se remitié
al Laboratorio de Cultivos Celulares del Departamento de Patologia para su
procesamiento, con la finalidad de aumentar la cantidad de células, para la realizacién
de técnicas citogenéticas (obtencion del cariotipo) asi como para la observacion de su

morfologia y crecimiento “in vitro”.

Las muestras fueron recogidas en condiciones de asepsia en tubos estériles de fondo
redondo (Nunc, Roskilde, Dinamarca) con medio Roswell Park Memorial Institute 1640
(RPMI-1640) (Gibco BRL, Grand Island, Nueva York, EEUU), suplementado con mezcla
antibiotica al 2% de penicilina y estreptomicina (Gibco BRL) y 0,05 mg/mL de sulfato de
gentamicina (Merck). Los tubos de recogida con las muestras tumorales, permanecieron
a 4°C durante un periodo maximo de 16h hasta el momento del procesamiento de los

tumores.

2.6.2 Procesamiento de las muestras

La manipulacién de las muestras y de los cultivos se llevé a cabo en condiciones de
esterilidad, en la zona destinada a tal fin del Laboratorio de Cultivos, en una cabina de
flujo laminar Bio II A (Telstar LifeSciencie, Madrid, Espafa). La Unidad de Cultivos
Celulares y Citogenética del departamento de Patologia de la UV es apta para el
procesamiento, manipulaciéon y cultivo de muestras bioldgicas, y tiene los permisos

pertinentes para ello (ATCC # SP-580).
Para la obtencion de cultivos celulares “in vitro” el protocolo seguido fue el siguiente:

- Trasvasar la biopsia a una placa de Petri, realizar 2 lavados sucesivos con soluciéon
salina de fosfato tamponada (PBS) (Gibco BRL), y disgregar mecanicamente con ayuda

de un bisturi.
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- Introducir en un tubo con medio completo: RPMI - 1640 suplementado con: 20%
suero bovino fetal (SBF), 200 mM L- glutamina, 50 pg/mL penicilina y 50 pg/mL sulfato
de estreptomicina y 0,2% de colagenasa tipo II (Sigma-Aldrich); incubar 20 minutos a

37°C en bafio termostatico para permitir la digestion enzimatica.
- Centrifugar a 1200 rpm durante 5 minutos.

- Retirar el sobrenadante y resuspender el sedimento celular en 8 mL de medio

completo.

- Repetir esta centrifugacion y resuspension 2 veces mas para eliminar cualquier

resto de la enzima.

- Sembrar en frascos de 25 cm? (Nunc), y llevar al incubador a 37°C con un 5% de

CO; en el aire.

El medio de cultivo se cambié 2-3 veces por semana en funcién de las necesidades de
las células, que fueron observadas a diario y fotografiadas a diferentes aumentos con un
microscopio Axiovert 135 (Carl Zeiss, Alemania). Cuando un cultivo alcanzaba un indice
mitético adecuado, se procedia a su sacrificio para la obtencién de cromosomas
metafasicos con los que realizar el cariotipo. Cuando fue posible y se alcanzaba la

semiconfluencia, se procedio a subcultivar o a su crioconservacion.

2.6.3 Protocolo para el subcultivo (Técnica de Doblaje)

Para conseguir material de estudio en cantidad suficiente, los cultivos se propagaron

“in vitro”. Para ello el proceso realizado fue el siguiente:
= Retirar el medio del frasco.

= Con PBS (sin calcio ni magnesio) a pH=7, lavar suavemente el fondo del

frasco.

= Afadir 2,5 mL de tripsina-EDTA (Gibco BRL), moviendo el frasco, y retirar la
cantidad suficiente para que quede el fondo cubierto con la solucién;

mantener 5 minutos a 37°C.

=  Con el microscopio de contraste de fases comprobar que las células se han

despegado del fondo del frasco.
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= Neutralizar la tripsina-EDTA con 6 mL de medio completo, agitar para
separar los posibles agregados de células y centrifugar a 1200 rpm durante 7

minutos.
= Afadir 4 mL de medio completo, resuspender y repartir en 2 frascos nuevos.

= Llevar al incubador y controlar al dia siguiente la adhesion de las células al

fondo de los frascos.

2.6.4 Crioconservacion de las células en cultivo

Es conveniente conservar células de distintos pases de los cultivos con el fin de
disponer de material sobre el que realizar estudios posteriores. El momento éptimo es
cuando presentan aproximadamente un 80% de la confluencia. Para tal fin, las células se
despegaron del fondo del frasco de igual manera que para subcultivarlas y, tras el
primer lavado con medio completo, que permite eliminar el exceso de tripsina-EDTA, se
resuspendieron en 1 mL de medio completo suplementado con un 5% de
dimetilsulféxido (Sigma-Aldrich). Se llevaron a atmdsfera de nitréogeno 2h y
posteriormente se procedi6é a su almacenamiento en un tanque con nitrégeno liquido (a

-196°C).

2.6.5 Descongelacion de las células

Cuando se necesitaron células para la realizaciéon de los estudios citogenéticos, se
procedi6 a descongelar los viales mantenidos en nitrégeno liquido. Para ello, se
extrajeron las ampollas que rapidamente se introdujeron en un bafio a 37°C hasta que su
contenido pas6 a fase liquida. En ese momento se rocié la ampolla con alcohol de 70°, se
dejo evaporar éste y se procedid, rapidamente, a trasvasar el medio con las células a un
tubo cénico con 8 mL de medio completo. Se centrifugé a 1200 rpm durante 5 minutos, y
el sedimento celular se resuspendi6 en 4 mL de medio completo. Se sembré en un frasco
Falcon de 25cm? y se llevé al incubador a 37°C y atmdsfera controlada. Al dia siguiente
se observaba el cultivo con el microscopio de contraste de fases y, en caso de ser

necesario, se cambiaba el medio.
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2.6.6 Sacrificio celular y preparacion de extensiones cromosémicas

Cuando se observo en el cultivo un indice mitético adecuado y una cantidad de
células suficiente, se procedi6 al sacrificio celular para la obtencién de metafases. Para

ello el protocolo seguido fue el siguiente:
= Anadir al cultivo Colcemid 0,01% (Gibco BRL) e incubar 2h a 37°C.

= Lavar con PBS para, a continuacién, levantar las células con 2,5 mL de
tripsina-EDTA (Gibco, BRL), trasvasarlas a un tubo de fondo cénico (Nunc) y

centrifugar a 1200 rpm durante 5 minutos. Eliminar el sobrenadante.

*  Afadir una solucién hipoténica de KCI 0,075M, en agitacion, para hinchar las
células y permitir la separacién de los cromosomas. Incubar 15 minutos a

37°Cy centrifugar 5 minutos a 1200 rpm. Retirar el sobrenadante.

* Anadir fijador de Carnoy (metanol:acido acético, 3:1) por goteo en agitacion.
Mantener a 4°C durante 20 minutos y centrifugar a 1200 rpm durante 5
minutos. Eliminar el sobrenadante y afiadir de nuevo Carnoy, centrifugar y

conservar a -20°C hasta el momento de realizar las extensiones.

Para realizar las extensiones se atemperaron los tubos procesados y se retir6 el
Carnoy dejando sélo 0,5 mL. Se resuspendié cuidadosamente y se dej6 caer una gota de
la suspensién celular sobre un portaobjetos mojado en agua a 4°C permitiendo que la
gota de suspension se extendiera suavemente con el fin de que las membranas celulares

se rompieran liberando los ntcleos en interfase y los cromosomas metafasicos.

2.6.7 Obtencion de bandas G

Para realizar el bandeado, las preparaciones se envejecieron a temperatura ambiente
durante 7 dias, o en calor seco a 60°C por 24h. El protocolo llevado a cabo tras el

envejecimiento de la extension citogenética, fue el siguiente:

= La preparacién envejecida es sometida a una digestién enzimatica suave en
tripsina  0,25% en una solucién salina isoténica (PBS) durante

aproximadamente 2-3 segundos.

= Lavar con agua corriente y observar el estado de las metafases al

microscopio; secar al aire.
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= Teiir las preparaciones con solucién de Giemsa al 10% en tampo6n Mcllvaine

(pH=6,8) durante 5 minutos. Lavar de nuevo con agua corriente y dejar secar.

= Las extensiones citogenéticas se observaron en un microscopio Leica DM-RB
(Leica Microsystems GmbH) con camara fotografica incorporada y asociado a
un ordenador con el software Leica Chantal de andlisis de metafases. Se
contaron el mayor nimero posible de metafases, para la obtencién de la
ploidia y del nimero modal. En las mitosis observadas, se ordenaron los
cromosomas, se confecciond el cariotipo y se describi6 su composiciéon de
acuerdo a las normas de formulacidn cariotipica recogidas en el Sistema

Internacional de Nomenclatura Citogenética de 2009 (282),

Se define clon como una poblacién celular derivada de una unica célula progenitora.
Aunque, en general, tienen un complemento cromosémico préximo, los clones no son
necesariamente homogéneos y pueden estar formados por subclones que hayan
evolucionado con cierta independencia durante el desarrollo tumoral (282), Las
anomalias cromosOmicas se consideraron clonales cuando se repetian, al menos dos
veces en el caso de las anomalias estructurales o ganancias cromosémicas y al menos

tres veces en el caso de las pérdidas de cromosomas enteros (282),

2.7 Estudio de citogenética molecular. Hibridacion “in situ” de fluorescencia en

nucleos en interfase (iFISH)

La técnica de iFISH permite determinar variaciones en el nimero de copias (VNC) de
un determinado locus cromosémico. En esta técnica se hibrida una sonda marcada con
fluorescencia, complementaria a la regiéon del ADN a estudiar. Gracias al tratamiento al
cual se somete la muestra, el ADN de los nucleos celulares se desnaturaliza, y queda
expuesto para la hibridacién con la sonda marcada (figura 9). El resultado es un nimero
de sefiales fluorescentes en cada ntcleo, que dependera del estado alélico de la regién
estudiada. En este estudio, sobre las secciones de 5 um de los TMAs obtenidos, se
aplicaron diferentes sondas de FISH para determinar el estado de los cromosomas mas

implicados en la iniciacidon y progresion de los meningiomas:
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- El cromosoma 22, por la localizaciéon del gen NF2 en él y su implicacion en la
génesis de los meningiomas (81). Utilizamos la sonda LSI 22q12 (Vysis, Abbot cientifica,
Madrid, Espafia). Como control, se establecié el cut-off en 3 muestras de tejido cerebral

no tumoral (69),

- El brazo corto del cromosoma 1, por su implicacién en la iniciacién y en la
agresividad biolégica de los meningiomas. Utilizamos la sonda LSI 1p36/ LSI 1q25

(Vysis) en la que la regiéon diana es la 1p36 y la region 1q25 actiia como control.

- El brazo largo del 14, también por su implicacién en la agresividad biolégica de los
meningiomas (104, Utilizamos la sonda t(11;14) CCND1/IGH (Vysis), en la que IGH del
brazo largo del cromosoma 14, acttia como diana y el gen CCND1 en el cromosoma 11,

como control.

Las regiones de complementariedad de las sondas FISH se muestran en la figura 10.

2.7.1 Protocolo parala iFISH

Desparafinacion e hidratacion:

= Introducir las secciones de TMA en la estufa durante toda la noche a 42°C.

= Realizar 3 pases en xilol de 5-10 minutos cada uno y 2 pases en alcoholes a

concentracién decreciente para hidratar de 5 minutos cada uno.
Pretratamiento:

= Lavar las muestras en una cubeta Coplin con tampén de lavado (Dako)
brevemente. Cambiar a otra cubeta Coplin con tampén de pretratamiento que
estard al bafio maria a 97+2°C, 10 minutos. Enfriar las preparaciones a

temperatura ambiente.
= Lavar 2 veces / 3 minutos. Secar bien.
Digestién enzimatica:
= Aplicar pepsina fria durante 10 minutos. Lavar 2 veces, 3 minutos.

=  Deshidratar con alcoholes a concentraciéon creciente, 70% 85% 96% 2

minutos en cada uno. Secar al aire.

=  Preparacion de la sonda:
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- 7 uL de tampdn hibridaciéon
- 2 pL de agua desionizada
- 1 uLdesonda
Desnaturalizacién e hibridacién:
=  Poner 10 pl de la mezcla de sonda en el centro de la muestra.
= Cubrir con cubreobjetos evitando la formacion de burbujas de aire.

=  Sellar con pegamento e incubar toda la noche. El programa es: T 82°C, 5

minutos + 45°C, durante un minimo de 16h.

= Sacar las muestras y retirar el cubreobjetos sumergiendo en tampén de

astringencia (Dako) a temperatura ambiente.
= Lavar de nuevo en tampoén de astringencia a 65°C, 10 minutos.
= Lavar 2 veces 3 minutos en tampén de lavado (Dako).

Contratincién y montaje:

= Deshidratar con alcoholes a concentracién creciente 70%, 85% y 96% y secar

al aire.

=  Contrateiiir los nucleos celulares con DAPI (Vysis), que emite en azul, colocar

el cubreobjetos y sellar.
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Figura 9. Representacion del fundamento de la hibridacion “in situ” de fluorescencia (FISH). Se
muestra como una sonda de ADN, marcada con fluorescencia, se desnaturaliza e hibrida sobre una
muestra de ADN previamente desnaturalizada. El resultado son sefales fluorescentes en las regiones
de complementariedad entre la sonda y el ADN diana. Modificado de www.semrock.com/fish.aspx.

LSI 1p36
SpectrumOrange

22g11.2 LSI 22 (BCR)

11913 LS| CCND1 Rl

l_
SpectrumOrange

[—

8 OO

LS| 1g25

w FSpectrumGreen

14g32 LS| IGH
1 = SpectrumGreen

Figura 10. Diagrama representativo de las regiones estudiadas con las distintas sondas de FISH
utilizadas. Con la sonda LSI 1p36/ LS| 1925 determinamos las deleciones en 1p36 por comparacion
con el estado de la regién 1925. Con la sonda t(11;14) CCND1/IGH analizamos las deleciones que
afectan a 14936 por comparacion con el estado del cromosoma 11. La sonda 22g11.2 nos indica la
monosomia total o parcial del cromosoma 22, y se hibrida independientemente por lo que se aplican
los cut-offs establecidos en la bibliografia®®.
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2.7.2 Visualizacién y valoracion de las seiiales fluorescentes observadas

El estudio de iFISH sobre secciones histolégicas de TMAs nos ofrece como principal
ventaja, la deteccién de poblaciones con distinta dotacién cromosdémica en los cilindros
seleccionados, sin depender de la adaptacion al crecimiento “in vitro”, como ocurre en
los cultivos celulares. Por otra parte, las muestras tienen una carga nuclear mayor que
en las extensiones citogenéticas: en una misma superficie tenemos mayor cantidad de

nucleos para estudiar.

No obstante, esta técnica tiene el inconveniente de estar sujeta al efecto corte (283-286),
Esta condicién es intrinseca al trabajo con secciones ya que se obtiene una imagen
bidimensional de una realidad tridimensional. La disposicidn de las células y estructuras
en el tumor puede, por una parte, proporcionar imagenes de varias estructuras celulares
solapadas y, por otra parte, generar confusion sobre la idoneidad de la regién estudiada
(figura 11). Trabajos como el de Tibiletti et al. (286) enfatizan la necesidad de basarse en
la morfologia a la hora de seleccionar la regién que se estudiara por iFISH. Por este
motivo es imperativo establecer los criterios de valoraciéon que se utilizardn y ser
constante en ellos, de cara a evitar variaciones procedimentales y minimizar el error

experimental.

Figura 11. Consecuencias del efecto corte. Queda manifiesta la importancia de comprobar la
composicion en células tumorales mediante hematoxilina-eosina de una seccién proxima a la que se
utilizara para la técnica de iFISH %9,
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Para su valoracién, el contaje de las sefiales fluorescentes se realiz6 de forma
ordenada con cada una de las plantillas, comenzando por la valoracién en DAPI del
estado de todos los cilindros incluidos en el TMA. Se anot6 si algtn cilindro habia sido
artefactuado o se habia soltado de la laminilla para evitar confusiones y, a continuacion,
se evaluaron las sefales fluorescentes en las muestras de control. Una vez aceptada la
capacidad de penetracién de cada sonda en el TMA, se valoraron los casos. El contaje se
hizo de manera independiente por dos personas, en un microscopio de fluorescencia
ZEISS Axioplan 2 (Carl Zeiss). Se contaron un minimo de 100 ntcleos por muestra

aplicando los siguientes criterios:

= Para que 2 sefiales se consideraran independientes debian estar separadas

por, al menos, el tamafio correspondiente a una sefial entera.

= Cuando aparecian varios nucleos superpuestos, las sefiales no eran

valorables.

= Se contaron las sefiales de cada fluorocromo en cada ntcleo valorable, y se
dividié por el total de ntcleos no superpuestos-valorados. De manera que

obtuvimos un ratio sefiales fluorescentes/nucleo para cada sonda.

= Enlos casos en que la sonda diana se hibridé simultdneamente con una sonda
control (cromosomas 1y 14), se dividi6 el ratio sefiales/ntcleo de la sonda

diana entre el ratio sefiales/nucleo de su sonda control en la misma muestra.

= En los casos en que la sonda diana no se hibridé simultaneamente con una
sonda control (cromosoma 22), se estableci6 el ratio sefiales
fluorescentes/nucleo en 3 muestras de tejido cerebral no tumoral, y se utiliz6

este ratio para la normalizacion respecto a las muestras problema.

2.8 Técnicas moleculares
2.8.1 Extraccion de ADN de muestras incluidas en parafina

Se tomaron otros 4 cilindros de 1 mm de diametro, de 2 areas representativas del
tumor, adyacentes a las zonas que se habian seleccionado para la construccién de las
micromatrices tisulares, y se introdujeron en tubos de 1,5 mL para la extraccién de ADN.

De esta manera se minimiz6 el contenido en células normales, en comparaciéon con la
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utilizaciéon de secciones completas del bloque. La extraccion se realiz6 utilizando el kit
QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Alemania). El procedimiento que se siguié

comprende las siguientes etapas:

- Desparafinacién: Afiadir 1 mL de xileno a la muestra, agitar con voértex
vigorosamente y centrifugar. Eliminar el xileno y repetir el proceso. A continuacion,
afiadir etanol y proceder de idéntica manera para eliminar los restos de xileno de la
muestra. Incubar a 37°C durante 10-20 minutos hasta que el etanol se evapore

completamente.

- Digestién quimica/enzimadtica: Afiadir tampén ATL (Qiagen) y proteinasa K,
mezclar bien e incubar a 56°C durante 2h. Posteriormente incubar 1h a 90°C para que el
tampon ATL revierta (parcialmente) la modificaciéon por formaldehido que sufren los

acidos nucleicos de las muestras durante la fijacién e inclusién en parafina.

- Extraccién del ADN de la muestra digerida: afiadir una mezcla 1:1 de tampén AL y

etanol y mezclar vigorosamente para que el ADN quede en solucién; trasvasar el
sobrenadante a una columna QIAamp MiniElute y centrifugar para que el material
genético quede retenido en la membrana. A continuacién, proceder a lavar con
tampones comerciales (Qiagen) para eliminar las impurezas arrastradas durante el
proceso de extraccion. Finalmente, incubar la columna con 30 pL de agua milliQ

(Millipore-Merck, Madrid, Espafia), durante 5 minutos, 2 veces y eluir.

- Valoracién de la cantidad y calidad del ADN obtenido: Medir la concentracién de
ADN y los cocientes 260/230 y 280/230 para valorar la eficacia del proceso y el estado

de la muestra.

2.8.2 Extraccion de ADN de sangre periférica

Como muestras control para las técnicas moleculares, utilizamos ADN extraido de
ganglios no patoldgicos fijados e incluidos en parafina, que se obtuvo siguiendo el
protocolo descrito anteriormente, y ADN de sangre periférica de 3 donantes sanos. El
protocolo de obtencidn de linfocitos para la extraccion de ADN de sangre periférica que

seguimos fue el siguiente:

= Recoger 3 mL de sangre en un tubo con EDTA. Completar hasta 7 mL con PBS.
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= Poner en un tubo de fondo cénico 3 mL de LymphoPrep™ (Progen

Biotechnik) y afiadir lentamente la solucién de sangre.

= Centrifugar 30 minutos a 2000rpm. Coger con pipeta Pasteur la interfase

blanquecina y pasar a otro tubo de fondo cénico.

* Anadir 5 mL de PBS para lavar, centrifugar 5 minutos a 1000 rpm. Decantar y

eliminar lo que queda de sobrenadante. El precipitado son los linfocitos.

La extraccion de ADN a partir de linfocitos se realiz6 con el kit QIAamp DNA Blood
Mini Kit (Qiagen). El protocolo seguido fue idéntico al del kit para muestras incluidas en

parafina, evitando las etapas de desparafinacion y digestion tisular.

2.8.3 Optimizacion de las muestras de ADN

Aunque la técnica de hibridacidén, ligacién y amplificacion multiple (MLPA) ha
demostrado ser una técnica robusta y reproducible (287), tanto el origen de las muestras
(tipo tisular/celular) como el tratamiento al que se someten (el método de fijacion, de
extraccion, los tampones usados para la elucién, dilucién o conservacién, etc.) influyen
en la pureza del ADN. Estas variables pueden afectar en las etapas de desnaturalizacién
y/o amplificacién, dependiendo de la sensibilidad de las sondas utilizadas a su presencia
y, en consecuencia, alterar el tamafio de los picos que proporciona la técnica. Los
contaminantes mas frecuentes y las recomendaciones seguidas para minimizar su

impacto, se describen a continuacidn:

- La presencia de sales puede afectar a la desnaturalizaciéon del ADN. De hecho, se
desaconseja diluir las muestras 1:1 en el tampdn de PCR, que contiene 1,5 mM de MgCl,
y 50 M de KCl (288), Hay que garantizar una baja concentracion, en especial cuando las
regiones gendmicas a analizar presenten un alto contenido en CG. La adiciéon de EDTA es
util y ha de ser suficiente para minimizar las sales libres procedentes de la inclusién en
parafina, aunque no elevada para permitir la concentraciéon de magnesio necesaria para

el funcionamiento de la polimerasa.

- Los contaminantes derivados del tejido que se co-purifican con el ADN (como los
grupos hemo, heparina y melanina), y los derivados del proceso de purificacién (como
restos de fenol, trizol, etanol, dodecilsulfato sédico o hierro), pueden afectar a la

amplificacion.
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Ademas, hay que garantizar un pH entre 8 y 9 para evitar la depurinacién de las
muestras durante la etapa de calentamiento inicial a 98°C. La depurinacién es mas
acusada cuando el medio posee una fuerza iénica baja, y es frecuente en muestras que
son eluidas mediante columna con agua. Las principales consecuencias de la

depurinacidn son las siguientes:

- Si la depurinacién afecta a la regién diana, falla la complementariedad con la sonda
y esto produce una deteccién de sefiales reducida, lo que lleva a un falso positivo para la

delecion.

- Si la depurinacién no afecta a la regiéon complementaria, pero si a una zona
préxima, puede desestabilizar la unién de la sonda; esto produce de igual manera,

sefales mas bajas de lo que cabria esperar.

Con el objetivo de lograr que las muestras se encuentren en las mejores condiciones
de pureza, ausencia de contaminantes, concentraciéon y pH, que serdn determinantes
para la calidad de la técnica, se procedi6 a la precipitacion de las muestras con etanol, y a
su dilucién en tampdn Tris-EDTA con bajo contenido en EDTA: TE 10 mM Tris-HCI pH
8,2 + 0,1 mM EDTA (Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EEUU). El protocolo

seguido fue el siguiente:

=  Completar hasta 100 pl de volumen las muestras ADN con tampoén TE-Low
EDTA (Fisher Scientific).

= Afadir 2,5 pl de Glicégeno (Invitrogen, Life Technologies, Glasgow, Escocia)
como ayudante para proporcionar viscosidad al ADN y favorecer su
precipitacion. Resuspender con pipeta.

= Afadir 1/10 volimenes de acetato de sodio 3 M (Sigma-Aldrich) a pH 5,2 y
resuspender con pipeta.

= Afiadir 2,5-3 volimenes de etanol absoluto frio. Mezclar por inversion varias
veces. Precipitar por gravedad, durante 2-4h a -80°C o toda la noche a 4°C.

= Centrifugar 10 minutos a 14000g/12°C. Decantar, sin perder de vista el
sedimento.

= Lavar el pellet afiadiendo 250 pl de etanol al 70% frio.

= Centrifugar 10 minutos a 10000g/12°C.

= Decantar, eliminar los restos de etanol.

= Resuspender el pellet con tampdn TE-Low EDTA, de 20 pl hasta unos 200 pl.
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Cuantificamos la muestra con Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington,
Delaware, EEUU) para conocer la concentracién y las ratios A260/280 (>1.6-2.0),
A260/230 (>1.5) y el valor A340 (<0.2).

2.8.4 Amplificaciéon de sondas multiples dependiente de ligacién (MLPA)

La MLPA es una técnica molecular que se utiliza para determinar la variacién en el
numero de copias de hasta 50 secuencias de ADN, simultdneamente, en una muestra. Se
basa en la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Cada reacciéon de MLPA
produce una combinacién de amplicones (fragmentos de amplificacién por PCR) con una
longitud en nucleétidos que varia entre 64 y 500. Estos amplicones pueden ser
separados por electroforesis capilar, identificados, y cuantificados con los softwares

accesorios adecuados (figura 12). La MLPA se desarrolla en 4 fases:

= Desnaturalizacién (Dia 1): Poner 5 pL de ADN (50-250 ng) en cada tubo. En el
termociclador, programar 5 minutos a 98°C y enfriar hasta 25°C. Sacar los
tubos.

= Hibridacién (Dia 1): Preparar una mezcla con 1,5 pL de tampén de MLPA y
1,5 pL de la mezcla de sondas que vamos a utilizar, por cada muestra.
Afadirla a cada tubo con los 5 pL. de ADN muestra. Incubar 1 minuto a 95°C y
a continuacién 16-20h a 60°C.

= Ligacién (Dfa 2). Preparar una mezcla con 25 pL de H;0, 3 pL de tampén de
ligacion A, 3 pL de tampodn de ligaciéon By 1 pL de enzima Ligasa-65. Detener
el termociclador a 54°C y afiadir la mezcla a las muestras. Incubar 15 minutos
a 54°C seguido de 5 minutos a 98°C y bajar a 20°C.

= PCR (Dia 2). Preparar una mezcla con 7,5 pL de H20, 2 pL de SALSA PCR
primer mix y 0,5 pL de polimerasa SALSA, y afadirlo a las muestras.

El programa del termociclador es:

35 ciclos | 30 segundos a 95°C

30 segundos a 60°C

60 segundos a 72°C

1 ciclo 20 minutos a 72°C

Fin 15°C
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El producto de la PCR multiplex ha de ser separado mediante electroforesis capilar,
con la cual obtendremos el perfil de picos que nos indicara si el procedimiento ha
concluido con éxito. La MLPA es una técnica relativa, por lo que en todos los
experimentos deben ensayarse simultineamente muestras control; se detectaran
diferencias con respecto a estos controles, por lo que su eleccion y adecuada
conservacion serd determinante para el éxito de la técnica. Deben incluirse 3 muestras

control por cada 20 muestras.

Los kits de sondas SALSA MLPA contienen, ademas de las sondas de las regiones de
interés, 2 sondas para los cromosomas sexuales y 3 sondas que produciran 3 fragmentos
de control de la desnaturalizacién, llamados “fragmentos D”; se identifican a 88, 92 y 96
nucleétidos. Dependen del ADN y de la eficacia de la ligacién, igual que las sondas
normales de MLPA. Su tamafio debe ser visible cuando la ligacién ha funcionado

correctamente la desnaturalizacién ha sido satisfactoria y la cantidad de ADN suficiente.

Las regiones que se detectan a 88 y 96nt tienen un elevado porcentaje de nucleétidos
CG, lo que dificulta su desnaturalizacidn; si el tamafo de los picos es menor al 40% del
pico a 92nt, la desnaturalizacién de la muestra no habra sido completa y no habra
garantia de que los resultados sean reproducibles. No obstante, lo mas frecuente es que
la desnaturalizacién incompleta afecte inicamente a las sondas localizadas en los exones
1 de los genes, ya que son esas las que suelen tener un mayor contenido en nucledtidos

GC.
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Figura 12. Esquema del protocolo seguido para la técnica MLPA. Se reflejan las 4 etapas basicas:
desnaturalizacion, hibridacién, ligacién y PCR, que culmina con el analisis de fragmentos por
electroforesis capilar. Modificado de www.mlpa.com.

El kit utilizado para esta técnica fue SALSA MLPA P044-NF2 (MRC-Holland,
Amsterdam), que incluye sondas para estudiar los 17 exones que forman el gen NF2; en
la proteina merlin encontramos que los exones 2 a 8 codifican la regién homéloga a las
proteinas tipo 4.1, el exén 9 codifica un dominio de unién y los exones 10 a 15 codifican
la region en a-hélice de la proteina y los exones 16 y 17, el dominio C-terminal. Por otra
parte, este kit incluye sondas para otras 9 regiones gendémicas localizadas en los
cromosomas 1, 2, 3, 4, 5, 8, 14, 15, 16. Las parejas de cebadores que forman las sondas

que se amplifican en esta MLPA, asi como el locus cromosémico, se detallan en la tabla 5.

72



Material y Métodos

Tabla 5. Genes y cebadores incluidos en el kit de MLPA P044-B1 NF2

Gen Posicion Cebador Directo Cebador Reverso
UROD 01p34.1 ggGCCCAAGCTGGCTATGAG GTTGGGCTTGACTGGACAGTGGCCCCAA
GGCAGTTAACATCACTGACCT ~ CGAGAACAGAAAGCAGGACAAGCGCTTC
IL1RN 02913
GAG GCC
SCN5A 030222  COGGTGAAGAAAGACCCAAAG ~ATGACAAAATAGATGTACATGTAGAGGTT
p22. ATGATGAAA GTATTCCCACTGAGGCTGCT
L2 4a2? CCTCAACTCCTGCCACAATGTA ATGCAACTCCTGTCTTGCATTGCACTAAG
a CAGG TCTTGCACT
KLKB1 ota3sn  CTTCCATGTACACCCCAAATGC GCCAGATGAGGTGCACATTCCACCCAAG
q35. CCAATACT GTGTTTGCTATTCAG
GTGTTGGTGTGTGAGACTTGG  GTGCCCACGTGGCTGTGGAGTCAGTGT
SEMA5A 05152 GeTGGA GATTCATGATTGA
L4 05q311  CTACATTGTCACTGCAAATCGA TAATGGGTCTCACCTCCCAACTGCTTCC
: CACCTAT cceT
PTK? 06243  CCAGGTTTCTGGCTACCCTGG ~ GAATCACAGCCATGGCTGGCAGCATCTA
q24. TTCACATG TCCAGGTCAGGCA
NFKB1A 149132  TCAGGAGCCCTGTAATGGCCG SQ/ETGCCCTTCACCTCGCAGTGGACCTG
FBNT 15q011  CAGTCTCCTTTGTGACAATGGA AAATACTCCTGGAAGTTTTGTCTGTACCT
qst. CAATGTAG GCCCCAAGGGA
CTGTTCAGATGCAGAGAGAGT  TTGCGCGGACACACCCTCTGCTCACCTC
FANCA 169243 GeaGeT ACTGTACCGCAG
GGGGCGCCACACTCGGAGCCTACTTGA
NF2Exon1 229122  GTGTCCGAAACGCAGTCCCCT — Gooom CChtlCI Lol
TCCGCATGAGCTTCAGCTCTCT GAGGAAGCAACCCAAGACGTTCACCGTG
NF2Exon2 22q12.2 CAA AGGATCGTC
GGGCTCCGAGAAACCTGGTTC TGGACTGCAGTACACAATCAAGGACACA
NF2Exon3 22q12.2 - GTGGOCTAGE
GGCCAAATTTTATCCTGAGAAT  AAGAGGAGCTGGTTCAGGAGATCACACA
NF2Exon4 229122 oqg ACATTTATTCTTCTTACAG
CCGATCTACTGCCCTCCTGAG ~ TCTGTGCTCCTGGCTTCTTACGCCGTCC
NF2Exon5 22q12.2 GoT AGGCCAAGG
CGGTGACTACGACCCCAGTGT  ACAAGCGGGGATTTTTGGCCCAAGAGGA
NF2Exon 6 22q12.2 TC ATTGCTTCCA
CGACTCCGGAAATGTGGGAGG GAATTACTGCTTGGTACGCAGAGCACCG
NF2Exon7 229122 o AGGCCGAGCCAG
GGGATGAAGCTGAAATGGAAT  ATAGCTCAGGACCTGGAGATGTACGGTG
NF2Exon8 229122 jrcrganc TGAACTACTTTGCAATCCG
GTGGATGCCCTGGGGCTTCAC ~ TTATGACCCTGAGAACAGACTGACCCCC
NF2Exon9 229122 ,q AAGATCTCCTTCCCGT
GGAATTTCCAATTGCTGGTAACATTCCAG
NF2Exon 10 229122  CCAGTGTGGTTGCGCATTTGT — SOAATTICCANT TOCTSS
CAAGGTTGTGCTCACCTGCTTT AGCCTTCTCCTCCCTGGCCTGGGCTTTC
NF2 Exon 11 22qg12.2 oT ATCTGCTGAACT
NF2Exon12 22q122  CTCAGAAATCACCAGTGCTTC — TTGCTTCTTCTTTCATCTGCAGCAGCCTC
: GTTGGCCATTG CTCTCCAACTCA
NF2Exon13 229122  GGCCCAGATCACCGAGGAGGA CCCAAAACTTCTGGCCCAGAAGGCCGCA

GAGGCTGAGCAGGAAATG
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Gen Posicion Cebador Directo Cebador Reverso
CCTGCAGGAAGCACGCGAGGCGGAGCG
NF2Exon 14 22122 GGCAGATCAGCTGAAGCAGGA  pnmr=oc iy Cpe
NE2Exon 15 20q122  CCTCCTGACATACCAAGCTTCA TGGTGACAGCCTGTCTTTCGACTTCAAA
ale. ACCTCAT GATACTGACATGAAGCGGC

GCAGGAGCAGCTCAATGAACT  GACAGAAATCGAGGCCTTGAAACTGAAA

NF2Exon16 229122 op) GAGAGGGAGACAGCTCTG
GGGCACTTTGGAGACTGGTGT  ACTCAAGATCAAGACCTTTTATGCGTTGA

NF2Exon17 229122 opprp CAGCCTCTCAAGACC

Regiones estudiadas con el kit SALSA MLPA P044-NF2 (MRC-Holland): Genes introducidos en el
andlisis incluyendo los 17 exones del gen NF2, localizacion cromosémica de las secuencias
estudiadas y cebadores empleados en la PCR mudltiplex.

2.8.5 Amplificacion de sondas miiltiples dependiente de ligacion, especifica para

secuencias metiladas (MS-MLPA)

La MS-MLPA es una adaptaciéon de la técnica MLPA, que sirve para determinar
simultdneamente la variacion en el nimero de copias (VNC) y el estado de metilacién de
las regiones estudiadas, mediante una PCR multiple. El fundamento de la técnica es
similar al de la MLPA, pero tras la hibridaciéon se dividi6 cada muestra en dos tubos
distintos para las dos determinaciones que haremos: en uno de ellos, el proceso sera el
descrito anteriormente para el estudio de VNC; el segundo tubo serd sometido a una
digestion con el enzima de restriccién sensible a metilacién Hhal (Promega, Madison,
Wisconsing, EEUU) que actuara a la vez que la ligasa y de este tubo obtendremos la
informacién relativa al estado de metilacion. Las sondas que se utilizan en la MS-MLPA
se han disefiado de manera que reconocen secuencias que contienen sitios de restriccion
para esta enzima Hhal. Cuando una muestra no metilada se somete a estos procesos, en
el tubo en que se ha hecho la digestiéon enzimatica no podra haber amplificacién y, por
tanto, no se obtendra pico al realizar la electroforesis capilar. Por otro parte, si la
muestra si que estd metilada, el enzima no podra digerirlo y si que se producira
amplificacion, por lo que se detectara el correspondiente pico en la electroforesis. Como
simultdneamente se ensaya la misma muestra sometida y no sometida a digestion
enzimatica, la técnica permitird comparar el patrén de picos de dicha muestra con y sin
digestion, de manera que es posible identificar qué regiones no estan metiladas y cuales

silo estan.
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El esquema de la reaccién es muy similar, aunque cambia la temperatura de ligacidn,

para que sea adecuada también a la digestion con Hhal (figura 13):

= Desnaturalizacién del ADN: 98°C, 5 minutos; 25°C y pausar.

= Hibridacién: 95°C, 1 minuto; 60°C, 16h; 20°C y pausar.

= Separacién en 2 tubos y adicién de las mezclas de ligacién al primero y
ligaciéon+digestion al segundo.

= Ligacién v ligacidon/digestion: 48°C durante la adicién, 48°C, 30 minutos;

98°C, 5 minutos y pausar a 20°C.
= PCR: 35 ciclos a 95°C, 30s; 60°C, 30s; 72°C, 60s. Elongacion final a 72°C, 20

minutos y detencién a 15°C.

La técnica de amplificacion multiple de sondas especificamente metiladas,
dependiente de ligacion fue la elegida para el estudio simultaneo de la VNC y del estado
de metilacion de un conjunto de genes supresores tumorales que incluia genes
involucrados en las vias de reparacién (MLH1), control del ciclo celular (CDKNZ2A,
CDKNZB), proliferacién y apoptosis (TP73, CASP8, RASSF1, CASR, APC), entre otros. Para
ello, el kit seleccionado fue el SALSA MS-MLPA KIT ME001-C2 Tumour suppressor-1,
que incluye 41 sondas que hibridan y amplifican 38 genes diferentes: 24 genes
supresores de tumor, para los que proporciona informaciéon en cuanto al nimero de
copias y al estado de metilacién ya que sus sondas son sensibles a la digestién por Hhal,
y 14 genes adicionales implicados en la biologia de los tumores sélidos humanos (tabla

6).
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Figura 13. Esquema resumen de la técnica MS-MLPA. Refleja en paralelo el comportamiento de una
muestra digerida con Hhal en caso de estar metilada o en caso de no estarlo. Modificado de
www.mlpa.com.

Tabla 6. Genes y cebadores incluidos en el kit de MLPA ME001-C2 Tumor Suppressor Genes

Gen Posicion Cebador Directo Cebador Reverso
TP73* 01p36.32 CGCCCGCGAAGGGGACGCAGC GAAACCGGGGCCCGCGCCAGGCCAG
CCGGGA
. CTTTCCAATAAAGCATGTCCAGCGCT GGGCTTTAGTTTGCACGTCCATGAATT
CASP8 029331 ¢ GTCTGCCACA
VHL* 03253  GCGAAGACTACGGAGGTCGACTCGG AGCGCGCACGCAGCTCCGCCCCGCG
p<o. G TCCGACC

. GCCTGCCTCTCTGGCTGTCTGCTTTTG
RARB 03p242  CCGCCGGCTTGTGCGCTCGCT vedlell
WLHT* 03p222  CCTTGAGCATCTAGACGTTTCCTTGG TCTGGCGCCAAAATGTCGTTCGTGGC

: cTCT AGGGGTTATTC

. GCGGAGGAGGTGCTTGGCGCTTCTCA
MLH1 03p222  CTGCTGAGGTGATCTGGCGCAGA  SCoon oSS
RASSF1* 03p21.31 CAGTCCCTGCACCCAGGTTTCCA Eg%%%%eGCTCTCCTCAGCTCCTTCC
RASSF1* 03p21.31 GTCCACAGGGCGGGCCCCGAC %CAGCGCCTCCCCCAGGATCCAGAC
FHIT* 03p142  CGCGGGTCTGGGTTTCCACGC SO TS NGBTCATCACCCCEGAGCCCA
APC* o5q222  CTCAGCTGTGTAATCCGCTGGATGCG AGGGCGCTCCCCATTCCCGTCGGGAG

GACC

CCCGC
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Gen Posicion Cebador Directo Cebador Reverso
ESR1* 069251  CGCCCGCCGTGTACAACTACCCCG gggggGCCGCCTACGAGTTCAACGCC
. CAGAGGGGAAGAGGAAAGAGGAAGA GCTCCGCGGCTGTCGTGAAGGTTAAA
CDKN2A* 09213 \GCGCTCAGAT ACCGAAAATAAAAATGG
CDKN2B* 09p213  CTGCGACAGCTCCTGGAAGCCGG ~ CCCGGATCCCAACGGAGTCAACCGTT
TCGGGAGG
DAPK1* 0992133 CGCGAGGATCTGGAGCGAACTGCT ?ggngCGGTGGGCCGCTCCCTTCCC
PTEN* 1092331  CACCGGAGCGGGCGCAGGAGA gggﬂGCGGGGTGCGTCCCACTCACA
GTTCGCTCCGGACACCATGGACAAGT
CD44* 11p13 CTCCTTTCGCCCGCGCCCTCC STIeocls
GSTP1* 119132  CGAAGAGCGGCCGGCGCCGTG ACTCAGCACTGGGGCGGAGCGGGEE
GGGACC
ATI 11023  GGAGGGAGGAGGCGAGAGGAGTCG TCTGCGCTGCAGCCACCGCCGCGGTT
922. GGA GATACTACTTT
. CCTGGAGCCCGAGTCCTTGCACGCC GGCGCCCGGGAGAACACTTTTTCCTT
IGSF4&"/A 119233 GATCCGGGGAAAGCA
. GCTCGGGCCGTGGCTCGTCGGGGTC
CDKN1B* 12p131  CAGCCCCTGCGCGCTCCTAGA oSS
GCGCTCGGCCATCTTTGATCCTGACC
CHFR* 1292433  CGCGAGAGTAGGCGCGTGGAGG peteipasival
GGAACAAGGTTTATCAAGGGATGTCA
BRCA2  13q131  GGCCATGGAATCTGCTGAACAMMA  COMATARGSTIIATCAACES
BRCA2*  13q131  COGGAGAAGCGTGAGGGGACAGATT ACCGGCGCGGTTTTTGTCAGCTTACTC
q13. TGTG CGGCCAAAAAAGA
CDH13*  16q23.3  GTTCTGTGCGTTCTCCTGTCCCAG gg@rg‘T;gAAGAGGGGCTGCCGGGCGC
HICT* 17p133  CCGCTCCAGATAAGAGTGTGCGGA  AAGCGCGGCGGGGCTGAGACGCGAC
CAGGAC
. GCTCAGGAGGCCTTCACCCTCTGCTC
BRCAT*  17q2131 GTTCTCAGATAACTGGGCCCCTGC — SCTCAGSASOC
TIMP3* 229123  TCCAGCGCCGAGGCAGCCTCGC E?gggCCCATCCCGTCCCGCCGGGCA
GTCTTACCTGGACTCTGGAATCCATTC
CTNNB1 03p221  GGCTGTTAGTCACTGGCAGCAACA  SLCTIACEISS
CASR 03211  CCAGTGCCTGTAACAAGTGCCCAGAT TCTGGTCCAATGAGAACCACACCTCCT
q21. GACT GCATTGCCAAGGA
CCCTGCCTTGTGTGGGTAAGTCTAGC
PARK2 06426 CGTTCACGACCCTCAACTTGGCTACT  oCTCCCTTGTeIG
CDKG6 o7qz12  GCGTGATTGGACTCCCAGGAGAAGAA GGCCTAGAGATGTTGCCCTTCCCAGS
: GACT CAGGCTTTTCA
TGTACAGTACGCAGCACAATCAGCTG
CREM 10p121  GCTCCTCCACCAGGTGCTACAAT Al
CELF2 10014 CAATTGCCATTTTTTCCTGACATTCAC GGAAATTTGGTGCACGACACTGTTAG
P TGT GGGAGATCTGT
TNFRSFT 5 1201 1GGCACACTGCCCTGAGCCCAA ATGGGGGAGTGAGAGGCCATAGCTGT

A

CTGGC
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Gen Posicion Cebador Directo Cebador Reverso
cD27 12p13.31  GAAAGTCCTGTGGAGCCTGCA ggﬁggmmGTTACAGCTGCCCCAG
CCATTCAAGAGCTGGACAGATTTGCCA
PAH 129232 CAGTGCCCTGGTTCCCAAGAA oA ansasl
GAGCTCGAGCAGAGAGGACTGTGATG
MLH3 14243 GCGACCTTGTTCTTCCTTTCCTTCCGA Gaoi) SOASTAGAC
rsc2 160133  GAGCCAGAGAGAGGCTCTGAGAAGA ACCAGCGGCCCCCTTTCTCCTCCCAC
p13. AG AGGGCCTCCTG
CDH1 16q201  CTATGAAGGAAGCGGTTCCGAAGCTG GTCTGAGCTCCCTGAACTCCTCAGAG
q22. CTA TCAGACAAAGACCAGGAC
BCL2 18921.33  CTTCTCCTGGCTGTCTCTGAAGACTC %g;‘%QGTTTGGCCCTGGTGGGAGCT
KLK3 1991333  TGTGTCACCATGTGGGTCCCG %IBC;TCTTCCTCACCCTGTCCGTGACG

Genes estudiados con el kit ME0O0O1-C2 (MRC Holland), regiones cromosdmicas en que se ubican y
secuencias de los cebadores utilizados. Los asteriscos indican los genes supresores de tumor que
disponen de secuencias de restriccion para Hhal y por tanto son aptos para el analisis simultaneo de
VNC y estado de metilacién.

2.8.6 Evaluacion y valoracion de los picos obtenidos: software Coffalyser®

Existen diferentes métodos de andlisis con el software Coffalyser, si bien los pasos
iniciales son comunes a todos ellos y consisten en una primera evaluacién del producto
obtenido por amplificacién con MLPA (figura 14). La eleccion del método de analisis mas
adecuado depende del kit de MLPA utilizado, del tipo de muestra analizado y de la

cantidad de alteraciones que se espera detectar:

- “Tumor analysis (LS)”: Normaliza los datos frente a las sondas de referencia y se
aplica en Kits que contienen sondas de referencia pero, o bien el niimero de referencias
es bajo, o se espera que alguna de ellas contenga aberraciones. El sistema es robusto
siempre que mas del 51% de las regiones diana de las sondas de referencia estén
intactas. Este es el sistema seleccionado para el estudio del gen NFZ2, ya que entre las
regiones de referencia se encuentran los loci 1p34 o 14q13, que estan alterados en los

meningiomas, si bien su proporcién no alcanza el 51%.

Para la interpretacién de los resultados, nos hemos basado en el protocolo estandar
que establece como delecidn en heterocigosis los valores entre 0.7-0.3 y delecién en

homocigosis a los valores menores a 0.3. Para determinar el estado de los principales
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dominios de NF2 se calcul6 la media de los exones que comprenden los dominios basicos

del gen: exones 2-8, exén 9 y exones 10-15, y exones 2-17 para evaluar el gen completo.

- “Population analysis (LS)”: Es el método recomendado cuando el nimero de
cambios que se espera en las regiones de interés es menor al 40%, de manera que
permite ensayar, en igualdad de condiciones, todas las regiones génicas incluidas en el
kit, sin necesidad de asignar rol de referencia/diana. Es el andlisis seleccionado para el
estudio de genes supresores de tumor, ya que las regiones predefinidas como referencia,
en las neoplasias pueden hallarse alteradas. En el estudio de un tumor como es el
meningioma, en el que son frecuentes las pérdidas alélicas en numerosos loci
cromosomicos, es necesario evitar caer en la asunciéon de normalidad de regiones que
podrian no serlo. Sin embargo, aunque son muy diversas las regiones que presentan
alteraciones en el meningioma, su incidencia suele ser baja, por lo que no se espera en

ninguna de ellas sobrepasar los limites indicados.

De cara a reducir los posibles falsos positivos derivados de los artefactos que pueda
producir el material fijado e incluido en parafina, se rebajé el limite para la
consideracién de la delecién; asi, basandonos en publicaciones previas establecimos los

siguientes limites:

=  X>2 Ganancias alélicas
= (0,3<X< 0,65 Deleciones en heterocigosis

= X<0,3 Deleciones en homocigosis

- “Direct Methylation Status (P)”: Es el método para evaluar el grado de metilacién
de los genes de interés. Compara los picos obtenidos en las muestras normales frente a
su pareja sometida a digestién enzimatica con Hhal. Las regiones no metiladas son
sensibles al enzima de restriccién por lo que no se producira amplicén y no se detectara
pico, mientras que las regiones metiladas sera resistentes a la digestiéon enzimatica y se
producird amplificacién. El cociente entre el pico sometido a digestion y el normal,
proporciona el grado de metilacién de la regién, expresado en porcentaje. Se consideré

que habia hipermetilacién cuando el valor de este cociente era superior al 20% (262),
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Coffalyser MLPA - DAT —

MEQDT-C1 MLPA probemix lot 0808 MOD.txt Library AIMLPA mixes | Raw MLPA data Data fltering Data analysis MLPA Results

FILTERED DATA, BUN NAME [DNA] N NCP LIGOK? MIF DD OK?7(88) DD OK? (96)
{32 MEDDT E1 T 1 1B TearGhs THT T [altd Et] 1 VES Hile oK OF
F798 MEOOTCT AT s GMsTHT bd [ #H i VES e O Ok
SB00 MEODTC1 U116 155" GMSTHT xt oK 4 15 VES Male oK ok
5801 MEDDTCT 11645 GMSTHT oK # 15 VES Female oK ok
5804 MEODTC1 U116 155" GMSTHT bt ok 4 15 VES Female oK ok
Reterence rins G0 5805 MEDDTCT .1 16 A5 GMSTHT oK # 15 YES Female oK ok
Sample runs GG 5805 MEODTC1 U116 155" GMSTHT bt oK E] 15 VES Female oK ok
5807 MEDDTCT 111605 GMS THT oK # 15 VES Female oK ok
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, G810 MEODTC 116155 GMsTHT bt oK 41 15 VES Femalz K oK
New project 05-07-2014 205745 F 8611 MEODTCT 11116 fsa”GhisTHT bt oK # 15 VES Male oK ok
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, G816 MEODTCY .11 6.5 GMsTHT bt Ok El 15 VES Femalz oK oK
Reference nins 8822 MEDDTCT U116 52 GMsTXT txt oK ] 15 VES Male oK ok
Sample runs 3831 MEODTCY 111645 GMSTHT bt oK # 15 VES Male o4 Ok
8833 MEDDTC1 U116 155 GMSTHT txt oK ] 15 VES Male oK ok
3880 MEODTCY 1165 GMSTHT bt oK # 15 VES Female [ Ok
5864 MEODTC1 U116 155" GMSTHT bt oK ] 15 VES Female oK ok
5866 MEDDTCT .1 165 GMSTHT oK # 15 VES Female oK ok
5852 MEODTC1 U110 155 GMSTHT txt oK 4 15 VES Male oK ok

Figura 14. Visor de Coffalyser. Muestra los casos introducidos en un experimento y la valoracién
inicial de la calidad de la MLPA.

2.9 Analisis estadistico

Para valorar el grado de asociaciéon entre las diferentes variables que hemos
estudiado, utilizamos el software SPSS-PASW Statistics (IBM, Madrid, Espaifia). Las
variables cuantitativas continuas en que era posible, fueron categorizadas para este
analisis estadistico; tal fue el caso del indice Ki-67, los valores de MLPA de VNC y del
estado de metilacién. Los analisis desarrollados, en funcion de las variables analizadas,

fueron los siguientes:

- Comparaciones entre una variable categdrica y una variable cuantitativa
continua: se evaluaron las condiciones de normalidad (prueba de Kolmogorov-

Smirnov) y homocedasticidad (prueba de Levene) (figura 15A).

1) Si se cumplian las 2 condiciones, los estadisticos utilizados fueron el test T-
student cuando la variable categdrica tenia 2 valores o ANOVA cuando la variable

categorica tenia mas de 2 valores.

2) Si no se cumplian las 2 condiciones se recurria a estadisticos no paramétricos:
cuando la variable categoérica tenfa 2 categorias, se valor¢ el estadistico U de Mann-

Whitney. Cuando la variable categérica tenfa mas de 2 categorias, la H de Kruskal-Wallis.

- Comparaciones entre variables categodricas: mediante tablas de contingencia se
utilizé el Chi-cuadrado de Pearson. En los casos en que alguna casilla tenia una
frecuencia esperada menor a 5, se utiliz6 el estadistico exacto de Fisher. En los casos en

que la tabla de contingencia era mayor a 2x2 se utilizé la V de Cramer. En los casos en
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que habia un grupo con 1-2 casos frente a 0, no se aceptaron los valores que salian

significativos (figura 15B).

- Curvas de supervivencia: Se utilizaron las curvas de Kaplan-Meier para relacionar
el tiempo en meses hasta la aparicién de recidiva tumoral, con el analisis de VNC de cada

geny el estado de metilacion.

- Coeficiente Kappa de Cohen: se utilizé para determinar la fuerza del acuerdo
entre diferentes técnicas que realizaban una observacién similar; es el caso del estado
del cromosoma 22/NF2 estudiado mediante técnicas citogenéticas y mediante técnicas

moleculares.

Cuantitativa x Cualitativa A

|

Kolmogorov Smirnov (normalidad)
Levene (homogeneidad de varianzas)

P>0,05 P<0,05
Analisis paramétrico Analisis no paramétrico
V V
¢tiene la variable cualitativa ¢tiene la variable cualitativa
mas de 2 categorias? mas de 2 categorias?
No Si No Si
l ! | |
T-Student ANOVA
Mann-Whithney Kruskal-Wallis
Cualitativa x Cualitativa B
\
Tablasde contingencia
— T
Variables Al menos una variable
dicotémicas 2x2 politémica NxY

™~ Tienenlas variablesnz5en "

todas las casillas

— I

No Si |

N !
Fisher Cramer
Chicuadrado

Figura 15. Diagrama de decisiones para el analisis estadistico basico. A: Método de analisis utilizado
en las variables cualitativas. B: Método de analisis utilizado cuando al menos una de las variables era
cuantitativa continua.
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Resultados

Se presentan los resultados obtenidos en 120 muestras tumorales procedentes de
101 pacientes intervenidos quirdrgicamente en el Servicio de Neurocirugia del Hospital
Clinico Universitario de Valencia y diagnosticados como meningiomas en el Servicio de

Anatomia Patoldgica de este hospital.

1 Caracteristicas clinicas

La informacion clinica relativa a los 101 pacientes se recoge en la tabla 7. En ella se
resumen los parametros de sexo, edad, localizacion, didmetro mayor, sintoma de debut
de la enfermedad, subtipo histolégico de meningioma, grado histopatolégico segun los

criterios de la OMS y recidiva cuando la hubo.

Edad y sexo: De los 101 pacientes, 71 fueron mujeres y 30 fueron hombres, lo que
representa un ratio de 2,3:1. En conjunto presentaron una edad media de 58,1+13,4
afios, con una edad maxima de 88 y una minima de 7 afios. La mediana se situé en 60
afios. La media de edad de las mujeres fue de 58,1+10,9 afios, con una maxima de 83
afios y una edad minima de 34, mientras que en los hombres la media fue de 54,8+17,8
afios, con un maximo de 88 y un minimo de 7. Hubo un tnico meningioma “en edad
pediatrica” (7 afios de edad), 6 casos de pacientes por debajo de los 40 afios, 17 de 40-50
afios, 23 de 50-60 afios, 34 de 60-70 y 20 casos en pacientes por encima de los 70 afos

de edad. (figura 16)

Distribucion por Sexos Edad
60

58

56

54 -

52 1

50 -

®Mujeres mHombres

Figura 16. Distribucion de los tumores estudiados en funcién del sexo de los pacientes y en funcién
de la edad media de los mismos, en cada sexo.
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Localizaciéon: 95 de los 101 pacientes incluidos en el estudio presentaron
meningiomas que se situaban en la region encefalica (94,1%); el resto, un total de 6
casos, se localizaron en la region espinal (5,9%). Las localizaciones concretas de los 95
tumores encefalicos se detallan a continuacién:

e Tumores supratentoriales: 63

- Convexidad del cerebro: 47 (figura 17A)

- Frontales: 21 - Temporales: 2
- Parietales: 9 - Fronto-parietales: 3
- Occipitales: 6 - Parieto-temporales: 6

- Regiones parasagitales izquierda y derecha: 13

- Tumores intraventriculares: 3

e Tumores de la base del craneo: 21 (figura 17B)

- Esfenoidales: 11

- Surco olfatorio: 6

- Silla turca (intrasellar, parasellar etc.): 3

- Area petroclival: 1

e Tumores de la fosa posterior: 11 tumores (figura 17B)
- Tentorio: 2

- Angulo pontocerebeloso: 9

Figura 17. Localizacién cerebral de los meningiomas estudiados. A: tumores localizados en la
convexidad: 21 tumores frontales, 9 parietales, 6 occipitales, 3 frontoparietales, 2 temporales y 6
temporoparietales. B: tumores situados en la base del craneo y en la fosa posterior: 11 tumores
esfenoidales, 9 tumores del angulo pontocerebeloso, 6 tumores en el surco olfatorio, 3 en la silla
turca, 2 tentoriales y 1 petroclival. No se representan los tumores parasagitales (n=13),
intraventriculares (n=3) y espinales (n=6). Modificacion de www.anatomyatlases.org.
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Tamafio: El diagnéstico radiolégico mostré tumores cuyo didmetro mayor oscilé
entre 1 y 10 cm; de media el diAmetro mayor fue de 4,3+1,9 cm y la mediana de 4 cm.
Los tumores de la base del craneo fueron los mayores (5,1 cm), seguidos de los

supratentoriales (4,5 cm) y los de la fosa posterior (3,9 cm).

Los tumores espinales, con un tamafio medio de 2cm fueron significativamente mas
pequefios que el resto (p=0,04). El tamafio también mostré diferencias entre los sexos:
los hombres presentaron masas con una media de 5,1+#2,2 cm y las mujeres de 4,0£1,7

cm (p=0,002).

Sintoma inicial: La sintomatologia que gui6 la sospecha diagndstica fue de origen
diverso: la cefalea de larga duracién o intensidad, como sintoma unico, se dio en 18
casos (17,8%), en 8 casos, fue acompafiada de desorientacién temporo-espacial (7,9%) y

en otros 7 se asocié con hipertensiéon endocraneal (6,9%).

Un total de 26 pacientes debutaron con déficits de tipo sensorial (25,7%), como la
pérdida del oido o la alteracién del olfato o el gusto y, con particular presencia,
mostraron afectacién de la capacidad visual (50,0% de ellos). Ocho pacientes debutaron
con sintomas de deficiencia neurolégica (7,9%), tales como falta de sensibilidad,
alteraciones en la memoria, afasia o problemas de coordinacién. Catorce pacientes
presentaron déficits motores, tipo parkinsonismo o pérdida de movilidad de
extremidades (13,9%) y otros 13 presentaron crisis comiciales, ataques epilépticos
ténico-clénicos o crisis de ausencia (12,9%). Por ultimo, 7 tumores se detectaron por
hallazgo casual, como consecuencia del control de otra neoplasia y/o ingresos en

urgencias por otras causas que conllevaron exploracién radiolégica.

Cirugia: Siguiendo la escala de Simpson, la extirpacion de los tumores se estratificé
segin la radicalidad como exéresis completa (grados I y Il de Simpson) y exéresis
subtotal (grados superiores) (31-33). Asi pues, la resecciéon fue completa en 90 casos

(89,1%) y subtotal en 11 casos (10,1%).

Evolucion: De los 101 pacientes cuyos tumores analizamos, tras un seguimiento

minimo de 5 afios, 51 se encuentran libres de enfermedad, 43 pacientes sufrieron
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recidivas tumorales y en 7 casos no se pudo establecer la evolucién por exitus del
paciente, como consecuencia de complicaciones durante la cirugia o por muerte natural

en un periodo de tiempo inferior a 18 meses.

En los 51 pacientes que no sufrieron recidivas tumorales, el periodo de vida libre de
enfermedad medio fue de 7 aflos y 5 meses, con un seguimiento maximo de 19 afios y 9
meses y minimo de 5 afios hasta el alta definitiva, a excepcion de 3 casos en que el alta se
dio a los 19, 20 y 24 meses respectivamente, y que no han sufrido reingresos

posteriores.

En los 43 pacientes que sufrieron recidivas tumorales, el tiempo medio hasta la
primera recidiva fue de 5 aflos y 2 meses, con una desviacién estandar de 3,1 afios. El
periodo maximo hasta la primera recidiva fue de 142 meses (11 afios y 11 meses) en el
caso n? 20 y el minimo fue de 9 meses en el caso n? 25. En conjunto, un 32,9% de los
casos sufri6 recidivas en un periodo inferior a 5 afios; un 40,4%, si consideramos 10
afios de control y el 44,7% de los pacientes sufrieron recidivas cuando el periodo de

control se prolongé mas de 10 afios (figura 18).

| 5afios | | 10arios |
19

§ 18 | 14
Sanos > 3 >
Recidivas
12 31 | +8=38 | +4=42
22 4 | !
3° 1

Figura 18. De los 94 pacientes en que hemos podido establecer la evolucion, 31 sufrieron la primera
recidiva en un periodo inferior a 5 afios, 8 la sufrieron en un periodo de 10 afios y 4 mas después de
10 afios tras el diagnéstico inicial. En todos los casos con mas de una recidiva tumoral, tanto la
primera recidiva como las siguientes se produjeron en un periodo inferior a 5 afios.
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Tabla 7. Caracteristicas clinicas e histopatolégicas

S -
g g g_ g -
s I 3 3% % T E g 3
S £ & & 3 5 GE £ 5 &
1 TP M 56 Fosa olfatoria 5 Cefalea Meningotelial 1 si
2 TP M 68 Frontal 2,8 Crisis comiciales Transicional 1 no
3* TP \Y 34 Frontal 8 Déficit visual Meningotelial 1 si
4 Rect V 50 Parasagital 4,1 Déficit motor Angiomatoso 3 si
5 TP M 51 Parasagital 2,2 Hallazgo casual Fibroblastico 2 no
6 TP M 49 Espinal 3 Déficit motor Transicional 1 no
7 TP M 83 Frontal 3,5 Déficit neurologico Meningotelial 1 ns
8 Rec1 \Y% 70 T-P 1,5  Déficit motor Meningotelial 3 si
9 Rec1 M 68 Parasagital 3 Déficit motor Meningotelial 3 si
10* TP \% 65 Frontal 6,5 Hallazgo casual Meningotelial 2 si
1 TP M 45 Fosa posterior 3,8 Déficit sensitivo Secretor 1 no
12 TP M 57 Frontal 3,8 Hallazgo casual Fibroblastico 1 si
13 TP \% 53 Occipital 7 Déficit motor Meningotelial 2 si
14* TP M 57 Petroclival 4 Cefalea Meningotelial 1 si
15 Rec1 M 65 Sellar 4 Déficit visual Meningotelial 2 si
16 TP \% 79 Parietal 7,5 Crisis comiciales Psamomatoso 1 si
17 TP M 43 Occipital 5,9 Déficit visual Meningotelial 1 si
18 TP M 45 Parasagital 3,5 Hallazgo casual Transicional 2 no
19* TP \ 46 Esfenoidal 5 Crisis comiciales Transicional 3 si
20 Rec1 \% 7 Espinal 1,5  Déficit sensitivo Meningotelial 1 si
21 TP \ 65 Tentorio 5 Déficit visual Fibrobléastico 1 no
22 TP M 67 Tentorio 4 Cefalea Fibroblastico 1 no
23* TP M 64 Fosa olfatoria 6,5 Hallazgo casual Transicional 1 si
24 TP M 74 Frontal 4 Déficit neurologico Transicional 2 no
25 Rec1 M 43 Fosa posterior 1,5 Crisis comiciales Meningotelial 1 si
26 TP M 67 Fosa posterior 5 Déficit motor Transicional 1 no
27 TP \% 54 T-P 8 Cefalea Transicional 2 ns
28 TP M 55 T-P 2,2 Crisis comiciales Transicional 1 no
29~ TP M 49 Frontal 4 Déficit motor Transicional 2 si
30 TP M 46 Fosa posterior Cefalea Fibroblastico 1 no
31 TP M 69 Ventricular 6 Desorientacion Fibroblastico 1 si
32 TP \% 65 Parietal 6,5 Déficit sensitivo Meningotelial 1 no
33 TP M 46 T-P 5 Cefalea Fibroblastico 2 no
3 TP M 45 Frontal 25 Hiertension Fibroblastco 1 no
35 TP \% 73 Parasagital 2 Déficit neurologico Meningotelial 1 no
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36 TP \Y 66 Parietal 5 Déficit motor Meningotelial 2 si
37 TP M 65 Esfenoidal 5 Desorientacion Fibroblastico 1 no
38 TP M 70 Occipital 5,2  Déficit motor Fibroblastico 1 no
39 TP V 66 Esfenoidal 5  Cefalea Meningotelialen —, — ;
placa
40 TP M 70 Parietal 4  Hipertension Angiomatoso 2 i
endocraneal
41 TP M 61 Frontal 3 Desorientacion Fibroblastico 1 no
42 TP M 71 Parietal 2,9 Cefalea Meningotelial 1 no
43 TP M 66 Parasagital 3,5 Cefalea Meningotelial 2 no
44 TP M 53 Occipital 5 Desorientacion Transicional 1 si
45 TP \ 68 Temporal 3 Hipertension Transicional 1 no
endocraneal
46 TP M 72 Espinal 2 Déficit motor Transicional 1 ns
47 TP \Y 79 Temporal 5 Desorientacion Meningotelial 1 no
48 TP M 54 Fosa posterior 3 Cefalea Fibroblastico 1 no
49 TP M 60 T-P 7 Déficit sensitivo Fibroblastico 1 si
50 TP M 66 Parietal 3,7 Hipertension Secretor 1 no
endocraneal
51 TP M 70 F-P 6 Crisis comiciales Meningotelial 1 si
52 TP M 49 Parasagital 5 Déficit sensitivo Psamomatoso 1 no
53 TP M 51 Frontal 2,8 Hallazgo casual Meningotelial 1 no
54 TP M 66 Parasagital 3 Cefalea Meningotelial 1 no
55 TP M 57 T-P 3 Hallazgo casual Atipico 2 no
. . Hipertension - .
56 TP M 55 Parasagital 10 endocraneal Transicional 2 si
57 TP M 63 Parietal 3,2  Déficit sensitivo Meningotelial 1 si
58 Rec2 V 64 Fosa olfatoria 8 Déficit visual Meningotelial 3 si
59 Rec1 M 52 F-P 1 Déficit motor Transicional 1 si
60* TP \% 53 Esfenoidal 7 Déficit visual Atipico 2 si
61 TP M 68 Ventricular 1,3 Crisis comiciales Psamomatoso 1 no
62 TP M 34 Fosa posterior 5 Déficit neurolégico Meningotelial 2 no
63* TP \% 7 Ventricular 3 Cefalea Fibroblastico 1 si
64 TP M 64 Fosa olfatoria 5,6  Déficit visual Psamomatoso 1 ns
65 Recl V 53  Frontal 3,5 Hipertension Meningotelial 3 si
endocraneal
66 TP \Y 40 Parietal 4,5  Crisis comiciales Meningotelial 1 no
67 TP M 44 Espinal 1,6 Cefalea Fibroblastico 1 no
68 TP M 63 Parasagital 3,5 Desorientacion Meningotelial 1 si
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69 TP M 67 Esfenoidal 5 Déficit motor Transicional 1 si
70 TP \Y 28 Frontal 4 Crisis comiciales Psamomatoso 1 no
71 TP M 47 Occipital 5 Cefalea Meningotelial 2 si
72* TP M 66 Occipital 4 Déficit motor Psamomatoso 1 si
73 TP M 65 Frontal 3,9 Cefalea Fibroblastico 2 no
74 TP M 66 Fosa posterior 2,5 Déficit sensitivo Psamomatoso 1 no
75 TP M 51 Parasagital 4,5  Déficit neurologico Meningotelial 1 no
76 TP M 70 Frontal 4 Cefalea Angiomatoso 1 no
77 TP M 71 Frontal 3,8 Crisis comiciales Meningotelial 1 no
78 TP M 59 Frontal 5,3  Crisis comiciales Meningotelial 1 no
79 TP M 56 Parietal 7 Déficit neurolégico Fibroblastico 1 si
80 TP M 71 Frontal 3 Desorientacion Meningotelial 1 no
81** TP \Y 58 Esfenoidal 2 Cefalea Transicional 1 si
82 TP \% 34 Esfenoidal 4,5 Cefalea Transicional 2 si
83 TP M 69 Fosa posterior 4 Cefalea Fibroblastico 1 si
84 TP M 60 Espinal 1,8  Déficit sensitivo Transicional 1 no
85 TP M 36 Espinal 1,5  Déficit neuroldgico Psamomatoso 1 si
86 TP \% 60 Esfenoidal 8 Déficit motor Meningotelial 2 no
87 TP M 41 Frontal 2 Déficit sensitivo Transicional 1 no
88 TPV 29 Esfenoidal g  Hipertension Meningotelial 1 ns
89 TP M 82 Esfenoidal 3 Déficit sensitivo Secretor 1 no
90 TP M 58 Parasagital 4 Déficit sensitivo Transicional 1 ns
91 TP \Y 65 Sellar 2,8  Déficit visual Meningotelial 1 no
92 TP M 73 F-P 6,2 Desorientacion Fibroblastico 1 si
93 TP \% 52 Fosa olfatoria 5,4  Déficit visual Meningotelial 1 no
94 TP M 70 Esfenoidal 3 Déficit visual Transicional 2 no
95 TP M 68 Frontal 4,8 Crisis comiciales Metaplasico 1 no
96 TP M 65 Sellar 2 Déficit sensitivo Meningotelial 1 no
97 TP \ 88 Parasagital 4 Déficit neurologico Transicional 1 ns
98 TP M 72 Fosa posterior 3,6  Déficit sensitivo Meningotelial 1 no
99 TP M 44 Frontal 8 Déficit visual Transicional 1 no
100 TP \Y 53 Esfenoidal 7 Déficit visual Transicional 1 si
101 TP M a7 Fosa olfatoria 8 Déficit visual Meningotelial 1 no

Datos clinicos de los pacientes incluidos en este estudio. M, mujer; F-P, fronto-parietal; TP, tumor
primario; T-P, temporo-parietal; V, varéon; *Caso en el que se estudia el tumor primario y una recidiva;
** Caso en el que se estudia el tumor primario y 2 recidivas; *** Caso en el que se estudia el tumor
primario y 3 recidivas tumorales.
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2 Estudio histopatoldgico

Se ha realizado el estudio histopatolégico en 120 muestras tumorales procedentes de
101 pacientes. Comprenden 92 tumores primarios y 28 recidivas tumorales. Se exponen
a continuacién las caracteristicas histolégicas e histopatolégicas de los meningiomas
primarios y posteriormente, los resultados obtenidos en los tumores recidivados

incluidos en el estudio.

2.1 Histopatologia de los meningiomas primarios

Estudiamos la histopatologia de 92 tumores primarios. Los tipos histoldgicos mas
frecuentes en esta serie fueron el meningotelial con 38 casos (37,6%), el fibroblastico
con 19 casos (18,8%) y el transicional con 25 casos (24,8%). Con una frecuencia mucho
menor, encontramos también 8 meningiomas psamomatosos, 3 angiomatosos, 3
secretores, 2 meningiomas atipicos, 2 meningiomas anapldsicos y 1 meningioma
metaplasico (figura 19). Siguiendo las recomendaciones de la OMS de 2007, los tumores
se clasificaron en meningiomas de grado I, II y III considerando la pérdida del patrén
estructural (sheeting), la prominencia nucleolar, el nimero de mitosis, la presencia de
micronecrosis y la infiltracién del tejido nervioso, ademas del pleomorfismo nuclear y la
hiperplasia vascular, utilizados como criterios menores (figura 20). La distribucién de

muestras qued6 como se describe a continuacion:
- Meningiomas de grado [: 70 tumores primarios (76,1%)
- Meningiomas de grado II: 21 tumores primarios (22,8%)

- Meningioma de grado III: 1 tumor primario (1,1%)

La presencia de un tnico tumor de grado III en la serie de casos analizada nos llevé a
evaluarlo conjuntamente con los tumores de grado I, de manera que en las
comparaciones a lo largo de este trabajo se dispone de un grupo de 70 tumores de grado

I frente a 22 tumores de grados superiores (grados I y III).

De manera global, el nimero de mitosis oscil6 entre 0 y 32 en 20 campos HPF. El

indice mitdtico medio en los meningiomas primarios fue de 2,0+3,7 mitosis/20 HPF. El
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promedio de los valores de Ki-67 medio fue de 1,4+0,6; el promedio de los valores de Ki-

67 maximo fue de 1,7+0,8 (figura 21).

Las caracteristicas clinico-patolégicas de los tumores primarios, en funcién del grado
histolégico, se resumen en la tabla 8. En los 70 meningiomas primarios de grado I, la
edad media al diagnéstico fue de 59,4 afios, el 77,1% de los casos fueron mujeres y el
22,9% hombres. La localizacion mas frecuente fue encefélica, concretamente en la
region frontal. El tamafio medio de los tumores fue 4,2 cm y la histologia mas habitual
fue la meningotelial. El nimero medio de mitosis fue de 1,1 mitosis/20 HPF y el marcaje
de Ki-67 con los distintos métodos de valoracion fue 1,51+0,6 (maximo) y 1,30+0,5

(medio).

En los 22 meningiomas de grados superiores, la edad media de presentaciéon de la
enfermedad fue de 55,7 afios. De ellos, el 59,1% fueron mujeres y el 40,9% hombres. La
localizaciéon mas frecuente fue también la frontal. El didmetro mayor de los tumores fue
de 5,1cm de media, con diferencias significativas entre hombres y mujeres (p=0,018). La
histologia mas frecuente en estos tumores fue la transicional. El indice mitético fue de
5,7 (p=0,013 con respecto a los de grado I). En el meningioma de grado III, el nimero
medio de mitosis fue 4. El indice de Ki-67 fue 2 (maximo) y 1,5 (medio). Las diferencias
entre los grados 1 y superiores, al valorar Ki-67 maximo y medio, fueron significativas

tanto para Ki-67 maximo (p=0,01), como para Ki-67 medio (p=0,012).
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Tabla 8. Resultados clinico-patolégicos en funcién del grado histolégico en meningiomas

primarios

Caracteristica

TP grado | (n=70)

TP grado Il (n=22)

Edad 59,4+14,1 Me 64 55,7+11,3 Me 55

Sexo 54 mujeres/ 16 hombres 13 mujeres/ 9 hombres (1 grado IlI)
Recidivan 18 casos 9 casos

Localizacion

Supratentoriales 42 16

Base del craneo 14 5 (4 grado Il y 1 grado 1lI)
Fosa Posterior 9 1

Espinales 5 0

Tamafrio 4,2+1,8cm Me=4,0 5,1+1,9cm Me=5
Tamafio mujeres 4,1+1,6 4,3+1,9

Tamarfio hombres 4,921 6,2+1,4

Histologia

Meningotelial 26 8

Fibroblastico 16 3

Transicional 16 8 (7 grado Il y 1 grado IlI)
Psamomatoso 8 0

Angiomatoso 1 1

Secretor 3 0

Atipico 0 2

Mitosis 1,1 Me=1,0 5,5 Me=4,0

Ki-67/MIB medio 1,3 1,7

Ki-67/MIB maximo 1,5 2,2

Casos que Recidivan 23 11

Tiempo a recidiva 52,1 meses 55,8 meses

(111, dnico tumor de grado Ill; Me, mediana; n, nimero de casos; TP, tumor primario.
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Figura 19. Morfologia de los principales subtipos histolégicos hallados en la serie de tumores
estudiados (tincion de hematoxilina-eosina). Microfotografias a un aumento de 20X. A: meningioma
meningotelial (caso 36). B: meningioma fibroblastico (caso 12). C: meningioma transicional (caso 44).
D: meningioma psamomatoso (caso 61). E: meningioma angiomatoso (caso 76). F: meningioma
secretor (caso 50).
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Figura 20. Microfotografias de secciones de meningioma tefiidas con hematoxilina-eosina,
representativas de los criterios histopatolégicos utilizados para clasificar las muestras. A:
pleomorfismo nuclear (caso 55, 20X). B: elevado indice mitético (caso 86, 20X). C: incremento en la
celularidad (caso 10, 4X). D: prominencia nucleolar (caso,36, 20X). E: pérdida del patron de
crecimiento (caso 60, 10X). F: focos de necrosis (caso 65, 4X).
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Figura 21. Microfotografias representativas del estudio de marcadores de proliferacion celular. A-B:
mitosis, C-F: Ki-67. A: segunda recidiva de meningioma de células claras grado Il (caso 39). B: tumor
primario de meningioma meningotelial, grado Il (caso 13). C: tumor primario, meningioma
meningotelial grado I, con bajo indice Ki-67 (caso 42). D: tumor primario, meningioma meningotelial
grado | con moderado indice Ki-67 (caso 14). E: tumor primario, meningioma atipico grado Il, con alto
indice Ki-67 (caso 60). F: recidiva 1, meningioma de células claras, grado Il con muy alto indice Ki-67
(caso 60).
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2.2 Histopatologia de los meningiomas recidivados

Estudiamos 28 recidivas tumorales procedentes de 24 pacientes, 10 mujeres y 14
hombres. De ellas, 24 eran primeras recidivas, 3 eran segundas recidivas y 1 fue la
tercera recidiva de un paciente. En 19 casos se incluy6 el tumor primario en la serie de
meningiomas primarios estudiados. En cuanto a la histologia, 13 muestras fueron
meningiomas meningoteliales, 6 tumores transicionales, 3 de células claras, 4
anaplasicos, 1 meningioma fibroblastico y 1 angiomatoso. El estudio de la proliferacion
celular mostré un indice de mitosis medio de 4,7+3,9/20 HPF y un indice de Ki-67 medio

de 1,7+0,7 maximo de 2,3+1,7 de promedio.

La distribucién por grados histopatolégicos en las recidivas fue la siguiente:
- Meningiomas de grado I: 7 recidivas tumorales (25,0%)
- Meningiomas de grado II: 11 recidivas tumorales (39,3%)

- Meningiomas de grado III: 10 recidivas tumorales (35,7%).

Las caracteristicas clinicopatolégicas en funcién del grado histoloégico de las

recidivas analizadas se muestran en la tabla 9.
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Tabla 9. Resultados clinicos y anatomopatolégicos en funcion del grado histolégico en

meningiomas recidivados

Caracteristica Recidivas grado | (n=10) Recidivas grados IlI-lll (n=18)
Edad 52,8+17,5 63,0£3,9
Sexo 5 mujeres / 5 hombres 5 mujeres /13 hombres
Localizacion

Supratentoriales 4 12

Base del craneo 4 6

Fosa Posterior 1 0
Espinales 1 0

Tamafio 3,7£2,0 4,1:1,7
Tamafio mujeres 3,442 .1 4,1+£0,7
Tamario hombres 4,05+1,9 4,1+£2,0
Histologia

Meningotelial 9 11
Fibroblastico 1 0
Transicional 0 2
Angiomatoso 0 1
Anaplasico 0 1
Metaplasico 0 0

células claras 0 3

Mitosis 1,8 Me=2 6,33 Me=6
Ki-67/MIB medio 1,55 1,78
Ki-67/MIB maximo 2 2,39

Me, mediana; n, nUmero de casos.
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3 Estudios citogenéticos
3.1 Cultivo “in vitro”

Un total de 70 tumores procedentes de 63 pacientes se adaptaron a las condiciones
de cultivo “in vitro”. De ellos, 57 eran meningiomas primarios y 13 eran recidivas. Los
cultivos fueron observados a diario y cuando alcanzaron el indice mitdtico adecuado
para realizar el estudio citogenético, se fotografiaron y se sacrificaron para la obtencion
del cariotipo. Cuando el nimero de células lo permitid, se congelaron viales de varios
pases. Los estudios citogenéticos se realizaron en cultivos a corto plazo, entre los 7y 15

dias tras la siembra. La morfologia de las células en cultivo fue variada. La figura 22

muestra la morfologia de las células en algunos casos representativos.

Figura 22. Microfotografias de meningiomas adaptados a las condiciones de cultivo “in vitro” (20x). A:
meningioma sincitial, con células de morfologia fusocelular. B: meningioma transicional con patrén de
crecimiento pseudo-epitelial. C: meningioma psamomatoso con células estrelladas, con
prolongaciones. D: meningioma secretor con células fusiformes densas, oscuras. Notese la actividad
mitética, sefialada con flechas.
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3.2 Cariotipo

En los cariotipos obtenidos de los 70 tumores que se adaptaron al cultivo “in vitro”, el
numero modal varié entre 41 y 46 cromosomas, que supuso un rango hipodiploide en
31 casos, pseudodiploide en 5 casos y diploide en 34 casos. De los 70 meningiomas
estudiados citogenéticamente, 32 no presentaron alteraciones (45,7%), 19 presentaron
alteraciones numéricas exclusivamente (27,1%), 2 tumores mostraron alteraciones
estructurales unicamente (2,9%) y 17 presentaron ambos tipos de alteraciones,

numéricas y estructurales (24,3%).

Los cariotipos se formularon siguiendo las recomendaciones de la ISCN de 2009 (282),
La figura 23 refleja el grado de afectaciéon de cada uno de los cromosomas en los

meningiomas estudiados.

N casos

30

25

20

1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 sex
Cromosomas afectados

Figura 23. Relacién entre el numero total de casos con alteraciones cromosémicas clonales con
respecto a cada uno de los cromosomas. Obsérvese que los cromosomas mas afectados son el 22,
el 1, el 14 y los cromosomas sexuales. Sex, gonosomas.
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3.3 Anomalias cromosémicas en meningiomas primarios

En conjunto, en el estudio citogenético de los meningiomas primarios (n=57)
encontramos 25 casos que no presentaron alteraciones en el cariotipo (43,9%), 18
tumores mostraron alteraciones exclusivamente numéricas (31,6%), 2 casos
presentaron Unicamente alteraciones estructurales (3,5%), y 12 casos presentaron
ambos tipos de alteraciones (21,0%) (figura 24). Las férmulas cromosdémicas se

muestran en la tabla 10.

Las alteraciones numeéricas halladas afectaron, en 23 casos al cromosoma 22
(40,4%), en 7 casos a los cromosomas sexuales (12,3%), en 4 casos al cromosoma 14
(7,0%) y en casos unicos a los cromosomas 6, 7, 10, 15, 17, 18 y 19. Un caso mostré
metafases tetraploides (caso 37) y 2 casos fueron poliploides (casos 89 y 91). En 3 casos
se observaron cromosomas marcadores de origen desconocido (casos 21, 27 y 88)

(figura 25A).

Las alteraciones estructurales de estos tumores afectaron al cromosoma 1 en 10
casos (17,5%), en 3 casos al cromosoma 14 (5,3%), en 2 casos a los cromosomas 4, 7, 18
6 22 (3,5%), y en un solo caso a los cromosomas 3, 6, 8, 11, 13, 17 y 21 (figura 25B).
Cabe destacar que un caso presentd amplificacion génica en forma de dobles minutes

(caso 28).

100%

80%

60%

40% - mGradol

Grado II-ll
20% - —

o | | '

Sin alteraciéon  Alteraciones  Alteraciones  Alteraciones
numéricas estructurales  numéricasy
estructurales

Figura 24. Distribucién de los distintos tipos de alteraciones detectadas en meningiomas primarios en
los diferentes grados histologicos.
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Figura 25. |deograma que muestra las alteraciones cromosémicas clonales halladas en los
meningiomas primarios analizados, variacion de Barsh et al. ®. A: alteraciones numéricas. Las
lineas rojas sefalan las pérdidas de cromosomas enteros y la linea verde la Unica ganancia hallada.
B: alteraciones estructurales. Los circulos rojos sefialan los puntos de rotura. No se representan los
cromosomas especiales detectados ni las alteraciones de la ploidia.
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Tabla 10. Férmulas cromosémicas de los 57 meningiomas primarios analizados

N Caso Grado Formula

1 1 1 46,XX/ inestabilidad

2 2 1 46,XX

3 3 1 46,X,-Y,+C

4 5 2 43,X,-X,del(1)(p?),-10,-22

5 6 1 45,XX,-22

6 10* 2 46,XY/ inestabilidad

7 13+ 2 46,XY

8 17 1 45,XX,-22/46,XX ,tas(13;21)/46,XX inestabilidad

9 18 2 46,XX

10 19* 3 46,XY

11 21 1 46,XY,der(4)t(4;6)(p16;p21),-14,der(17)t(17;17)(p11;911-922),del(22)
(913),+mar/ 46,XY

12 22 1 46,XX

13 24 2 45,XX,del(1)(p13),-22

14 26 1 46,XX

15 27 2 44 XY ,del(1)(p21),-14,-18,-22,+1microcromosoma

16 28 1 46,XX, dmin / inestabilidad

17 29 2 43,X,-X,-15,-22

18 31 1 46,XX

19 32 1 46,XY

20 33 2 45,XX,del(1)(p32),del(4)(q25),1(8;11)(924;921),t(14;22),(932;912),-22

21 37 1 46,XX/ tetraploide / inestabilidad

22 40 2 46,XX,del(14)(q22)/46,XX

23 41 1 46,XX

24 42 1 46,X,-X,+1q,-22

25 43 2 46,XX/ inestabilidad

26 44 1 44 XX,-7,der(14)t(7;14)(p11;911),-17,der(18)t(7;18)(q11;923)

27 45 1 46,XY

28 46 1 44 X,-X,-22

29 48 1 45,XX,-22/ inestabilidad

30 49 1 46,XX

31 50 1 46,XX

32 52 1 45,XX,-22

33 53 1 46,XX

34 54 1 46,XX,der(1)t(1;3)(p32;p21),der(3)t(3;7)(p13;q911),der(7)t(7;?)(q11;7?)

35 56* 2 46,XX

36 57 1 46,XX
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N Caso Grado Formula

37 61 1 45,XX,-22

38 62 2 44,XX,-19,-22

39 64 1 46,XX

40 71 2 43,X,-X,-14,-22

41 74 1 45,XX,-22

42 81 1 45,XY,-22/ inestabilidad
43 82 2 46,XY,-14,+mar

44 83 1 44 ,X,-X,-22/46,XX

45 84 1 46,XX

46 86 2 45,XY,del(1)(p?),-18p,-22
47 87 1 45,XX,-22/ inestabilidad
48 88 1 46,XY,-22,+mar

49 89 1 46,XX/ inestabilidad/ poliploide
50 91 1 44 ,X,-Y,-22/poliploide
51 92 1 45,XX,del(1)(p?),-22

52 95 1 46,XX/ inestabilidad

53 96 1 46,XX

54 97 1 45,XX,del(1)(p?),-22

55 98 1 46,XX

56 99 1 45,XX,del(1)(p?),-22

57 101 1 46,XX

Se sefialan con asterisco (*) los casos cuyas recidivas tumorales fueron estudiadas; el nimero de
asteriscos representa el nimero de recidivas analizadas. N, nimero de caso con estudio citogenético;

dmin, dobles minutes; mar, cromosoma marcador; tas, asociacion telomérica.

3.3.1 Implicacion de las alteraciones cromosomicas en funciéon del grado

histolégico en meningiomas primarios

A continuacién se resumen las alteraciones citogenéticas numéricas y estructurales

en los 57 meningiomas primarios estudiados, segun el grado histolégico (tabla 11). La

proporcion de casos con cariotipos normales, con manifestaciones de inestabilidad, o

con alteraciones en los cromosomas sexuales, fue similar en los meningiomas de grado [

y en los de grados superiores analizados. La alteracién del cromosoma 22 fue la mas

frecuente en ambos grupos y proxima al 50% de los casos. La monosomia total o parcial

del cromosoma 14 fue superior en los tumores primarios de grado II (p=0,015). Las

alteraciones que afectaban al cromosoma 1 fueron también superiores en los
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meningiomas de grado II, sin alcanzar significacién estadistica (p=0,06). La presencia de
alteraciones en otros cromosomas fue relativamente mayor en los meningiomas

primarios de grado 1], si bien esta diferencia tampoco fue significativa (figura 26).

Cuando agrupamos los tumores en casos con 1) cariotipos normales o pérdidas en el
cromosoma 22, 2) tumores con alteraciones del cromosoma 1 o el 14, y 3) tumores con
otras alteraciones, encontramos diferencias significativas en el grupo 2, ya que eran mas
frecuentes en los tumores de grado II (p=0,005). Cabe mencionar que la alteracién
simultdnea de los cromosomas 1y 14 se dio inicamente en 2 tumores de grado II. Los
tumores con cariotipos normales o alteraciones del cromosoma 22 fueron 1,7 veces mas
frecuentes en los meningiomas de grado I, (63,4% vs 37,5%) si bien esta diferencia no

fue significativa (p=0,076). A la luz de estos resultados, podemos concluir que:

- Los tumores primarios de grado I presentaron mas frecuentemente cariotipos
normales o cariotipos con alteraciones numéricas Unicamente (habitualmente, la
pérdida de un cromosoma 22); de hecho, solo un meningioma primario de grado I

presento exclusivamente alteraciones estructurales (caso 54).

- Los meningiomas primarios de grados superiores presentaron con mayor
frecuencia la coexistencia de alteraciones numéricas y estructurales que las alteraciones

de un tipo u otro aisladas (figura 25).
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Tabla 11. Alteraciones citogenéticas en los meningiomas primarios analizados, en funcién del
grado histolégico que mostraban los tumores

N=57 TP grado | TP grado Il Total TP
Normal 19 46,3% 6 37,5% 25
Alteracion #22 17 41,5% 8 50,0% 25
Alteracion #1 4 9,8% 5 31,3% 9
Alteracion #14 2 4,9% 5 31,3% 7
Otras alteraciones 10 24,4% 7 43,8% 17
Inestabilidad 12 29,3% 4 25,0% 16
Alteracion #sexuales 5 12,2% 3 18,8% 8

#, cromosoma; TP, tumores primarios. Se sefialan en negrita las diferencias estadisticamente
significativas.

100%

80%

60%

40%

BTP grado |

20% TP grado Il

0%

Figura 26. Distribucion de las alteraciones citogenéticas en los meningiomas primarios de grado | y II.
¥ diferencia proxima a la significacion estadistica; *, diferencia estadisticamente significativa; #,
cromosoma; TP, tumor primario.
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3.4 Anomalias cromos6micas en meningiomas recidivados

En las recidivas de meningioma (n=13) encontramos las siguientes alteraciones
numéricas: 6 casos con pérdidas de un cromosoma 22 (46,2%), 4 casos con monosomia
del 14 (30,7%), 3 casos con pérdidas de uno de los cromosomas sexuales (23,1%), 2
casos perdieron un cromosoma 10 y otros 2 casos, un cromosoma 18 (15,4%) y, por
ultimo, de manera Unica, se vieron afectados los cromosomas 5, 6, 9, 12 y 16 (7,7%)
(figura 27A). Ademads, cabe mencionar que una de las recidivas mostré metafases
triploides y tetraploides, un cromosoma marcador y uno en anillo (tercera recidiva del
caso 13). Las alteraciones estructurales en las recidivas tumorales afectaron al
cromosoma 1 en 3 casos (23,1%), al cromosoma 14 en 3 casos (23,1%), al cromosoma 7
en 2 casos, en un solo caso al cromosoma 6 y, en otro caso, al cromosoma 22 (figura

27B). Las férmulas cromosémicas se muestran en la tabla 12.

Entre estos meningiomas recidivados, hallamos: 5 casos que no presentaron ninguna
alteracion en el cariotipo (38,5%), 3 casos con alteraciones exclusivamente numéricas

(23,1%) y 5 con alteraciones numéricas y estructurales (38,5%).

Es interesante sefialar que las recidivas de grado I presentaron cariotipos normales o
exclusivamente anomalias numéricas, mientras que las de grado II y III mostraron
anomalias numéricas y estructurales simultaneamente. Ninguna recidiva mostré sélo

alteraciones estructurales (figura 28).

108



Resultados

n|

3]
)

-

[ MR
RL R

il i EE

N
=

-
4

oy [ ]

| -— - —1

: = E ﬂ i

- - e B
186 17 21 22 Y

Figura 27. |deograma que muestra las alteraciones cromosomicas clonales en recidivas de
meningioma, variacion de Barsh et al. ?®%. A: alteraciones numéricas. Las lineas rojas sefialan las
pérdidas de cromosomas enteros. B: alteraciones estructurales. Los circulos rojos sefialan los puntos
de rotura. No se representan los cromosomas especiales detectados ni las alteraciones de la ploidia.
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Figura 28. Tipos de alteraciones cromosomicas detectadas en meningiomas recidivados en funcién
del grado histologico.

Tabla 12. Férmulas cromosémicas en los meningiomas recidivados

N Caso Grado Formula

R1 4 3 46,XY

R2 8 3 44 X,-Y,-22

R3 9 3 43,XX,der(1)t(1;14)(p11;q11),-6,der(7)t(7;?)(p11;?),-14,-22

R4 10 3 44 ,X,-Y ,del(2)(p24933),-22

R5 13 2 46,XY

R6 13 3 46,XY/ inestabilidad
41,XY t(1;14)(p11;p13),-5,+dic(6;?)(922;?),del(7)(p11),-9,-10,-12,-16,-18,

R7 13 3 tas(14;22)(p13;913),+r,+mar/ triploide -tetraploide; roturas, inestabilidad
dmin

R8 15 2 45 XX,-14,Dg+

R9 19 3 42,XY,der(1)t(1;14)(p11;911),-10,-14,-18,-22/46, XY

R10 23 1 45,XX,-22/46,XX

R11 25 1 46,XX

R12 56 2 43,X,-X,-14,-22

R13 59 1 46,XX

R, recidiva; dmin, dobles minutes; mar, cromosoma marcador; r, cromosoma en anillo.
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3.4.1 Implicacion de las alteraciones cromosdmicas en funcion del grado

histolégico en recidivas de meningioma

En la tabla 13 se recogen las alteraciones citogenéticas detectadas en las 13 recidivas
de meningioma estudiados. En este subgrupo el tamafio de la muestra limita el analisis
estadistico, de manera que Unicamente encontramos que alteraciones en cromosomas
distintos al 1, al 14 y al 22 son mas frecuentes en las recidivas de grados superiores
(p=0,033). No obstante a la luz de los resultados, las recidivas que mantienen el grado I
de agresividad suelen tener cariotipos normales o solo alteraciones del cromosoma 22,
mientras que las demas alteraciones citogenéticas son mas patentes en las recidivas de

grados superiores (figura 29).

Tabla 13. Alteraciones citogenéticas en meningiomas recidivados en funciéon del grado
histolégico

N=41 Rec grado | Rec grado I-llI Total
Normal 2 66,7% 3 30,0% 5
Alteracion #22 1 33,3% 6 60,0% 7
Alteracion #1 0 0,0% 3 30,0% 3
Alteracion #14 0 0,0% 5 50,0% 5
Otras alteraciones 0 0,0% 7 70,0% 7
Inestabilidad 0 0,0% 2 20,0% 2
Alteracion #sexuales 0 0,0% 3 30,0% 3

#, cromosoma; Rec, recidiva.
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Figura 29. Distribucion de las alteraciones citogenéticas en las recidivas de grado | y II-lIl. *,

diferencias estadisticamente significativas; #, cromosoma; Rec, recidiva.

3.5 Otras alteraciones citogenéticas encontradas

En 13 casos (11 meningiomas primarios y 2 recidivas) hallamos metafases con
inestabilidad cromosémica en forma de alteraciones citogenéticas no clonales. De ellos,
5 casos mostraron cariotipos principalmente normales (tumores primarios de los casos
1, 10, 43, 95 y primera recidiva del caso 13) y 3 mostraron alteraciones clonales que
afectaban al cromosoma 22 (casos 48, 81 y 87). También detectamos amplificacién, en
forma de dobles minutes (casos 13 y 28), cariotipo tetraploide (caso 37) o cariotipo
poliploide (caso 89). Por ultimo, hallamos inestabilidad cromosémica que produjo
mosaicismo de cariotipos mas complejos (caso 17 y en la tercera recidiva del caso 13).
La inestabilidad cromosémica fue mas frecuente en hombres (50,0%) que en mujeres

(20,9%).

Las alteraciones no clonales halladas supusieron ganancia de cromosomas enteros
(cromosomas 2, 3, 9 y 10), trisomias parciales (cromosomas 1y 17), pérdidas aleatorias
de cromosomas, roturas y reestructuraciones. Los reordenamientos mas prevalentes
fueron las asociaciones teloméricas que con frecuencia implicaron a cromosomas

acrocéntricos (tabla 14).
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Tabla 14. Inestabilidad cromosémica detectada en las muestras analizadas

N Caso Foérmula Cromosémica

P1 1 46,XX/45,XX,-7[2])/47 ,XX,+10[1]/45,XX tas [1]

P6 10 46,XY/pérdidas y alteraciones aleatorias

P8 17 45,XX,-22/46,XX tas(13;21)/46,XX,break 9q [1],+ microcromosoma [1]

P16 28 46,XX/46,XX,tas(11 ;19)('q2f5;q13)[1]/46,.XX,tas(1 3;21)(q34;p13)l [1)/ 46,XX, tas
(14;12)(p13;913) [1] /+pérdida y alteraciones aleatorias [3]; dmin [3]

P21 37 46,XX/pérdidas y alteraciones aleatorias [3]; tetraploide [2]

P25 43 46,XX/pérdidas y alteraciones aleatorias [3]

P29 48 45,XX,-22/ 46,XX,tas(13;19)(p13;q13) [1]/46,XX,tas(2;22)(q37;913) [1]

P42 81 45,XY,-22/46,XY ,tas[1],46,XY,puv [1]

P47 87 45,XX,-22 146,XXtas[1],46,XX,end [1]

P49 89 46,XX/poliploidia [2]/trisomia [11/47 ,XX,+9 [1]

P52 95 46 XX/48,XX,+2,+3 [1]/47 XX, +1p,+17p,+mar [1]

R6 13 46,XY/pérdidas y alteraciones aleatorias

R7 13 41,XY 1(1;14)(p11;p13),-5,+dic(6;?)(q22;7?),del(7)(p11),-9,-10,-12,-16,,-

18,tas(14;22)(p13;913),+r,+mar [18]/ triploide-tetraploide [8];breaks [2];dmin [2]

end, endoreduplicacion; dmin, dobles minutes; mar, cromosoma marcador; r, cromosoma en anillo; R,
recidiva tumoral; tas, asociacion telomérica; P, tumor primario; puv, pulverizacién; [n], nimero de
metafases en el cariotipo sefialado.

Algunos cariotipos representativos de las alteraciones halladas en meningiomas

primarios y recidivas se muestran en las figuras 30 a 35. Se incluyen cariotipos con

anomalias representativas en meningiomas primarios de grado I (figuras 30 y 31), grado

II (figuras 32 y 33) y en recidivas de meningiomas (figuras 34 y 35).
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Figura 30. Cariotipo de un meningioma primario de grado | (caso 52), con una Unica alteracion
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Figura 31. Cariotipo de un meningioma primario de grado | (caso 21) con multiples alteraciones
cromosoémicas. Formula: 46,XY,der(4)t(4;6)(p16;p21),-14,der(17)t(17;17) (p11; q11-g22),del(22)(q13),

+mar.
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Figura 32. Cariotipo correspondiente a un meningioma primario grado Il (caso 24) con pérdida de un
cromosoma 22 y delecion parcial del cromosoma 1. Férmula 45,XX,del(1)(p13),-22.
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Figura 33. Cariotipo de un meningioma primario grado Il (caso 27). Formula 44,XY,del(1)(p21),-14,-
18,-22,+1microcromosoma.
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Figura_34. Cariotipo de células procedentes de una recidiva de meningioma, grado Il (caso 19). El
cariotipo muestra afectaciéon de los cromosomas mas relacionados con la agresividad de los
meningiomas. Férmula 42,XY,der(1)t(1;14)(p11;911),-10,-14,-18,-22.
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Figura 35. Cariotipo de células procedentes de una recidiva de meningioma, grado Il (caso 13) con
cariotipo complejo: incluye un cromosoma de origen desconocido (mar) y un cromosoma en anillo.
Formula 41,XY,t(1;14)(p11;p13),-5,+dic(6;?) (q22;7?),del(7)(p11),-9,-10,-12,-14,-16,-18,tas(14;22) (p13;
p13),+r,+mar.
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4 Estudios citogenéticos: hibridacion “in situ” de fluorescencia

Un total de 70 muestras se analizaron mediante hibridacion “in situ” fluorescente de
sondas especificas de locus en los cromosomas 1, 14 y 22, sobre micromatrices tisulares.
Del conjunto de muestras estudiadas, 61 fueron meningiomas primarios y 9 fueron
recidivas tumorales. De ellas, en 50 casos encontramos alteraciones que afectaban a los
cromosomas 22 y/o 1 y/o 14 mientras que 20 no presentaron alteraciéon en ninguno de

los tres cromosomas estudiados (figura 36). En conjunto detectamos:

Deleciones en 22q: 40 casos (57,1%)

- Deleciones en 1p: 23 casos (32,9%)

- Deleciones en 14q: 20 casos (28,5%)

Figura 36. Hibridacion “in situ” de fluorescencia en nucleos en interfase en los TMAs estudiados. A:
se observa la ausencia de una sefial en la mayoria de nucleos (monosomia del cromosoma 22, en
verde). B: se observa la delecion del brazo corto del cromosoma 1 (en rojo el locus 1p36, en verde el
locus 1925). C y D muestran el locus 14932 en verde y el locus de control (11g13) en rojo. C: caso
con dotacién normal para el cromosoma 14. D: Se aprecia la ausencia de sefales verdes, lo que
sugiere monosomia 14 (Imagenes a 100x).
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4.1 Resultados de iFISH en meningiomas primarios

De los meningiomas primarios analizados (n=61), mostraron pérdidas en el
cromosoma 22, 34 casos (55,7%), pérdidas en 1p36, 19 casos (31,1%) y pérdidas en
14932, 14 casos (22,9%). Un 19 casos no presentaron alteracién en ninguno de los
cromosomas estudiados (31,1%). Los resultados de los estudios de iFISH se recogen en

la tabla 15.

Tabla 15. Detalle de las alteraciones halladas por iFISH en meningiomas primarios

N Caso Grado #22q11.2 #1p36 #1432
1 1 1 normal 1p- normal
2 2 1 normal normal normal
3 3 1 normal normal normal
4 5 2 229- 1p- normal
5 7 1 normal normal normal
6 11 1 normal 1p- normal
7 12 1 22g- normal 14q9-

8 16 1 229- normal normal
9 19 3 229- 1p- 14¢0-
10 30 1 normal 1p- normal
11 32 1 normal normal normal
12 34 1 22g- normal normal
13 35 1 22q- normal 14qg-
14 36 2 22q- 1p- 149-
15 38 1 229- normal normal
16 39* 2 normal 1p- 149-
17 40 2 normal normal 149-
18 42 1 229- normal normal
19 43 2 normal normal normal
20 44 1 normal normal normal
21 45 1 normal normal normal
22 47 1 229- 1p- normal
23 50 1 normal normal normal
24 51 1 229- 1p- 14q-
25 53 1 normal normal normal
26 55 2 22g- normal 14q9-
27 61 1 22g- normal normal
28 63 1 229- normal normal
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N Caso Grado #22qg11.2 #1p36 #1432
29 66 1 22q- 1p- 14g-
30 67 1 22g- normal normal
31 68 1 22g- normal normal
32 69 1 normal normal normal
33 70 1 22g- normal normal
34 71 2 22g- normal 14q9-
35 73 2 normal normal normal
36 74 1 22g- normal normal
37 75 1 229- normal normal
38 76 1 normal normal normal
39 77 1 22g- normal 149-
40 78 1 22g- normal 149-
41 79 1 22g- 1p- normal
42 80 1 normal 1p- normal
43 81* 1 22g- 1p- normal
44 82 2 normal normal 149-
45 84 1 normal normal normal
46 85 1 229- normal normal
47 86 2 22g- 1p- normal
48 87 1 22g- normal normal
49 88 1 22g- normal normal
50 89 1 normal 1p- normal
51 90 1 22q- 1p- 14q-
52 91 1 229- normal normal
53 92 1 22q- 1p- normal
54 93 1 normal normal normal
55 94 2 normal normal normal
56 95 1 normal normal normal
57 96 1 normal normal normal
58 97 1 22g- 1p- normal
59 98 1 normal normal normal
60 99 1 22q- 1p- normal
61 101 1 normal normal normal

Se sefalan con asterisco (*) los casos cuyas recidivas tumorales fueron estudiadas; el nimero de
asteriscos representa el nimero de recidivas.
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La distribucion de las alteraciones en funciéon del grado histolégico en estos

meningiomas primarios fue la siguiente:

- Los tumores primarios de grado I (n=49) presentaron pérdidas de material en 22q
en 28 casos (57,1%), 14 casos presentaron pérdidas en 1p (28,6%) y 7 presentaron
pérdidas en 14q (14,3%). Por ultimo, 16 casos no mostraron alteraciones en ninguna de

las regiones estudiadas (32,7%).

- Los tumores primarios de grado II (n= 12) mostraron pérdidas en 22q en 6 casos
(50,0%), en 1p-, en 5 casos (41,7%) y en 14q, en 7 casos (58,3%). Hubo 3 casos sin

alteraciones en estas regiones (25,0%).

La alteracién del cromosoma 14 fue la Uinica que se asoci6 significativamente con el
grado histoldgico, alterado sélo en un 14,3%-de los meningiomas primarios de grado I,

frente a un 58,3% de los de grado II (p=0,003) (figura 37A).

4.2 Resultados de iFISH en meningiomas recidivados

En las recidivas tumorales estudiadas por iFISH (n=9), hallamos pérdidas en 22q en
8 casos (88,9%), pérdidas en 1p en 4 casos (44,4%) y pérdidas en 14q en 4 casos
(44,4%) (tabla 16).

Las alteraciones en funcién del grado histolégico fueron:

- Recidivas de grado I (n=3): 2 casos mostraron pérdidas en 22q (33,3%), 2 casos
mostraron pérdidas en 1p (33,3%). Cabe sefialar que un caso no presenté alteraciones

en ninguno de los cromosomas analizados.

- Recidivas de grados superiores (n=6): todos los casos presentaron pérdidas en los

cromosomas 22 y 14 (100%), y 4 casos mostraron pérdidas en 1p (66,7%).

La alteracién del cromosoma 14 fue la tinica que se asoci6 significativamente con el
grado histoldgico, al mostrarse alterado en todas las recidivas de grados Il y Il y en

ninguna de las de grado I (p=0,012) (figura 37B).
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Tabla 16. Detalle de las alteraciones cromosémicas detectadas por iFISH en los meningiomas
recidivados analizados

N Caso Grado #22q11,2 #1p36 #14932
1 17 (rec 1) 1 22g- 1p- normal
2 20 (rec 1) 1 normal normal normal
3 29 (rec 1) 3 22g- normal 14g-
4 39* (rec 1) 2 22g- 1p- 14q9-
5 39* (rec 2) 2 229- 1p- 14g-
6 56 (rec 1) 2 22g- 1p- 149-
7 58 (rec 1) 3 22g- 1p- 149-
8 65 (rec 1) 3 22g- normal 14g-
9 81* (rec 1) 1 229- 1p- normal

*

rec 1, primera recidiva; rec 2, segunda recidiva;
estudiados por iFISH

, recidivas cuyos tumores primarios han sido
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Figura 37. Porcentaje de alteraciones detectadas en los cromosomas 1, 14 y 22 mediante sondas de
FISH. A-B: alteraciones en meningiomas en funciéon del grado histolégico. A: tumores primarios B:
recidivas. C: alteraciones en tumores primarios frente a recidivas tumorales. Rec, recidiva; TP, tumor
primario; *diferencias estadisticamente significativa (p<0,05).
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5 Estudios moleculares: amplificacion de sondas multiples
dependiente de ligacion (Multiplex Ligation-dependent Probe

Amplification: MLPA)

5.1 Estado alélico del gen NF2 mediante MLPA

El analisis de NF2 mediante MLPA posibilita el estudio simultaneo de los 17 exones
del gen; asi, esta técnica proporciona informacién sobre el estado alélico global del gen
y, ademas, informacién concreta de las regiones que codifican los diferentes dominios de
la proteina merlin. Para ello, en el estudio de NFZ agrupamos las 2 regiones codificantes
principales, para establecer las deleciones que afectaban al gen completo (delecién
total) y las que lo afectaban parcialmente: al dominio de homologia a las proteinas 4.1
(exones 2 a 8) o a la la region codificante del dominio a-hélice de la proteina (exones 10
a 15). De los 106 tumores analizados, el 65,1% presenté algin tipo de alteracién en NF2;
el 40,6% de las muestras presento6 deleciones totales y el 24,5%, deleciones parciales. De
ellos, 85 eran meningiomas primarios y 21 eran recidivas tumorales. Los resultados en

cada grupo se detallan a continuacion.

Se obtuvieron 4 tipos de perfiles de picos al relativizar frente a los controles, en
funcidn de si el gen estaba intacto, si hubo delecién total, o si hubo delecién parcial que
afectara a la porciéon amino-terminal o a la carboxi-terminal. Estos perfiles se muestran
en la figura 38, en casos representativos; se observa el patron de picos en cada exdén de
NF2 proporcionado con el analisis del software Coffalyser. Los resultados en el conjunto

de muestras analizadas se recogen en la tabla 17.
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Figura 38. Se muestran los perfiles-tipo hallados en la serie de casos estudiados. A. Estado alélico
normal del gen NF2 en todos sus exones (caso 53). B, Estado alélico de delecién total en
heterocigosis del gen NF2 (caso 6). C, Estado alélico de delecion parcial, que afecta a la parte
terminal del gen, a partir del ex6n 8 (caso 86). D. Estado alélico de delecion parcial, que afecta a la
parte inicial del gen NF2 (caso 16). El exon 1 se presentd en la mayoria de los casos intacto. Las
barras azules corresponden a valores relativos de normalidad; las barras rojas corresponden a
sefiales relativas de delecion. La linea discontinua sefiala el limite de la normalidad situado en 0,7
unidades relativas.
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5.1.1 Analisis del gen NF2 mediante MLPA en meningiomas primarios

En los tumores primarios (n= 85) encontramos el gen NFZ en su estado alélico
normal en 33 casos (38,8%), mientras que 52 casos mostraron deleciones en
heterocigosis en este gen (61,2%). En ningin caso se detectaron pérdidas en

homocigosis.

Al estudiar en detalle los distintos dominios de NF2 por MLPA, hallamos que en los
casos que mostraron delecién (n=52), ésta afectaba en 31 casos al gen completo (59,6%)
y en 21 casos a una porcién del gen (40,4%). Las deleciones parciales afectaron a la
region de homologia a proteinas 4.1 en 16 casos (76,2%) y al dominio a-hélice en 5

casos (23,8%).

Si se considera el grado histolégico de los meningiomas primarios con respecto al
estado alélico del gen NF2, de 64 meningiomas de grado I, 27 presentaban NF2 normal
(42,2%) y 37 presentaban deleciones totales o parciales (57,8%). En los 21
meningiomas de grado II-IIl estudiados, 6 conservaban las 2 copias de NFZ2 intactas

(28,6%) y 15 portaban deleciones (71,4%) (tabla 18).

Tabla 18. Distribucién en funcion del grado, del estado alélico del gen NF2 estudiado mediante
MLPA en meningiomas primarios

N NF2 delecionado Delecion total Delecién parcial
Grado | 64 37 (57,8%) 22 (59,5%) 15 (40,%)
Grado Il 20 14 (70,0%) 8 (57,1%) 6 (42,9%)
Grado I 1 1 1 0

A la vista de estos resultados se extrae que mas de la mitad de los casos presentaron
alteraciones en NF2, si bien la afectacion del gen fue mayor, aunque no
significativamente, en los tumores de grados superiores (70,0%) que en los de grado I
(57,1%) (figura 39A). En los casos con deleciones en NFZ2, la distribucién del tipo de
delecion que presentaban los tumores de grado I (figura 39B) y los tumores de grados II

y III (figura 39C) fue similar también.
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Figura 39. Estado del gen NF2 en los meningiomas primarios. A: Presencia de deleciones en NF2 en
funcién del grado histolégico. B-C: Los diagramas circulares expresan las proporciones relativas de
los diferentes tipos de alteraciéon detectados por MLPA en los tumores que presentaron delecion. B:
Meningiomas primarios grado |. C: Meningiomas primarios grado II-l1I.

5.1.2 Analisis del gen NF2 mediante MLPA en meningiomas recidivados

En las 21 recidivas tumorales que se incluyen en este estudio, encontramos el gen
NF2 normal en 4 casos (19,1%), y delecionado en heterocigosis en 17 casos (80,9%). No
se detectaron deleciones homocigoticas en los meningiomas recidivados. Las deleciones
afectaban a todos los exones del gen, en 12 de los 17 casos (70,6%) y fueron deleciones

parciales del dominio de homologia a proteinas 4.1 en 5 casos (29,4%).

La delecion en NF2 se relaciond con el grado histolégico, siendo mas patente en las
recidivas de grado Il y III (p=0,032). La distribucidon de las alteraciones en NFZ en
funcién del grado histolégico en los meningiomas recidivados se recoge en la tabla 19, y
las proporciones relativas de cada uno de los tipos de delecién hallados se muestran en

la figura 40.

Tabla 19. Distribucién en funcion del grado del estado alélico del gen NF2 estudiado mediante
MLPA en recidivas de meningioma.

N NF2 delecionado Delecion Total Delecion Parcial
Grado | 6 3(50,0%) 3(100,0%) 0
Grado Il 5 4 (80,0%) 2 (50,0%) 2(50,0%)
Grado Il 10 10 (100%) 7 (70,0%) 3(30,0%)
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Meningiomas recidivados
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Figura 40. Estado del gen NF2 en los meningiomas recidivados. A: Estado de NF2 en funcién del
grado histoldgico. B-C: Los diagramas circulares expresan las proporciones relativas de los diferentes

tipos de alteracion detectados por MLPA en los tumores que presentaron delecién. B: recidivas de
grado I. C: recidivas de grados II-IlI.

5.2 Estudio comparativo de los hallazgos en el estado alélico del gen NF2 por

MLPA y la determinacion de la region 22q por técnicas citogenéticas

En 106 casos se estudid el estado del cromosoma 22 mediante técnicas citogenéticas,
clasica y/o molecular (en funcién de la disponibilidad de las muestras) y el estado alélico
del gen NF2 por MLPA. Hemos analizado los hallazgos obtenidos mediante ambas
técnicas. Las técnicas citogenéticas en conjunto pusieron de manifiesto las monosomias
totales o parciales del cromosoma 22 en 58 casos (54,7%) y un estado cromosdmico
normal en 48 casos (45,3%); en este grupo de muestras, mediante MLPA observamos
deleciones del gen NF2 en 69 casos (65,1%) y un estado alélico normal en 37 casos
(34,9%). Las determinaciones mediante ambos tipos de técnicas, asi como su

concordancia se resumen en la tabla 20.

Tabla 20. Estudio de la concordancia entre las observaciones hechas mediante técnicas
citogenéticas (cariotipo e iFISH) y técnicas moleculares (MLPA).

Citogenética

Normal (48) Delecién (58) Total casos
Normal (37) 33 4 37
MLPA
Delecién (69) 15 54 69
Total casos 48 58 106
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La concordancia en los casos con un estado normal de la regiéon estudiada del gen
NF2 fue del 89,2%, y en los casos en los que se presentaban deleciones fue del 78,2%. En
conjunto, proporcionaron un indice Kappa de Cohen de 0,648 entre los dos tipos de
observaciones, lo que implica una buena correlacion entre las técnicas. Por otro lado, 4
casos mostraron pérdidas de material genético en el cromosoma 22 mediante
citogenética que no pudieron ser detectadas por MLPA (3,8% de los casos). Si ajustamos
el indice de concordancia a las discrepancias por déficit de sensibilidad, obtenemos un
indice kappa de Cohen de 0,907, lo que implica un acuerdo excelente entre ambas

técnicas.

5.3 Anadlisis de otros loci cromosémicos en el estudio P044-NF2: 1p34, 2q13,
3p22,4q27,14q13y 15q21

El estudio por MLPA de los exones del gen NFZ utilizando el kit P044 incluye una
baterfa de sondas que asciende a 14 regiones cromosdémicas adicionales. De los
resultados obtenidos, cabe resaltar que se detectaron anomalias en los loci 1p34, 2q13,
3p22, 4927 y 15921, fundamentalmente en forma de deleciones heterocigéticas. En la

tabla 21 y la figura 41 se recogen los resultados hallados.

Tabla 21. Resumen de las deleciones en heterocigosis en diferentes loci cromosomicos

Delecion TP Recidivas TP 1 TP -l Rec | Rec II-llI
1p34 20,0% 66,7% 15,9% 33,3% 33,3% 80,0%
2913 10,6% 4,8% 14,3% 0,0% 16,7% 0,0%
3p22 40,0% 38,1% 46,0% 23,8% 66,7% 26,7%
4q27 40,0% 57,1% 42,9% 33,3% 33,3% 66,7%
14913 17,6% 38,1% 11,1% 38,1% 16,7% 46,7%
15q21 48,2% 52,4% 46,0% 57,1% 33,3% 60,0%

TP, tumor primario; Rec, recidivia. En numeros romanos se indica el grado de los tumores. Se
sefialan en negrita los valores que mostraron diferencias significativas.
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El locus 1p34 present6d deleciones en 17 meningiomas primarios (20,0%) y 14
recidivas (66,7%), lo que supone una incidencia 3,3 veces superior en las recidivas
(p<0,001) (figura 41A). Ademas, en las recidivas fue mas frecuente la delecién en
hombres (84,6%) que en mujeres (37,5%) (p=0,041). Cuando analizamos esta delecion
en funcién del grado, la hallamos en 10 tumores primarios de grado I (15,9%) y en 7 de
grados superiores (33,3%). En las recidivas tumorales, la hallamos en 2 de grado I
(33,3%) y 12 de grados superiores (80%), de manera que este locus, ademas de
mostrarse mas delecionado en recidivas, se presentdé mas afectado en meningiomas de
grados II-11I, tanto primarios -con una incidencia 2,1 veces superior (p=0,081)- como en
recidivas, con una incidencia 2,4 veces superior (p=0,064) frente a sus homdlogos de

grado [; estas diferencias no fueron significativas.

El Iocus 2q13 se encontré delecionado en 9 tumores primarios (10,6%) y una sola
recidiva (4,8%). Cuando analizamos esta delecién en funcién del grado, hallamos que
todos los tumores que la presentaban eran de grado I, siendo 9 tumores primarios
(14,3%) y 1 recidiva tumoral (16,7%) (p=0,067). Ningin tumor de grado II o III mostré

delecion en este locus.

El locus 3p22 se presenté delecionado en 34 meningiomas primarios (40,0%) y 8
recidivas tumorales (38,1%). En los distintos grados histoldgicos, la hallamos en 29
tumores primarios de grado I (46,0%) y en 5 de grados superiores (23,8%); en los
meningiomas recidivados, la detectamos en 4 de grado I (66,7%) y en 4 de grados
superiores (26,7%). Asi, si bien no mostré diferencias significativas entre tumores
primarios y recidivas, la incidencia en meningiomas primarios de grado I fue 1,9 veces
superior a los de grados Il y III (p=0,066), y en las recidivas de grado I fue 2,5 veces

superior la frecuencia de delecidn, frente a las recidivas de grados superiores (p=0,088).

El locus 4q27 estaba delecionado en heterocigosis en 34 meningiomas primarios
(40,0%) y 12 recidivas (57,1%). Cuando analizamos esta delecién en funcion del grado,
la hallamos en 27 tumores primarios de grado I (42,9%) y en 7 de grados superiores
(33,3%) lo que supone una incidencia 1,3 veces superior en los meningiomas de grado I
que en los de grados superiores. En las recidivas tumorales, la hallamos en 2 de grado I
(33,3%) y en 10 de grados superiores (66,7%), por lo que fue casi 3 veces mas frecuente
su afectacion que en las recidivas de grado [; no obstante, esta diferencia tampoco fue

significativa.
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El locus 14q13 mostré deleciones en 15 meningiomas primarios (17,6%) y en 8
recidivas (38,1%) (p=0,041). La distribucion en funcién del grado fue de 7 tumores
primarios de grado I (11,1%) y 8 tumores primarios de grados superiores (38,1%); este
locus se hall6 significativamente mas afectado en los tumores primarios de grados
superiores (p=0,016) (figura 41B). En las recidivas tumorales, la hallamos en una de
grado I (16,7%) y en 7 de grados superiores (46,7%) aunque esta diferencia no fue

significativa (figura 41C).

El locus 15q21 estuvo delecionado en 41 meningiomas primarios (48,2%) y en 11
recidivas (52,4%). Al analizar los distintos grados histolégicos de los tumores, hallamos
delecién en 29 tumores primarios de grado I (46,0%) y en 12 tumores primarios de
grados superiores (57,1%). En las recidivas tumorales, detectamos esta delecién en 2 de
grado 1 (33,3%) y en 9 de grados superiores (60,0%). Las deleciones en este locus
mostraron diferencias en funcién del grado en las recidivas tumorales, con una
incidencia 1,8 veces superior en las recidivas de grados II-III frente a las de grado I,

aunque estas diferencias no fueron significativas (tabla 21).
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Figura 41. Deleciones en heterocigosis detectadas en diferentes loci cromosémicos mediante MLPA
(kit NF2 P044-B1). A: comparacion de tumores primarios frente a recidivas. Obsérvese la mayor
presencia de deleciones en 1p34 (p<0,001) y en 14913 (p=0,041) en las recidivas tumorales. B:
comparacién en meningiomas primarios de grado | frente a los de grados Il y Ill. C: comparacién en

recidivas de grado | frente a recidivas de grados Il y lll. Rec, recidivas; TP, tumores primarios. *,
diferencias estadisticamente significativas.
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6 Estudios moleculares: amplificacion de sondas muiltiples

dependiente de ligacion para metilacion especifica (MS-MLPA)

Con los acidos nucleicos extraidos a partir de las muestras incluidas en parafina,
estudiamos la variacién en nimero de copias (VNC) y el estado de metilacién de un
conjunto de 24 genes supresores de tumor y 14 genes adicionales presentes en el kit

ME001-C2 (MRC-Holland).

Se estudiaron un total de 120 meningiomas, 92 eran meningiomas primarios y 28
recidivas tumorales. De los 92 tumores primarios, 70 eran tumores de grado I o
benignos, 21 eran tumores de grado II o atipicos y inicamente uno era de grado III o
anaplasico. En los 28 meningiomas recidivados que presentamos, se incluyen 10

tumores de grado I, 8 tumores de grado Il y 10 tumores de grado IIL

Encontramos pérdidas alélicas en 32 de los 38 genes en que estudiamos las VNC; los
genes que no presentaron deleciones en ningun caso fueron ATM, IGSF4, CDKN1B,

BRCAZ2, BRCA1y TNRSFIA.

De los 24 genes supresores de tumor cuyo estado de metilaciéon analizamos,
detectamos hipermetilacion en 21 genes; los genes RARB, CDKN1B y CHFR mostraron un

estado de metilaciéon normal en todos los casos.

La tabla 22 recoge los resultados hallados en cuanto a VNC y a estado de metilacién
de los genes supresores de tumor analizados y la VNC de los genes implicados en
neoplasias, en las 120 muestras analizadas. En conjunto en toda la serie, los genes
supresores de tumor que con mas frecuencia sufrieron LOH fueron, por orden de
frecuencia, TP73 (45,0%), ESR1 (43,3%), CDH13 (36,7%), TIMP3 (25,8%), HIC1 (20,0%)
y DAPK1 (15,8%). Ademdas mostraron LOH frecuente los genes adicionales PARKZ
(45,8%), CELF2 (36,7%), BCL2 (33,3%), PAH (25,0%), TSC2 (19,2%), CTNNB1 (18,3%) y
MLH3 (15,3%). Con respecto a la hipermetilacidn, afecté principalmente en esta serie, en
su conjunto a GSTP1 (25%), CDH13 (23,3%), RASSF1 (18,3%), TP73 (15,0%), CDKNZA
(14,2%), CDKN2B (14,2%), MLH1 (10,8%), PTEN (10,8%) y ESR1 (9,2%).
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Tabla 22. Variacion en numero de copias (VNC) y estado de metilacion de los genes analizados
en 120 meningiomas procedentes de 101 pacientes. Se indican en rojo las deleciones en
homocigosis y en naranja las deleciones en heterocigosis. La presencia de hipermetilacién se
representa “M”.
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M, metilacién; TP, tumor primario; Rec, recidiva.

6.1 Variaciones en el nimero de copias y estado de metilacion de genes en

meningiomas primarios

En los 92 meningiomas primarios analizados, 85 casos presentaron deleciones en al
menos 1 de los genes estudiados (92,4%) frente a 7 casos que no presentaron ninguna
VNC (7,6%). Con respecto al estudio del estado de metilaciéon de TSG, 63 casos
presentaron hipermetilacion en al menos uno de los genes estudiados (68,5%) frente a
29 con un estado de metilaciéon normal (31,5%). El grado de afectacion de los tumores

primarios fue:
- Pérdidas alélicas en 1 a 3 genes: 23 casos (25%)
- Pérdidas alélicas en 4 a 6 genes: 34 casos (36,9%)

- Mas de 6 genes afectados de pérdidas: 28 casos (30,4%)
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- Hipermetilacién en 1-3 genes: 63 casos (68,5%)
- Hipermetilacién en 4-6 genes: 4 casos (4,3%)

- Hipermetilacion en mas de 6 genes: 1 caso (1,1%)

Los genes que mostraron mayores tasas de delecidn en heterocigosis fueron PARKZ,
en un 48,9% de los tumores primarios, seguido de TP73, ESR1, CDH13, CELF2, BCL2 y

PAH, todos ellos con afectacion en mas del 20% de los casos.

Encontramos deleciones en homocigosis en el 42,9% de las pérdidas de MLH1 (3/7),
el 40% de las deleciones en TP73 (16/40), el 17,9% de las de ESR1 (7/39), el 9,1% de las
pérdidas en CELF2 (3/30), el 8,3% de las pérdidas en DAPK1 (1/12), el 6,1% de las
pérdidas en CDH13 (2/31), el 7,7% de las de HICI (1/12), el 5,6% de las pérdidas en
TIMP3 (1/7) y el 4,4% de las pérdidas en PARKZ (2/42). En el resto de genes todas las

deleciones detectadas fueron en heterocigosis.

Con respecto al estado de metilacion en los meningiomas primarios, la
hipermetilacién mas frecuente se detecté en GSTP1, en un 22,8% de los casos, y en
CDH13 en un 20,7% de los casos. Entre un 5 y un 15% de los casos tenian
hipermetilacién (por orden de frecuencia) en TP73, CDKN2A, RASSF1A, MLH1, CDKNZB,
PTEN y ESR1. De manera esporadica detectamos hipermetilaciéon en TIMP3, APC, HIC1,
ATM, CASP8, BRCA2, VHL, CD44 y FHIT, que se mostraron alterados en 1-2 casos cada

uno. Estos resultados se muestran en la tabla 23.
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Tabla 23. Variaciones en el numero de copias y en el estado de metilacion de los genes
analizados en 92 meningiomas primarios

Genes Locus Delecion Del. Del. Metilacién
Het Hom

TP73 01p36 41 (44,5%) 25 16 12 (13,0%)
CASP8 02933-q34 11 (12,0%) 11 0 1

VHL 03p26-p25 9 (9,8%) 9 0 1

RARB 03p24 2 (2,2%) 2 0 0

MLH1 03p21.3 7 (7,6%) 4 3 10 (10,9%)
RASSF1 03p21.3 7 (7,6%) 7 0 12 (13,0%)
FHIT 03p14.2 7 (7,6%) 7 0 1

APC 05921 9 (9,8%) 9 0 2 (2,2%)
ESR1 06425.1 40 (43,5%) 33 7 5 (5,4%)
CDKN2A 09p21 9 (9,8%) 0 12 (13,0%)
CDKN2B 09p21 4 (4,3%) 4 0 10 (10,9%)
DAPK1 09qg34.1 13 (14,1%) 12 1 0

PTEN 10923.31 0 0 0 9 (9,8%)
cD44 11p13 12 (13,0%) 12 0 1(1,1%)
GSTP1 11913 8 (8,7%) 8 0 21 (22,8%)
ATM 11q22.3 0 0 0 1(1,1%)
IGSF4 11923 0 0 0 0
CDKN1B 12p13.1 0 0 0 0

CHFR 12q24.33 1(1,1%) 1 0 0

BRCA2 13q12 0 0 0 1(1,1%)
CDH13 16q24.2 34 (36,9%) 32 2 19 (20,7%)
HICT 17p13.3 14 (15,2%) 13 1 2 (2,2%)
BRCA1 17921 0 0 0 0

TIMP3 22q12.3 19 (20,6%) 18 1 2 (2,2%)
CTNNB1 03p22 17 (18,5% 17 0 -

CASR 03913.3-g21 14 (15,2%) 14 0 -

PARK2 06925.2-927 45 (48,9%) 43 2 -

CDK6 07q921.3 2 (2,2%) 2 0 -

CREM 10p12.1 6 (6,5%) 6 0 -

CELF2 10p14 33 (35,9%) 30 3 -
TNFRSF1A 12p13 0 0 0 -

CcD27 12p13 4 (4,3%) 4 0 -

PAH 12423 24 (26,1%) 24 0 -

MLH3 14q24.3 14 (15,2%) 14 0 -

7SC2 16p13.3 15 (16,3%) 15 0 -

CDH1 16q22.1 2 (2,2%) 2 0 -

BCL2 18q21.3 26 (28,3%) 26 0 -

KLK3 19913 19 (20,6%) 19 0 -

Del. Het, Deleciones en heterocigosis; Del. Hom, Deleciones en homocigosis; (-), sin sonda para el
estudio de hipermetilacion
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6.1.1 Variaciones en el nuimero de copias y estado de metilacion de genes en

meningiomas primarios en funcion del grado histologico

Si analizamos de forma global el nimero de genes afectados, no hubo diferencias
significativas entre los distintos grados histolégicos, con una media de 5,0 y 5,2 LOH por

tumor en grado | y grados superiores, respectivamente (figura 42).

Los genes ESRI y PARKZ fueron los que con mas frecuencia se encontraron

delecionados en meningiomas primarios, independientemente del grado histolégico.

Con respecto a las pérdidas de heterocigosidad en los tumores de grado I, si que
fueron significativamente mas frecuentes que en los de grados superiores, aquellas que
afectaron a CDH13 (41,4% en grado I frente a 18,2% en grado II, p=0,039). Los genes
TP73y TSC2 estaban aparentemente mas delecionados en los tumores de grado I pero la
diferencia no fue significativa (p=0,064 y p=0,076, respectivamente). Las deleciones en
RASSF1, FHIT y GSTP1, si bien no muy frecuentes, fueron exclusivas de meningiomas de

grado L.

Cabe sefialar que las deleciones en TP73 en meningiomas de grado I fueron las tinicas
que se presentaron frecuentemente en homocigosis (55,9%). También detectamos este
tipo de pérdidas en ESRI en 7 casos, y en casos Unicos en los genes MLH1, DAPK1, CDH13
y TIMP3.

En los meningiomas primarios de grado II, la proporciéon de casos afectados fue
mayor que en los de grado I para los genes CTNNB1 (12,8% frente a 36,4%, p=0,019),
PARK2 (42,9% frente a 68,2%, p=0,033), CREM (2,9% frente a 18,2%, p=0,027), PAH
(20,0% frente a 45,5%, p=0,021) y MLH3 (8,6% frente a 36,4%, p=0,004). La delecién en
CDK6 se detectd Unicamente en 2 meningiomas de grado II (p=0,055). Entre 1y 3 casos
mostraron deleciones en homocigosis en TP73, CDH13, HIC1, PARK2 y CELF2 (figura
42A).

Con respecto a la hipermetilaciéon en genes supresores de tumor, fue homogénea
entre los distintos grados, con una media de 1,4 y 1,2 genes afectados por tumor en
grado [ y grados superiores, respectivamente. La Unica diferencia estadisticamente
significativa la detectamos en la hipermetilacién de MLHI, presente en un 14,3% de los

tumores primarios de grado I y en ningtin tumor de grados superiores (p=0,050). La
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incidencia de algunas alteraciones, como RASSF1, y CDKNZB parecian superiores en

tumores de grado II, aunque no se alcanzd significancia en estos hallazgos (figura 42B).
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Figura 42. Alteraciones genéticas en cuanto a numero de copias y estado de metilacion, en
meningiomas primarios, en funcién del grado histolégico de los tumores. A: Deleciones detectadas; B:
Hipermetilacion en genes supresores de tumor. TP, tumor primario.
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6.2 Variaciones en el nimero de copias y estado de metilacion de genes en

recidivas

Los 28 meningiomas recidivados presentaron delecién en alguno de los genes
estudiados (100%). El patron de metilacion fue aberrante para 1 o mas de los genes
analizados en 23 casos (82,1%), frente a 5 casos en los que fue completamente normal

(17,9%). El grado de afectacion de las recidivas de meningioma fue:
- Pérdidas alélicas en 1 a 3 genes: 6 casos (21,4%)
- Pérdidas alélicas en 4 a 6 genes: 8 casos (28,5%)
- Mas de 6 genes afectados de pérdidas: 14 casos (50,0%)
- Hipermetilacion en 1-3 genes: 17 (60,7%)
- Hipermetilacién en 4-6 genes: 2 (7,1%)

- Hipermetilacién en més de 6 genes: 4 (14,3%)

En las recidivas, el gen que mas frecuentemente se detecté alterado fue BCL2, en un
50% de los casos (todos ellos en heterocigosis), seguido de TP73, ESR1, TIMP3, CELF2,
CDH13, HIC1, PARK2, BRCA2, CDKN2B, TSC2, CDKN2A y DAPK]1.

Las pérdidas fueron en homocigosis para los genes CDKN2A, CDKN2B, ESR1 y TP73
en 5 casos cada uno, en 2 casos cada uno para CDH13, HIC1 y TIMP3, y en un solo caso

para PARKZ.

Con respecto a la hipermetilacién en los genes supresores de tumor, la hallamos en
los genes RASSF1 (35,7%), GSTP1 y CDH13 (32,1% cada uno de ellos), CDKN2B (25,0%),
TP73 y ESR1 (21,4% cada uno de ellos), CDKN2A (17,9%), PTEN (14,3%), MLH1 (10,7%)
y en menos del 10% de los casos en HIC1, TIMP3, ATM, IGSF4, DAPK1, CASP8, APC, y VHL
(tabla 24).
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Tabla 24. Variaciones detectadas en 28 recidivas de meningioma, del nimero de copias y del

estado de metilacion de genes implicados en la biologia tumoral.

Del.

Del.

Genes Locus Delecion H Metilacion
et Hom

TP73 01p36 13 (46,4%) 8 5 6 (21,4%)

CASP8 02933-g34 5(17,9%) 5 0 1(3,6%)

VHL 03p26-p25 1(3,6%) 1 0 1(3,6%)

RARB 03p24 0 0 0 0

MLH1 03p21.3 1(3,6%) 1 0 3(10,7%)

RASSF1 03p21.3 3 (10,7%) 3 0 10 (35,7%)

FHIT 03p14.2 2(7,1%) 2 0 0

APC 05q21 3(10,7%) 3 0 1(3,6%)

ESR1 06qg25.1 12 (42,9%) 7 5 6 (21,4%)

CDKN2A 09p21 7 (25,0%) 2 5 5(17,9%)

CDKN2B 09p21 8 (28,6%) 3 5 7 (25,0%)

DAPK1 09934.1 6 (21,4%) 6 0 1(3,6%)

PTEN 10g23.31 4 (14,3%) 4 0 4 (14,3%)

CD44 11p13 4 (14,3%) 4 0 0

GSTP1 11913 2 (7,1%) 2 0 9(32,1%)

ATM 11922.3 0 0 0 1(3,6%)

IGSF4 11923 0 0 0 1(3,6%)

CDKN1B 12p13.1 0 0 0 0

CHFR 12924.33 1(3,6%) 1 0 0

BRCA2 13qg12 0 0 0 0

CDH13 16q24.2 10 (35,7%) 8 2 9(32,1%)

HIC1 17p13.3 10 (35,7%) 8 2 3(10,7%)

BRCA1 17921 0 0 0 1(3,6%)

TIMP3 22q12.3 12 (42,9%) 10 2 3(10,7%)

CTNNB1 03p22 5(17,9%) 5 0 -

CASR 03913.3-g21 4 (14,3%) 4 0 -

PARK2 06qg25.2-q27 10 (35,7%) 9 1 -

CDK6 07921.3 0 0 0 -

CREM 10p12.1 3(10,7%) 3 0 -

CELF2 10p14 11 (39,3%) 11 0 -

TNFRSF1A 12p13 0 0 0 -

TNFRSF7 12p13 1(3,6%) 1 0 -

PAH 1223 6 (21,4%) 6 0 -

MLH3 14q24.3 5(17,9%) 5 0 -

TSC2 16p13.3 8 (28,6%) 8 0 -

CDH1 16q22.1 1(3,6%) 1 0 -

BCL2 18g21.3 14 (50,0%) 14 0 -

KLK3 19913 6 (21,4%) 6 0 -

Del. Het, Deleciones en heterocigosis; Del. Hom, Deleciones en homocigosis; (-), sin sonda para el
estudio de hipermetilacion
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6.2.1 Variaciones en el nimero de copias y estado de metilacion de genes en

meningiomas recidivados en funcion del grado histologico

El estudio por MLPA de genes implicados en la biologia de los meningiomas mostré,
en las recidivas de grado I, una aparente mayor incidencia de deleciéon en TP73, CDH13 o
TSC2, aunque estadisticamente no fue significativa en ningun caso. En las recidivas de
grados II-11], estuvieron significativamente mas delecionados los genes CDKNZA (38,9%
frente a 0, p=0,027), CDKN2B (48,4% frente a 0, p=0,014), PAH (33,3% frente a 0,
p=0,048) y BCL2 (72,2% frente a 10%, p=0,002) (figura 43A).

Las deleciones en homocigosis fueron mas frecuentes en las recidivas de grado I que
en las de grados superiores: las que afectaban a ESR1 se detectaron en un 50% de los
casos que mostraban delecién, que implic6 una frecuencia 1,5 veces superior en
recidivas grado I que en las de grado Il y III, y las que afectaban a TP73 también se
detectaron en un 50% de los casos con delecién, lo que supuso una frecuencia 1,8 veces

superior en recidivas de grado I frente a recidivas de grados superiores.

La hipermetilacion no mostré diferencias en los grados de las recidivas de manera
global, y el tinico gen que mostré diferencias estadisticamente significativas fue ESRI,
hipermetilado en el 33,3%% de las recidivas de grado II-IIl y en ninguna de grado I

(figura 43B).
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Figura 43. Alteraciones en meningiomas recidivados en funcién del grado histolégico de los tumores.
A: Deleciones en 31 genes analizados. B: Hipermetilacion en 21 genes supresores de tumor.
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6.3 Patrones genético-moleculares de los tumores primarios frente a las

recidivas

Citogenética (cariotipo): se detectaron cariotipos con mayor numero de
alteraciones cromosdémicas en las recidivas y en ellas no se hallaron casos con
deleciones parciales de 1p como unica anomalia; las deleciones en este cromosoma
siempre iban ligadas a alguna pérdida de cromosomas enteros. Se observa que, en
cuanto a las anomalias numéricas, la pérdida del cromosoma 22 fue similar en tumores
primarios y recidivas. Sin embargo, las pérdidas en los cromosomas 10, 14, 18 y en los
cromosomas sexuales fueron claramente superior en las recidivas. Con respecto a las
anomalias estructurales, las reestructuraciones de los cromosomas 1y 14 fueron mucho
mas frecuentes en las recidivas que en los tumores primarios, ademds, en los
meningiomas recidivados las alteraciones en los cromosomas 1 y 14 no suelen
presentarse de manera aislada, sino asociadas a otras pérdidas cromosémicas,
habitualmente a la monosomia 22. La tnica alteracién que fue significativamente mas
patente en recidivas que en meningiomas primarios, independientemente del grado, fue

la monosomia total o parcial del cromosoma 14.

Citogenética molecular (iFISH): La pérdida de material en 22q detectada mediante
iFISH, fue el evento mas frecuente, tanto en tumores primarios como en recidivas, si bien
en las recidivas fue ligeramente superior (diferencia no significativa). En las recidivas, 8
de 9 casos mostraron cariotipos con alteraciones mas complejas que la monosomia 22
(88,9% de las muestras), frente a 27 de 61 que las mostraron en los primarios (44,3%)
(p=0,024). De manera analoga al estudio del cariotipo, la delecién en 14q fue
significativamente mas frecuente en recidivas que en meningiomas primarios (p=0,002),

pero asociada al grado II.

MLPA de NF2: La deleciéon de NF2 no mostr6 diferencias significativas entre tumores
primarios y recidivas, aunque los porcentajes fueron superiores en las recidivas (con un
61,2% en los primarios y un 81,0% en las recidivas). Asimismo, al analizar los distintos
tipos de deleciones, detectamos, sin alcanzar diferencias estadisticas, que los

porcentajes tanto de las deleciones totales como las deleciones parciales que afectaban a
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la regién 4.1, eran superiores en las recidivas. Las deleciones de la regién rica en el a-

hélice fueron superiores en los tumores primarios.

Con respecto a los loci examinados en el mismo kit de MLPA, encontramos que el
locus 1p34 se detectd 3,3 veces mds alterado en recidivas que en primarios (p<0,001) y
el locus 14q13, se mostré 2,2 veces mas alterado en recidivas que en primarios
(p=0,041). Los loci 2q13, 3p22, 4927 y 15921 no mostraron diferencias entre

meningiomas primarios y recidivas.

Variacion en el nimero de copias (VNC): El nimero de genes con pérdida de
heterocigosidad fue estadisticamente superior en recidivas (6,4+0,6) frente a tumores
primarios (4,9+0,3) (p=0,039). Con respecto a las pérdidas en homocigosis, su
frecuencia en recidivas fue el doble que en tumores primarios. Detectamos LOH
significativamente superiores en recidivas, en los genes CDKN2A (p=0,045), CDKN2B
(p=0,001), PTEN (p=0,002), HIC1 (p=0,015), TIMP3 (p=0,015) y BCL2 (p=0,030) (figura
44A7).

Estado de metilacidon: Con respecto al estado de metilacion, las recidivas mostraron
mayor frecuencia de hipermetilacién con 2,7+0,5 genes hipermetilados frente a los
primarios que contaron con 1,3+0,2 (p=0,005). Mayor aun es la diferencia al considerar
los casos que tenian 3 o mas TSG hipermetilados, que fueron el 42,9% de las recidivas
frente al 15,2% de los tumores primarios (p=0,003). Las recidivas mostraron
hipermetilacién significativamente superior en los genes RASSF1 (p=0,010) y ESR1
(p=0,019). Asimismo, fue aparentemente superior, aunque sin alcanzar significacidn, la
metilacién en CDKN2B, CDH13, HIC1, TIMP3 y con menor diferencia, en TP73 y PTEN,

este ultimo hipermetilado exclusivamente en meningiomas recidivados (figura 44B).
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Figura 44. Comparacién de las alteraciones en meningiomas primarios frente a recidivas. A:
Deleciones génicas. B: Hipermetilacion.
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7 Relacion de las variables genéticas analizadas y los parametros

clinicos e histopatoldgicos
7.1 Variables genéticas en relaciéon con la localizacién tumoral

Con respecto a la relacion entre las distintas localizaciones tumorales y las variables
genéticas, nuestros resultados indican que las alteraciones cromosémicas estructurales
fueron mas frecuentes en tumores supratentoriales que infratentoriales (35,3% vs 5,7%,
p=0,022) y la coexistencia de alteraciones numéricas y estructurales mantenia esta
tendencia, aunque no alcanzé significaciéon (29,4% vs 8,7% p=0,067). Asimismo, las
deleciones detectadas mediante cariotipo en el cromosoma 1, fueron mas frecuentes en
los tumores supratentoriales (p=0,038). Las pérdidas del cromosoma 22, sin alcanzar
significacién estadistica, fueron también mas frecuentes en los tumores supratentoriales

(63,4% vs 40,0%, p=0,084).

Estas diferencias se mantenfan al estudiar los tumores en funcién de su grado
histolégico: en los tumores primarios de grado I, las alteraciones estructurales se dieron
en tumores supratentoriales con excepcién de un caso (p=0,050), y las alteraciones
numéricas y estructurales simultineamente se hallaron en el 53% de los
infratentoriales frente a un 27,3% de los supratentoriales (p=0,062). De igual manera,
las deleciones del cromosoma 1 y también las del cromosoma 14, se detectaron
exclusivamente en tumores supratentoriales en los meningiomas de grado I (p=0,05 en
ambos casos). Las pérdidas del cromosoma 22 en meningiomas grado I fueron
significativamente superiores en los tumores supratentoriales (37,5% vs 66,7%,
p=0,053). También detectamos pérdidas del locus 4q27 en el 51,2% de los tumores
grado | supratentoriales frente al 26,1% infratentorial (p=0,051). En los tumores de
grados superiores, aunque algunas tendencias se mantenian, los grupos eran demasiado

pequefios para extraer conclusiones estadisticamente significativas.

Con respecto a los genes analizados y su relacién con la localizacién de los tumores,
la LOH fue significativamente mas frecuente en los tumores infratentoriales, en los genes
DAPK1 (29,4% vs 5,2%, p=0,03), GSTP1 (23,5% vs 0%, p<0,001), HICI (28,5% vs 8,6%,
p=0,021). Estas diferencias se mantuvieron en los tumores de grado I, para DAPK1

(p=0,010), GSTP1I (p<0,001) y HIC1 (p=0,050).
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Al contrario, con una mayor incidencia de LOH en tumores supratentoriales
encontramos: CASR (2,9% vs 22,4%, p=0,012), PARK2 (35,3% vs 56,9%, p=0,045), PAH
(14,7% vs 32,8%, p=0,057) y BCL2 (11,8% vs 37,9%, p=0,007); ademas, se observé
cierta tendencia a la LOH en RASSF1 en los tumores infratentoriales, que no alcanzé
significaciéon estadistica (p=0,080). Estas diferencias se mantuvieron en los tumores de
grado I para los genes CASR (p=0,021), PARK2 (p=0,049) y BCLZ (p=0,006). En tumores
de grados superiores, el tamafio muestral llevé a encontrar diferencias significativas

Unicamente en la LOH de PAH, exclusiva en tumores supratentoriales (p=0,015).

7.2 Variables genéticas en relacion al sexo

En el conjunto de meningiomas primarios, la inestabilidad cromosémica fue mas
patente en varones que en mujeres (50,0% vs 20,9%, p=0,047). Dentro del subgrupo de
tumores primarios de grado I, las alteraciones en cromosomas diferentes del 1, 14 y 22
también fueron mas frecuentes en varones aunque sin alcanzar significaciéon (18,2% vs
50,0%, p=0,070). En tumores de grado II-Ill la pérdida de NFZ se asoci6
estadisticamente a los varones (100% vs 53,8%, p=0,046); también el locus 1p34,
mostré mas alteraciones en hombres que mujeres (62,5% vs 16,7%, dato no

significativo, p=0,062).

En los meningiomas primarios analizados, la inactivacién de un TSG mediante
delecion en homocigosis o delecién en heterocigosis mas hipermetilaciéon del promotor,
fue mas frecuente en varones que en mujeres (44,0% vs 23,9%, proximo a la
significacion estadistica, p=0,059). Las pérdidas de heterocigosidad en mas de 6 genes
fueron mas frecuentes en varones, sin alcanzar significaciéon y de manera similar en el
conjunto de tumores y en los meningiomas de grado I (37,0% vs 62,5%, p=0,071). El
numero de TSG con hipermetilacién en meningiomas primarios de grado I, se relacioné
con el sexo; los hombres tenian de media 1,2+0,2 genes hipermetilados y las mujeres,
1,4+0,3 (p=0,048). En los tumores de grado II-III se mantuvo la asociacién entre el sexo
y el nimero de genes hipermetilados: 1,9+0,4 en hombres y 0,7+0,3 en mujeres

(p=0,036).

Cabe destacar que en el conjunto de tumores primarios, los 9 casos que mostraron
LOH en APC eran mujeres (dato no significativo, p=0,090). La LOH en MLH3 afectaba
mas a varones que a mujeres (32,0% vs 9,0%, p=0,018) y la LOH en PARKZ tendié a
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afectar mas a los varones que a las mujeres (64,0% vs 43,3%, dato no significativo,
p=0,077). La metilacién en RASSF1 también tendia a afectar mas a los varones (24,0% vs
9,0%, p=0,064). Al estudiar estas variables en los distintos grados histolégicos, hallamos
que la hipermetilacion en CDKNZ2B en los tumores de grado II-III, afectaba

exclusivamente a varones (44,4%, p=0,017).

7.3 Variables genéticas y Ki-67

En el conjunto de tumores, el indice de Ki-67 aumentaba con la presencia de
alteraciones numéricas, aunque no significativamente; este hecho se establecié en los
tumores primarios de grado I, en los que la presencia de alteraciones numéricas se
asoci6 estadisticamente con Ki-67 mayores (p=0,039). De manera andloga, los cariotipos
normales o con alteraciones exclusivamente del cromosoma 22, presentaron menor
expresion de Ki-67 (p=0,015 y p=0,047, respectivamente). La presencia de alteraciones
en el cariotipo, en cromosomas distintos del 1, 14 y 22, se relacion6 con mayores valores
de Ki-67 (p=0,033), aunque en los diferentes grados histolégicos el tamafio muestral no

permiti6 extraer diferencias significativas.

En el conjunto de tumores, los casos con hipermetilacién en MLH1 mostraban
valores crecientes de Ki-67 (p=0,031); esta relacién se mantuvo en los tumores de grado
I (p=0,005) y, aunque sin alcanzar significacién estadistica, también se mantenia la
tendencia en los tumores de grados superiores (p=0,058). La hipermetilaciéon en PTEN,
en los meningiomas de grado I también se relacion6 con valores crecientes de Ki-67
(p=0,014). El grupo de tumores de grados superiores, probablemente por su tamafio, no

mostré asociacion estadistica entre las variables analizadas.
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8 Estudio de la relacion entre las variables analizadas en los tumores

primarios recidivantes y no recidivantes

Una vez vistas las caracteristicas y los perfiles genéticos de los tumores primarios y
las recidivas tumorales de los meningiomas, se analiza a continuacién el
comportamiento de los tumores primarios en funcién de si se diagnosticé clinicamente
una recidiva posterior o no, a fin de establecer un perfil genético dentro de los tumores
primarios, que pudiera indicar la posible capacidad de recidivar de esos tumores. De los
92 tumores primarios estudiados 51 no sufrieron recidivas, y 27 recidivaron,
habiéndose realizado una reseccién quirurgica total; en 8 casos la reseccién fue parcial y
6 fallecieron prematuramente. A continuacidn relacionamos las variables estudiadas en

estos dos grupos de meningiomas primarios.

8.1 Variables clinicas y neuropatolégicas

Con respecto a las caracteristicas clinicas de los pacientes, los resultados en el
conjunto de meningiomas primarios mostraron que la recidiva tumoral solo fue un
fenédmeno significativamente mas frecuente en pacientes de género masculino, con un
59,09% de recidivas frente al 33,3% en mujeres (p=0,031). Asi mismo, se observaron
diferencias significativas al estudiar el tamafio tumoral, presentando un didmetro mayor
de media 5,2+0,3cm en los tumores que recidivaron, frente a 3,8+0,8cm en los que no lo

hicieron (p=0,001).

Con respecto a las caracteristicas histopatolégicas, los casos que sufrieron recidivas
presentaban tumores con mayor indice mit6tico, con una media de 3,3+1,0 mitosis en 20
HPF, frente a 1,5+0,3 los que no las sufrieron (p=0,043). Igualmente, el indice de Ki-67
fue mayor, con un 5,9% de inmunorreactividad en los tumores que tuvieron recidivas

frente a un 3,0% en los que no (p=0,027).

Con respecto al grado histolégico, de los 70 tumores primarios de grado I, 18
recidivaron. En estos meningiomas de grado I que recidivaron, el tamafio tumoral fue
significativamente superior que en los que no recidivaron, con un didmetro mayor, de

media 4,9+0,4 cm frente a 3,8+0,2 cm, respectivamente (p=0,009).
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A nivel histopatoldgico, presentaron un mayor indice de Ki-67 maximo, con un
1,8+0,2 de inmunorreactividad los tumores que tuvieron recidivas frente a un 1,4+0,8 en

los que no (p=0,042).

El sexo, la edad al diagnéstico, la histologia, el sintoma inicial, la localizaciéon y el
numero de mitosis no se relacionaron estadisticamente con la capacidad de recidivar en

estos tumores de grado L.

De los 22 tumores de grado I, 9 recidivaron a pesar de la radicalidad de la cirugia.
Los resultados relacionan la apariciéon de recidivas tinicamente con el sexo y con el
tamaifio tumoral. Recidivaron los tumores del 87,5% de los hombres frente al 30,8% de
las mujeres (p=0,017), y los pacientes que sufrieron recidivas presentaban tumores con

una media de 5,7+0,5cm frente a 4,1+0,5 en los que no las sufrieron (p=0,043).

La edad al diagnéstico, la histologia, el sintoma inicial y la localizacién, no se
relacionaron con la capacidad de recidivar. El nimero de mitosis y el indice de
proliferacion Ki-67 tampoco se asociaron con el fenémeno de la recidiva tumoral en este

grupo de pacientes.

8.2 Caracteristicas genéticas implicadas en la tendencia a recidivar en

meningiomas primarios
8.2.1 Variables en citogenética clasica

De 57 pacientes con meningiomas primarios en los que se estudi6 el cariotipo, 33 no
tuvieron recidivas tumorales mientras que 14 si que las tuvieron (no se incluyen en el
analisis de resultados los pacientes que sufrieron recidivas tras resecciones subtotales).
Al comparar estos dos grupos, detectamos diferencias en cuanto a los hallazgos

cariotipicos (tabla 25):

Las alteraciones en el cromosoma 14, sin llegar al grado de significancia, fueron mas
frecuentes en los tumores que recidivaron frente a los que no lo hicieron; la pérdida de
alguno de los gonosomas fue estadisticamente mas patente en los pacientes que

sufrieron recidivas (p=0,050).
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Tabla 25. Distribucién de las alteraciones citogenéticas determinadas mediante el estudio del
cariotipo en funcion de la evolucion de los casos

#22 #1 #14 otras inestabilidad # sexuales
TP (n=45) 40,4% 17,0% 10,6% 27,7% 25,5% 12,8%
TP NO REC (n=31) 42,4% 212% 6,1% 21,1% 24.2% 6,1%
TP REC (n=14) 357% 71%  21,4% 42,9% 28,6% 28,6%
TP I (n=34) 382% 118% 59%  20,6% 26,5% 11,8%
TP I NO REC (n=26) 346% 115% 38% 11,5% 26,9% 7,7%
TP I REC (n=8) 50,0% 12,5% 12,5%  50,0% 25,0% 25,0%
TP Il (n=11) 46,2% 30,8% 23,1% 46,2% 23,1% 15,4%
TP Il NO REC (n=5) 714% 571% 143% 57,1% 14,3% 0,0%
TP Il REC (n=6) 16,7%  0,0%  333% 23,3% 33,3% 33,3%
TP, tumor primario; Rec, recidiva; |, grado [; Il, grado Il; n, nimero de casos; #, cromosoma; otras,

otras alteraciones cromosémicas distintas de las que afectan a los cromosomas 1, 14, 22 o sexuales;
inestabilidad, presencia de alteraciones no clonales. Se sefialan en negrita las diferencias
estadisticamente significativas.

Al analizar estas pérdidas en los distintos grados de los tumores se observé que, en
meningiomas de grado I, la proporcién de casos con monosomia 22/22q- fue similar en
los tumores que recidivaron y en los que no lo hicieron, a diferencia de los casos de
grados superiores, en que fue mas frecuente esta anomalia -sin alcanzar significacién
estadistica- en los tumores que no recidivaron (p=0,078). La misma situacién se dio para
las pérdidas en 1p (p=0,070). La monosomia 14/14q- determinada mediante
cariotipado, no presenté diferencias significativas en los diferentes grados, pero fue
aparentemente superior en los tumores que sufrieron recidivas tumorales en ambos
grados. Sin embargo, hay que considerar que la muestra de tumores de grado II fue de

pequefio tamafio.

La presencia de alteraciones en otros cromosomas diferentes de los clasicamente
implicados en la ontogenia y progresion de los meningiomas, si que mostré diferencias
significativas en los meningiomas de grado I, con una frecuencia mayor en los casos que
sufrieron recidivas (50,0%) que en aquellos que no las sufrieron (11,5%) (p=0,037). Sin
embargo, éstas no fueron discriminatorias en el grado II. Asi mismo, las alteraciones en
los gonosomas también fueron significativamente mas frecuentes en los meningiomas

de grado I que recidivaron (p=0,045) (tabla 25).

152



Resultados

8.2.2 Variables en citogenética molecular (iFISH)

De 61 casos con meningiomas primarios estudiados mediante iFISH, en 14 se
produjeron recidivas tumorales, frente a 37 que no las sufrieron (tabla 26). No se
incluyen en el andlisis de resultados los pacientes que sufrieron recidivas tras
resecciones subtotales. Al analizar la relacion, entre la presencia de delecién en 1p, en
14q y en 22q y la capacidad de recidivar, encontramos que los TP que no recidivaron
mostraron ausencia de alteraciones en los cromosomas estudiados, o exclusivamente
monosomia del cromosoma 22, en un 64,9% de los casos, frente al 42,9% de los que

recidivaron (diferencia no significativa).

Los casos con alteraciones en los cromosomas 1 y/o 14 fueron mas frecuentes en el
grupo de tumores que recidivd, sin alcanzar significacién estadistica (35,1% frente a
57,1%, p=0,064). Las alteraciones en el cromosoma 14 fueron significativamente
superiores en los tumores que sufrieron recidivas que en aquellos que no las sufrieron

(42,9% frente a 13,5%, p=0,050).

Tabla 26. Evolucién en meningiomas primarios en funcion del grado histopatolégico y del
patron citogenético obtenido por iFISH. Frecuencias sobre el patron

Sin alteracion o Alteracion en #1 y/o

229-  1p- 14a- 52g- #14
TP (n=51) 549% 294% 21,6%  51,8% 41,2%
TP NO REC (n=37) 486% 243% 13,5%  64,9% 35,1%
TP REC (n=14) 714%  429% 429% 42,9% 57,1%
TP grado | (n=40) 55,0% 250% 12,5%  67,5% 32,5%
TPINOREC (n=31)  484% 226% 12,9% 67,7% 32,3%
TP I REC (n=9) 77.8% 333% 111% 66,7% 33,3%
TP grado Il (n=11)  545%  455% 545%  27,3% 72,70%
TP Il NO REC (n=6) 50,0% 33,3% 16,7%  50,0% 50,0%
TP II-1ll REC (n=5) 60,0% 60,0% 100,0% 0,0% 100,0%

TP, tumor primario; TP NO REC, tumor primario no recidivante; TP REC, tumor primario recidivante.
Se sefialan en negrita las diferencias estadisticamente significativas

En los meningiomas de grado I no se apreciaron diferencias estadisticamente
significativas en la frecuencia de alteracién en los cromosomas estudiados en funcion de

la evolucién. En los meningiomas de grado II, por su parte, la ausencia de alteracién o la
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presencia de la monosomia 22 como Unica alteracién, fue exclusiva en tumores que no
recidivaron, si bien esta diferencia no alcanz6 significacién. Ademas, detectamos 14q- en
todos los casos que sufrieron recidivas frente a un 16,7% en los casos que no

recidivaron (p=0,015).

8.2.3 Evolucidn de los meningiomas en relacion al estado del gen NF2

Se analizaron 72 tumores primarios, de los que 50 no recidivaron y 22 recidivaron a
pesar de la radicalidad de la cirugia. No se incluyen en el andlisis de resultados los
pacientes que sufrieron recidivas tras resecciones subtotales. La evolucion de los
pacientes en funcidn del estado alélico de NF2 se muestra en la tabla 27. A la luz de estos
datos, encontramos que, en ambos grupos, las deleciones del gen NFZ son un fenémeno
frecuente -afecta a mas de la mitad de los casos- y detectamos diferencias muy pequefias

entre los tumores que no recidivaron y aquellos que recidivaron.

Cuando analizamos este gen en funcion del grado histolégico de los tumores
primarios, encontramos diferencias entre los meningiomas de grado [ y los de grado II-
[II. En los tumores primarios de grado I (n=54, de los que recidivaron 14) las
proporciones delecién/normal fueron similares en los casos que no recidivaron y en los
que recidivaron. En los meningiomas de grados superiores (n=18, de los que recidivaron
8) detectamos un estatus normal de NF2 en el 40,2% de los tumores que no recidivaron
frente a un 12,5% en los que recidivaron, lo que supone mas del triple de diferencia, si

bien estas diferencias no fueron significativas (tabla 27).

Tabla 27. Evolucion en meningiomas primarios en funcién del patrén estado alélico del gen
NF2 y analisis en funcién del grado histolégico de los tumores

No recidivan Recidivan

P NF2 Normal 21 (42,0%) 6 (27,3%)

NF2 Delecionado 29 (58,0%) 16 (72,7%)

NF2 Normal 17 (42,5%) 5 (35,7%)
TP Grado |

NF2 Delecionado 23 (57,5%) 9 (64,3%)

NF2 Normal 4 (40,0%) 1(12,5%)
TP Grado lI-lll

NF2 Delecionado 6 (60,0%) 7 (87,5%)

TP, Tumores primarios.
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8.2.4 Evolucién de los meningiomas en relacion al estado alélico de los loci
cromosomicos 1p34, 2q13, 3p22, 4927, 14q13 y 15q21 incluidos en el
estudio P044-NF2

Los loci en los que hallamos deleciones heterocigéticas cuando analizabamos el
estado del gen NF2, en relaciéon a la evolucidn de los pacientes, se muestran en la tabla
28. Los loci 1p34 y 4927 mostraron deleciones 3,5 y 1,7 veces mas frecuentes,
respectivamente, en los meningiomas primarios que recidivaron, si bien solo las
deleciones en 1p34 fueron estadisticamente superiores en el grupo de tumores que
recidivaron (p=0,030). El locus 2q13 se detecté sélo en tumores primarios que no

recidivaron (p=0,045) (figura 45).

Tabla 28. Incidencia de delecion en los loci adicionales estudiados con el kit P044-NF2, en
funcion de la aparicion de recidiva tumoral

Meningiomas Primarios Meningiomas Grado | Meningiomas Grado II-lll

Delecion TPNOREC TPREC TPINOREC TPITPREC TP II-lllNOREC TP II-lll TP REC

1p34 14,3% 45,5% 10,8% 42,9% 22,2% 50,0%
2q13 16,3% 0,0% 20,0% 0,0% 0,0% 0,0%
3p22 42,9% 31,8% 45,0% 35,7% 33,3% 25,0%
4q27 28,6% 54,5% 32,5% 64,3% 22,2% 37,5%
14913 16,3% 25,0% 15,0% 8,3% 22,2% 50,0%
15q21 46,9% 54,5% 50,0% 50,0% 33,3% 62,5%

TP, tumor primario; TP NO REC, tumor primario no recidivante; TP REC, tumor primario recidivante.
Se sefialan en negrita las diferencias estadisticamente significativas.

Cuando analizamos estas pérdidas en funcién del grado histolégico, en el locus 1p34
hallamos una incidencia significativamente superior en meningiomas primarios de
grado I que recidivaron frente a los que no lo hicieron (p=0,018). Lo mismo observamos
para el locus 4q27 (p=0,037). El resto de loci no mostraron diferencias significativas. En
los meningiomas de grado II y III que recidivaron, las deleciones en 14q13 fueron mas
de 2 veces mas frecuentes que en los tumores de estos grados que no recidivaron, sin

alcanzar significacién estadistica.
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Figura 45. Porcentaje de delecion en las regiones cromosémicas analizadas en funcién de la
evolucion de los pacientes. A. Meningiomas primarios independiente del grado; B. Meningiomas de
grado I; C. Meningiomas de grado llI-lll. Se indican * en los loci que fueron significativamente
diferentes entre los grupos comparados.

8.2.5 Impacto de la VNCy del estado de metilacion de genes supresores de tumor

en la evolucién de los meningiomas.

De los 92 tumores primarios, 51 no sufrieron recidivas frente a 27 que si que las
sufrieron. El nimero de genes con LOH no se asoci6 con la tendencia a recidivar, los
casos que sufrieron recidivas mostraban LOH de media en 5,4 genes, frente a 4,9 genes
en los que no recidivaron. Las pérdidas en homocigosis en meningiomas primarios de
grado I fueron esporadicas salvo para los genes TP73 (15 casos) y ESR1 (7 casos), y no

mostraron diferencias significativas con la evolucion de los tumores.

Con respecto al estatus de metilacion, el nimero de genes con hipermetilacién se
asocid con la tendencia a recidivar: fue de media 2,1+0,5 en el grupo de tumores que
recidivaron y 0,9+0,1 en los que no lo hicieron (p=0,031). A mayor niimero de genes con

hipermetilacidn, esta asociacién era mas fuerte: el 44,4% de los tumores que recidivaron
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mostraban hipermetilaciéon en 2 o mas de los genes analizados, frente al 21,6% de los
casos que no recidivaron (p=0,035). En el mismo sentido, el 29,6% de los casos que
recidivaron mostraron hipermetilacién en 3 o mas de los genes estudiados, frente al
7,8% de los que no recidivaron (p=0,019). El Gnico gen concreto cuya alteracién se
relacion6 estadisticamente de manera independiente con la capacidad de recidivar fue
CDKNZB: el 25,9% de los tumores que recidivaron tenian hipermetilado CDKNZB, frente
al 3,9% de los que no recidivaron (p=0,07).

La combinacioén de la inactivacion total de un TSG o la presencia de 3 o mas TSG con
hipermetilacién se asocié fuertemente con la capacidad de recidivar: recidivaron el
37,0% de los casos que cumplian esta premisa, frente al 11,8% de los que no la cumplian

(p=0,009).

8.2.5.1 Evolucion de los meningiomas de grado I en funcion de las VNC y del

estado de metilacion en genes supresores de tumor

De los 70 pacientes con meningiomas primarios grado I, 41 no sufrieron recidivas
frente a 18 que sufrieron recidivas tumorales a pesar de la reseccién completa de sus
tumores. No se incluyen en el analisis de resultados los pacientes que sufrieron recidivas

tras resecciones subtotales.

La incidencia de LOH en los 32 genes en que se detectaron alteraciones fue similar en
ambos grupos (tabla 29). Al analizar las pérdidas de heterocigosidad gen a gen, en los
genes TP73, ESR1, CDH13 y PARKZ fueron frecuentes, y ligeramente superiores en los
meningiomas que recidivaron (diferencias no significativas). RASSF1, GSTP1 y CD27,
aunque presentes en menor porcentaje de casos, mostraron pérdidas 4,6, 1,7 y 4,6 veces

superiores en los tumores que recidivaron que en aquellos que no lo hicieron.

Por ultimo, la hipermetilacién fue significativamente mas frecuente en los
meningiomas de grado [ que recidivaron, con una media de genes afectados de 2,507
en los casos que recidivaron frente a 1,0+ 0,2 en los que no lo hicieron (p=0,030) (tabla
29). Ademas, el 33,3% de los pacientes con tumores que recidivaron presentaban
hipermetilacién en 3 o mas genes, frente al 10,3% de los que no recidivaron (p=0,043).
La inactivacién de un TSG por metilacién y LOH del otro alelo no se asocié con la

capacidad de recidivar, pero si la combinacién de inactivacién y metilacién en 3 o mas
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genes supresores de tumor: recidivaron el 53,8% de los tumores que cumplian esta

premisa (p=0,05).

Tabla 29. Variaciones en numero de copias y del nimero de genes afectados de
hipermetilacion en meningiomas de grado | en funcién de la presencia de recidivas

Meningiomas de grado |
sin recidivar (n=41)

Meningiomas de grado |
que recidivaron (n=18)

Sin pérdidas de LOH 4(9,7%) 2 (11,8%)
LOH de 1 a 3 genes 9 (21,9%) 5(27,8%)
LOH de 4 a 6 genes 16 (39,1%) 5 (27,8%)
LOH>6 genes 12 (29,3%) 6 (33,3%)
Sin hipermetilacién 15 (36,6%) 3(16,7%)
Hipermetilacion de 1 a 3 genes 25 (61,0%) 12 (66,7%)
Hipermetilacion en mas de 4 genes 1(2,4%) 3(21,7%)

LOH: pérdida de heterocigosidad. Se indican en negrita los valores que mostraron diferencias

significativas (p<0,050); n: niumero.

La hipermetilacién fue superior en meningiomas primarios de grado I que sufrieron

recidivas en los genes MLHI1 (x3,4, p<0,001), RASSF1 (x2,3, p=0,048) y CDKN2B (x4,6,

p=0,046) (figura 46). Ademas, fue frecuente, aunque sin diferencias significativas, en

GSTP1. En este grupo de tumores, fue también aparentemente superior en los genes

TP73 (x2,3), ESR1 (x3,4), CDKN2A (x2,8), PTEN (x3,0) y CDH13 (x1,6). Los resultados de

VNC y de hipermetilacion obtenidos para cada gen se muestran en la tabla 30.
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Figura 46. Curvas de Kaplan-Meier para el andlisis estadistico de la aparicion de recidivas en funcion
del tiempo, en meningiomas primarios de grado |. A: hipermetilacion en MLH1 (p<0,001). B:
Hipermetilacion en RASSF1 (p=0,048). C: Hipermetilacién en CDKN2B (p=0,046).
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Tabla 30. Variaciones en el numero de copias y en el estado de metilacion de los genes
analizados con el kit MLPA MEO001-C2 en meningiomas de grado I, en los dos grupos
analizados.

Pérdida de heterocigosidad Hipermetilacion

TP INO REC TP IREC TP I1NO REC TP IREC
TP73 19 (46,3%) 10 (55,6%) 3(7,3%) 3(16,7%)
CASP8 4 (9,8%) 2 (11,1%) 0 0
VHL 6 (14,6%) 1(5,6%) 0 0
RARB 0 2 (11,1%) 0 0
MLH1 3(7,3%) 1(5,6%) 4(9,8%) 6 (33,3%)
RASSF1 2 (4,9%) 4 (22,2%) 3(7,3%) 3 (16,7%)
FHIT 5(12,2%) 2 (11,1%) 1(2,4%) 0
APC 5(12,2%) 2 (11,1%) 0 1(5,6%)
ESR1 17 (41,5%) 10 (55,6%) 2 (4,9%) 3 (16,7%)
CDKN2A 4 (9,8%) 1(5,6%) 4(9,8%) 5(27,8%)
CDKN2B 2 (4,9%) 0 2 (4,9%) 4 (22,2%)
DAPK1 7(17,1%) 3(16,7%) 0 0
PTEN 0 0 3(7,3%) 4 (22,2%)
CD44 5(12,2%) 3(16,7%) 0 1(5,6%)
GSTP1 4 (9,8%) 3 (16,7%) 10 (24,4%) 6 (33,3%)
ATM 0 0 0 1(5,6%)
IGSF4 0 0 0 0
CDKN1B 0 0 0 0
CHFR 1(2,4%) 0 0 0
BRCA2 0 0 0 1(5,6%)
CDH13 16 (39,0%) 9 (50,0%) 7 (17,1%) 5 (27,8%)
Hic1 7 (17,1%) 4 (22,2%) 1(2,4%) 1(5,6%)
BRCA1 0 0 0 0
TIMP3 8 (19,5%) 5 (27,8%) 1(2,4%) 1(5,6%)
CTNNB1 6 (14,6%) 1(5,6%) - -
CASR 7 (17,1%) 2 (11,1%) - -
PARK2 16 (39,0%) 8 (44,4%) - -
CDK6 0 0 - -
CREM 2 (4,9%) 0 - -
CELF2 13 (31,7%) 5(27,8%) - -
TNFRSF1A 0 0 - -
CcD27 1(2,4%) 2 (11,1%) - -
PAH 10 (24,4%) 3 (16,7%) - -
MLH3 4 (9,8%) 1(5,6%) - -
TSC2 8 (19,5%) 3(16,7%) - -
CDH1 2 (4,9%) 0 - -
BCL2 10 (24,4%) 4 (22,2%) - -
KLK3 10 (24,4%) 3(16,7%) - -

LOH, pérdida de heterocigosidad; TP NO REC, tumor primario que no recidiva; TP REC, tumor
primario que recidiva; (-), sin sonda para el estudio de hipermetilacion.
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8.2.5.2 Evolucién de los meningiomas de grado II en funcion de las VNC y del

estado de metilacion en genes supresores de tumor

En los 22 pacientes con meningiomas primarios grado II estudiados, 9 sufrieron
recidivas tumorales a pesar de la resecciéon completa. No se incluyen en el anélisis de

resultados los pacientes que sufrieron recidivas tras resecciones subtotales.

La LOH en los pacientes que no sufrieron recidivas tumorales afecté de media a 4,6
genes frente a 5,8 en aquellos que si sufrieron recidivas. Por su parte, la hipermetilacién
afect6 a 0,7 genes de media en los que no recidivaron frente a 1,2 en los que si lo
hicieron (diferencias no significativas). Por ello, podemos concluir que la incidencia de
VNC y de hipermetilacién de manera global, fue similar en ambos grupos de pacientes

(tabla 31).

Ni la presencia de hipermetilacién en mas de 3 TSG, ni la inactivacién completa de un
TSG mediante LOH e hipermetilacién se relacionaron con la capacidad de recidivar. No
obstante, el 33,3% de los tumores que tenian la combinacién de inactivacién en al menos
un gen y/o hipermetilacién en 3 o mas, recidivaron; ningun caso de los que no recidivé

cumplid esta premisa (p=0,05).

Tabla 31. Resumen de las variaciones en niumero de copias y del nimero de genes afectados
de hipermetilacion en meningiomas de grado Il en funciéon de la presencia de recidivas

Meningiomas de grado Il sin  Meningiomas de grado Il que

recidivas (N=10) recidivaron (N=9)

Sin pérdidas de LOH 0 0

LOH de 1 a 3 genes 3 (30,0%) 2 (22,2%)
LOH de 4 a 6 genes 5(50,0%) 4 (44,4%)
LOH>6 genes 2 (20,0%) 3 (33,3%)
Sin hipermetilacion 4 (40,0%) 3 (33,3%)
Hipermetilacion de 1 a 3 genes 6 (60,0%) 6 (66,7%)
Hipermetilacion en mas de 4 0 0

LOH: pérdida de heterocigosidad

El andlisis detallado de las pérdidas de heterocigosidad mostré alteraciones
frecuentes aunque sin diferencias, entre los tumores de grado II que recidivaron y los

que no lo hicieron en ESR1, CTNNB1, PARKZ, CELF2, PAH y MLH3. En los meningiomas de
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grado II que no recidivaron estaban aparentemente mas afectados TP73 y CASP8, si bien
las diferencias no resultaron significativas. En los casos que sufrieron recidivas,
hallamos LOH con mayor frecuencia en los genes CREM, que fue préximo a la

significacion estadistica y BCL2 que no alcanzd significacion.

Con respecto a la hipermetilacién en los casos que recidivaron, hallamos
exclusivamente alterados, los genes TP73 (27,3%) y CDKN2B (27,3%), sin diferencias
estadisticamente significativas, si bien cabe decir que la afectacién de CDKNZB fue
proxima a la significacion estadistica. Los resultados de VNC y de hipermetilacion

obtenidos para cada gen se muestran en la tabla 32.
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Tabla 32. Variaciones en niumero de copias y del estado de metilacion de los genes analizados
con el kit MLPA ME001-C2 en meningiomas de grado Il, en los dos grupos analizados

Pérdida de heterocigosidad

Hipermetilacion

TP IINO REC TP Il REC TP IINO REC TP Il REC
TP73 4 (40,0%) 2 (22,2%) 0 1(11,1%)
CASP8 2 (20,0%) 1(11,1%) 0 0
VHL 0 1(11,1%) 0 0
RARB 0 0 0 0
MLH1 0 1(11,1%) 0 0
RASSF1 0 0 2 (20,0%) 1(11,1%)
FHIT 0 0 0 0
APC 0 2 (22,2%) 0 1(11,1%)
ESR1 4 (40,0%) 4 (44,4%) 0 0
CDKN2A 1(10,0%) 1(11,1%) 1(10,0%) 0
CDKN2B 1(10,0%) 0 0 3(33,3%)
DAPK1 1(10,0%) 0 0 0
PTEN 0 0 0 1(11,1%)
CD44 1(10,0%) 1(11,1%) 0 0
GSTP1 0 0 2 (20,0%) 2 (22,2%)
ATM 0 0 0 0
IGSF4 0 0 0 0
CDKN1B 0 0 0 0
CHFR 0 0 0 0
BRCA2 0 0 0 0
CDH13 2 (20,0%) 2 (22,2%) 2 (20,0%) 2 (22,2%)
HIC1 1(10,0%) 1(11,1%) 0 0
BRCA1 0 0 0 0
TIMP3 2 (20,0%) 2 (22,2%) 0 0
CTNNB1 4 (40,0%) 3 (33,3%) - -
CASR 1(10,0%) 1(11,1%) - -
PARK2 6 (60,0%) 7(77,8%) - -
CDK6 1(10,0%) 1(11,1%) - -
CREM 0 3 (33,3%) - -
CELF2 5 (50,0%) 5 (55,6%) - -
TNFRSF1A 0 0 - -
CD27 0 1(11,1%) - -
PAH 4 (40,0%) 3 (33,3%) - -
MLH3 3 (30,0%) 3 (33,3%) - -
TSC2 0 1(11,1%) - -
CDH1 0 0 - -
BCL2 2 (20,0%) 5 (55,6%) - -
KLK3 1(10,0%) 1(11,1%) - -

TP, tumor primario; NO REC, no recidiva, REC, recidiva; (-), sin sonda para el estudio de

hipermetilacion.
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El meningioma es el tumor intracraneal mas frecuente en la edad adulta. Su maxima
incidencia se da entre la quinta y la séptima década de vida, con una edad mediana de
presentaciéon de 65 afios y una clara predominancia femenina, que actualmente
permanece inexplicada (650.299), La agresividad del meningioma se establece atendiendo
a sus caracteristicas histopatolégicas, de manera que se clasifican en tumores de grado I
o benignos, grado Il o atipicos y grado III o anaplasicos (4. Aunque el curso benigno y el
crecimiento lento es lo mas habitual, la recidiva tumoral es la principal complicacién que
condiciona el comportamiento clinico de la enfermedad y la supervivencia global de los
pacientes: entre un 10-15% sufren recidivas en un plazo de 5 afios y hasta el 37% en 10
afios (4997.119.165) E] porcentaje de recidivas es claramente superior en meningiomas
atipicos y anaplasicos, pero la gran frecuencia de meningiomas grado I, implica que el
80% de todas ellas se produzcan en pacientes con meningiomas histolégicamente
benignos (165). Debido a esto, la necesidad de una estratificacion del riesgo mas precisa,

es acuciante.

En este trabajo estudiamos 120 meningiomas procedentes de 101 pacientes, con el
objetivo de evaluar el potencial pronéstico de un conjunto de genes supresores de
tumor, implicados en la iniciacién y progresion neoplasicas. Para este estudio se
seleccionaron, ademas, una serie de meningiomas primarios de grado I que habian
sufrido recidivas tumorales, con el fin de evaluar qué caracteristicas determinan tal

evolucién dentro estos tumores, benignos desde un punto de vista histolégico.

1 Caracteristicas clinicas e histopatoldgicas relacionadas con la

recidiva tumoral

Los parametros clinicos mas relacionados con la supervivencia libre de enfermedad
de los pacientes con meningiomas son la radicalidad de la cirugia, el tamafio tumoral, la
localizacidon (1030120,166) 13 edad al diagnoéstico (10.72166) y e] género (10.30,169) ademads, por

supuesto, del grado histolégico.

Tras la reseccion quirtrgica de la lesidn, la capacidad de recidivar de los
meningiomas podria deberse a la persistencia local de células tumorales, a la
microinvasion de los vasos linfaticos, o a una reseccién microscépica incompleta del

tumor. Un mecanismo alternativo, consistiria en el desarrollo de un nuevo tumor,
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consecuencia de una predisposicién genética incrementada y/o un ambiente favorable.
A pesar de la identificaciéon de factores que influyen en la aparicién de recidivas, en la
actualidad no se dispone de modelos predictivos eficaces (166254) | La literatura sittia la
supervivencia libre de enfermedad en pacientes con resecciones totales, en el 88% a los
5 afos del diagndstico, y en el 75% a los 10 afios; por su parte, en pacientes con
resecciones subtotales, alcanza el 61% y el 39%, respectivamente (49). En nuestros
resultados, la supervivencia libre de enfermedad en pacientes con resecciones
completas fue préxima al 70%, siendo algo menor a lo descrito en la bibliografia. En los
tumores que habian sido resecados parcialmente no alcanzé el 25%. Asi, la radicalidad

de la cirugia se asoci6 fuertemente con la evolucion.

El tamafio tumoral fue estadisticamente superior en los tumores que recidivaron,
con una media 1,4 cm mayor que en aquellos que no lo hicieron, de manera analoga a lo

descrito en la bibliografia. (30,165.254,291,292),

Los meningiomas con localizaciéon espinal fueron significativamente de menor
tamano que los de las demas localizaciones y fueron también los que menos recidivaron.
En el mismo sentido, los tumores de la base del craneo fueron los de mayor tamafio; esta
diferencia no fue significativa de manera global, pero al compararlo con los tumores de
la fosa posterior, detectamos que recidivaban con mayor frecuencia, lo que coincide con
descripciones previas (120292), probablemente por las dificultades que entrafia la cirugia

en estas localizaciones.

Con respecto a la edad de debut de la enfermedad, que se ha referido en torno a los
65 afios 34), encontramos una disminucién de 5 afios. Este descenso es probablemente
consecuencia de la elevada proporcién de meningiomas que recidivaron dentro de los
tumores de grado I que incluimos en nuestro estudio; se sabe que ofrecen peor
prondstico los tumores que debutan a edades mas tempranas (292), por lo que es

coherente la deteccién de una edad mediana menor.

Est4 descrito que el grado histolégico es un factor fundamental relacionado con la
capacidad de recidivar de estos tumores. La incidencia de recidivas en los meningiomas
de grado I es de un 7-20%, de un 30-40% en los meningiomas de grado Il y de un 50-
80% en los meningiomas de grados Il (7273), porcentajes que habitualmente resultan
significativamente diferentes. En nuestra serie, la proporcién de meningiomas de grado I

que recidivaron fue superior (35,9%) a causa de la selecciéon de los casos. El periodo de
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seguimiento también influye, como es ldgico, en la incidencia de recidivas que se
describen en la bibliografia, con tasas que apenas alcanzan 11% cuando el seguimiento
medio es inferior a 4 afios (255), por lo que en nuestra serie procuramos un seguimiento

minimo de 5 afios que alcanzé valores muy superiores en la mayoria de los casos.

Por otra parte, el ratio mujer/hombre se situd, al igual que en la bibliografia
disponible, en 2,3:1 (67). También se describe una mayor prevalencia de varones con
tumores de grados superiores, donde el clasico ratio superior de afectaciéon femenina
desaparece, lo que justifica que, de manera general, el sexo masculino se haya asociado
con un peor pronostico (143292), De manera analoga, en nuestra serie, la evolucion de los
pacientes varones fue estadisticamente peor que la de las mujeres, con independencia

del grado histolégico de los tumores.

La evaluacién inmunohistoquimica del potencial proliferativo de los meningiomas
con el anticuerpo MIB-1/Ki-67 se ha considerado de utilidad para predecir el pronéstico
de los pacientes. La valoraciéon de Ki-67 puede hacerse en areas seleccionadas por su
alta frecuencia de nucleos positivos, en areas seleccionadas al azar, o haciendo la media
de todas las areas del tumor (6476), Las diferencias metodolégicas para cuantificar este
marcador justifican la gran variabilidad referida en la literatura (3 y que, a diferencia del
numero de mitosis, la valoraciéon de Ki-67 no se encuentre entre los criterios de la OMS

para establecer el grado tumoral (4.

En nuestro estudio, el indice de Ki-67 fue estadisticamente superior en los
meningiomas de grado histolégico II, tanto si analizamos el valor maximo que adquiere
Ki-67 en las areas de mayor actividad proliferativa, como si tomamos el valor promedio
en la superficie analizada. Por otra parte, el nimero de mitosis en los meningiomas
primarios de grado II también fue estadisticamente superior a los de grado I ). Con
respecto a la evolucion, tanto el nimero de mitosis como los indices de Ki-67 medio y
maximo se relacionaron estadisticamente con la tendencia a recidivar, en acuerdo con

descripciones previas (62.6470,272),

Para este estudio de marcadores de proliferaciéon celular hemos utilizado TMAs,
construidos a partir de areas representativas de las muestras tumorales, seleccionadas
por el patdlogo. Los TMAs son ttiles para el estudio de material incluido en parafina; en
ellas, se realizan las técnicas de laboratorio simultdneamente y de manera homogénea

sobre conjuntos numerosos de muestras, lo que mejora la estandarizacion y reduce los
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costes, en tiempo y reactivos consumidos (278-280); esto motivé su eleccidon para, ademas
de estudiar Ki-67 y el indice mitético, evaluar con sondas FISH los cromosomas mas
implicados en meningiomas de cara a establecer patrones relacionados con la iniciacién

y progresion tumorales.

2 Caracterizacion genética de meningiomas primarios y

meningiomas recidivados

Numerosos grupos han estudiado el perfil genético de los meningiomas, siendo las
técnicas de citogenética las que hasta el momento han aportado los datos mas
concluyentes. No obstante, las metodologias moleculares que se han aplicado para
elucidar los mecanismos moleculares implicados en estos tumores son muy diversas
(100,231,253,258,292,293)  En nuestro trabajo hemos abordado la caracterizaciéon genética de
los meningiomas desde la citogenética clasica hasta el estudio molecular de diferentes
genes supresores de tumor por MLPA. Esta caracterizacién se ha realizado tanto en
meningiomas primarios como en meningiomas recidivados, estos ultimos relativamente

inexplorados en la bibliografia.

2.1 Citogenética convencional (cariotipo) y citogenética molecular (iFISH)

Para la obtencién de resultados mediante los estudios de cariotipo es imprescindible
el crecimiento “in vitro” de las células a estudiar. Las células tumorales procedentes de
meningioma no se adaptan bien a las condiciones de cultivo “in vitro”, sobre todo a largo
plazo. Al igual que “in vivo”, su crecimiento “in vitro” es relativamente lento. Como
describen Lerner et al, la obtencién de una monocapa celular lleva entre 7 y 25 dias de
media (294, por lo que la obtencién de metafases suficientes para realizar el cariotipo no
es facil. En nuestra casuistica, se logré analizar el cariotipo en el 58,3% de las muestras

incluidas en este proyecto.

Los meningiomas presentan una heterogeneidad citogenética importante con un
rango variable que, segin anteriores trabajos, se sitia en un 33-60% diploidia-

hipodiploidia (77.78), siendo la hiperdiploidia muy rara en estos tumores (21.78129)
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Nuestros resultados se ajustan a estos rangos; en casos aislados detectamos metafases

triploides, tetraploides y poliploides.

La alteracién cromosdmica asociada de manera mas consistente a los meningiomas
es la monosomia total o parcial del cromosoma 22, cuya afectacién oscila entre el 40 y el
80% de estos tumores en las diferentes series estudiadas (21.5581129,134) En nuestra
casuistica, el 45,7% de los casos mostraron alteraciones en este cromosoma. La
afectacion fue similar en los tumores primarios y en las recidivas, asi como en los grupos
de tumores de distintos grados histolégicos, lo que incide en la importancia de este

cromosoma en la tumorigénesis de los meningiomas (21,5581,129,134),

La aplicacién de la técnica de iFISH en la determinacién del estado de 22q suele
ofrecer una sensibilidad mayor que el estudio del cariotipo. En trabajos en que se
comparan ambas técnicas en un mismo grupo de muestras, se describe una afectacién
un 20% superior al analizar el cromosoma 22 mediante iFISH, frente a la citogenética
clasica (114294), Aan asi, la deteccion de esta alteracion mediante iFISH también varia en
las distintas series de la bibliografia consultada, con frecuencias de un 48,6% (261, un 50-
709% (69.261) o incluso un 83,3% (114), De manera similar, en nuestra serie detectamos
alteraciones en 22q por iFISH en el 57,1% de las muestras, con afectacién similar en los
tumores primarios independientemente del grado. En las recidivas de meningioma las
alteraciones del 22 fueron mas frecuentes que en los tumores primarios, sin alcanzar
significacion estadistica, si bien todas las recidivas de grado II-1II mostraron pérdidas en

este cromosoma.

La introduccién de cambios secundarios se relacionan con la progresién hacia la
malignidad en el meningioma. De ellos, la pérdida del brazo corto del cromosoma 1 es la
segunda anomalia mas habitual en meningiomas (21.90103111114) ]o que concuerda con
nuestros datos. Los puntos de rotura mas frecuentes son 1p11, 1p13-1p21, 1p22, 1p32-
1p36 (118151) 3] jgual que en nuestros resultados; cabe destacar que el punto p11 se vio
implicado en los 3 casos que presentaron translocaciones equilibradas entre los

cromosomas 1y 14.

La pérdida de material en 1p se detecta como alteracién tnica (129, o en asociacién
con otros cambios -generalmente la monosomia 22- en un tercio de los meningiomas
(100.102,117), Nuestros hallazgos en el estudio cariotipico muestran, también, una

asociacion estadisticamente significativa entre la pérdida de parte de los brazos cortos
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del cromosoma 1 y las alteraciones del cromosoma 22. En nuestra serie la afectacion de
1p fue similar a la descrita en la bibliografia (21.69.105,114,118,150,261,272) sj bien por iFISH se
demostré una proporcién de alteraciones 1,6 veces superior, lo que coincide con

trabajos previos en que comparan la sensibilidad de la citogenética clasica y de la iFISH

(294),

La distribucién de pérdidas en 1p fue superior en las recidivas frente a los tumores
primarios, sin alcanzar significacion estadistica. En los distintos grados histoldgicos la
bibliografia ofrece resultados heterogéneos en los meningiomas de grado I
(69,105,150,261,272,292) qunque es muy superior en los de grados II y III (105.150.292) De acuerdo
con esto, en nuestra serie la frecuencia de alteraciones en 1p fue mayor en los tumores
de grados superiores con el estudio por citogenética convencional (préximo a la
significaciéon estadistica), pero su diferencia fue menos acusada al analizarlas mediante
citogenética molecular (iFISH). Esta diferencia puede deberse a la valoracién de células

no tumorales en los TMAs, tales como las células inflamatorias.

Otro de los cromosomas mas implicado en los meningiomas es el cromosoma 14. En
torno al 18% de los meningiomas analizados presentaron alteraciones citogenéticas en
el cromosoma 14; la mas frecuente fue la monosomia total o parcial de este cromosoma,
en acuerdo con descripciones previas (114) y los resultados obtenidos mediante iFISH
confirmaron estos hallazgos (292294, En la literatura consultada se describe una
incidencia superior en las recidivas frente a tumores primarios, hecho que queda
significativamente reflejado en nuestros resultados. De manera analoga, su afectacion es
mas frecuente en meningiomas de grados II y III (6990163) ]o que también ha sido
confirmado significativamente en nuestra serie, por lo que se puede deducir que las
pérdidas en el cromosoma 14 estdn relacionadas con la progresiéon tumoral del

meningioma.

Ademas del andlisis de los cromosomas mas implicados en la iniciacién y progresiéon
de los meningiomas, el estudio del cariotipo proporcioné una visién conjunta sobre la
inestabilidad cromosémica en este tumor y su gran heterogeneidad. Algunos autores
detectan cariotipos mas complejos en varones que en mujeres (111,114129131) ‘hecho que
justificaria la relacion entre el sexo masculino y un prondstico desfavorable. En nuestra
serie se observa también esta relacién, aunque sin alcanzar significaciéon estadistica,

probablemente debido a la elevada proporciéon de meningiomas de grado I con
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pronostico desfavorable que, al ser mas frecuentes en mujeres, aumenta la proporcién

de tumores con cariotipos complejos en ellas.

Las pérdidas mas frecuentemente descritas, tras las de los cromosomas 1 y 14,
afectan a los cromosomas 6, 10 y 18 (90.96,114,208,292) de manera analoga a lo que hallamos
en esta tesis. Asi mismo, tal y como sucede en la bibliografia consultada, en casi todos los
cromosomas se han observado ocasionalmente cambios numéricos o estructurales (40).,
En nuestro caso, la excepcidon fue el cromosoma 21, intacto en los 70 cariotipos

analizados.

En el cromosoma 6 se han reportado tasas de afectacién préximas al 15% (114) y
Carvalho et al las detectan en meningiomas con un alto potencial proliferante (208), En
nuestro trabajo un tUnico cariotipo presentaba monosomia 6, y otros 2 alteraciones
estructurales de este cromosoma aunque, como discutiremos mas adelante, las

alteraciones en genes situados en este cromosoma fueron relativamente mas frecuentes.

Las deleciones del cromosoma 10 (del1l0qg-) aumentan con el grado histolégico
(9096170); por ello, se relacionan con un curso clinico agresivo (169) aunque no se ha
esclarecido si la agresividad es consecuencia de la pérdida cromosémica o del grado
histolégico del tumor (90.91.96169170), En nuestra casuistica detectamos alteraciones en

este cromosoma en un tumor primario y en dos recidivas, todos ellos de grados Il y III.

Asimismo, se ha descrito el valor predictivo de las pérdidas en el cromosoma 18, que
son mas frecuentes en los tumores de grado Il y III (114292), de manera similar a nuestros
resultados, en los que so6lo uno de los cinco tumores con pérdidas en el cromosoma 18

era de grado L.

Especial mencién merece la pérdida de un cromosoma sexual, descrita en un 42% de
los casos con monosomia 22 y, con la mitad de frecuencia, en los casos con alteraciones
concomitantes en el 22 y el 1 (21, En nuestro trabajo, las pérdidas de cromosomas
sexuales se detectaron siempre asociadas a la monosomia 22, salvo en un caso en que
también estaba implicado 1p, y su frecuencia fue préxima a la descrita por otros autores
(292), Ademas, la pérdida de un gonosoma fue algo superior en los meningiomas

recidivados que en los tumores primarios analizados.
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2.2 Genes supresores de tumor en los cromosomas mas frecuentemente

implicados en la biologia del meningioma: cromosomas 22, 1y 14.
2.2.1 Sobre las alteraciones moleculares en el cromosoma 22

El desarrollo de las técnicas moleculares ha permitido identificar a NF2 como el
principal gen supresor de tumor, localizado en 22q12 e implicado en la oncogénesis del
meningioma (145191, E] interés del analisis de NF2 mediante MLPA radica en la
posibilidad de estudiar simultaneamente los 17 exones del gen, lo que proporciona
informacién detallada sobre su estado alélico. La principal ventaja que ofrece la MLPA es
la sensibilidad, ya que analizamos regiones génicas muy concretas; cambios, incluso de
un solo par de bases, pueden proporcionar una sefial disminuida indicando pérdida de
heterocigosidad (LOH), sea su origen una mutacién puntual o sea una verdadera

delecién parcial.

La utilizacién de técnicas con un poder de resolucién superior a la citogenética
clasica y molecular, ha aumentado la proporcién de meningiomas en que se detecta la
implicacién del cromosoma 22, concretamente del locus 22ql2 y del gen NEZ
(143,145,147,148,176,180,208), En este sentido, la tasa de alteraciones determinada mediante
MLPA, resulta ligeramente superior a las habitualmente descritas con otras técnicas
basadas en PCR como son la secuenciacion o el alelotipado (124143), o que pone de

manifiesto su elevada sensibilidad.

Las alteraciones en NF2, aparte de ser evidentes en el sindrome de la
Neurofibromatosis tipo 2, se han detectado en tumores cerebrales como los
schwannomas y ependimomas (180.191) y en otras neoplasias como los mesoteliomas (147),
Cabe mencionar que NF2 no ha demostrado puntos calientes para su inactivaciéon. De
hecho, tanto en meningiomas como en pacientes con Neurofibromatosis de tipo 2, se
encuentran todo tipo de mutaciones, pero las vias que llevan a la inactivacién de este
gen aun no han sido esclarecidas (147). De aqui el interés por determinar los valores
promedio de las diferentes regiones del gen (regién de homologia a proteinas 4.1 y

region rica en a-hélice) para establecer diferentes subgrupos de tumores a estudiar.

Las pérdidas de NF2 encontradas en nuestros casos fueron siempre en heterocigosis
con una frecuencia global de deleciones similar a las descritas en otros trabajos con
similares abordajes técnicos, tanto para el estado global del gen NF2 como para la

detecciéon de deleciones parciales (194275). En ningln caso detectamos pérdidas en
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homocigosis de NF2, en coherencia con los hallazgos de otros autores (275), Este hecho
sugiere la existencia de un segundo mecanismo inactivador segin la hipétesis de
Knudson (295, que llevaria a la pérdida de funcién de la proteina merlin. En nuestra serie
se aprecia una mayor tasa de LOH en NF2 en recidivas, con una afectaciéon un 20%
superior a la detectada en meningiomas primarios, y también un 13% superior en
meningiomas grado II frente a los de grado I, aunque estas diferencias no alcanzaron
significacién estadistica. Este hecho es similar a lo que se describe en otras series
publicadas (124190.258), Un hallazgo llamativo ha sido que las deleciones en la primera
porcion del gen han triplicado a las que afectaban a la parte terminal, tanto en los
meningiomas primarios como en tumores recidivados; de hecho, en estos ultimos, fue el

Unico tipo de delecién parcial que se detect6.

Con respecto a los cambios en NFZ en los distintos subtipos histolégicos de
meningiomas, el subtipo meningotelial muestra pérdidas con menor frecuencia que el
resto de subtipos histologicos, entre el 25% y el 36% segin las series publicadas
(124143,145) Estos valores se aproximan a los detectados en nuestro trabajo en
meningiomas de grado [; no obstante, en nuestra serie en su totalidad, presentaron
pérdidas en NF2 la mitad de los meningiomas meningoteliales, lo que coincide con las
descripciones de Kros et al. (196). Los demas tipos histolégicos presentaron tasas de
alteraciones proéximas al 70-80% de los casos, de acuerdo con descrito en la bibliografia
consultada (129, En el presente estudio, los tumores fibroblasticos fueron los mas
afectados, en los que se alcanz6 un 90% de los casos. Cabe mencionar que los tumores
angiomatoso, metaplasico y los secretores no presentaron en ningiin caso pérdidas en

NF2.

Las pérdidas totales o parciales del cromosoma 22 / NF2, resultan menos frecuentes
en los tumores de la base del craneo, con frecuencias del 23% al 40% (111114); nuestros
resultados se sitian en este rango. Los tumores de la base del craneo son habitualmente
de histologia meningotelial (124185196.231,296); este hecho apoya la teoria de una
histogénesis diferencial para los tumores en esta localizacion, que desarrollaria una ruta
de eventos genéticos independiente de NF2 en buena parte de los casos (124185,196,231,296),
Es destacable que ninguno de los tumores de la fosa olfatoria mostr6 deleciones en NF2,

lo que corrobora descripciones previas (196).
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El estado del cromosoma 22 se ha determinado mediante citogenética clasica, iFISH,
y concretamente el gen NF2, mediante MLPA. El acuerdo entre las técnicas valorado
mediante el estadistico Kappa de Cohen fue moderadamente bueno. No obstante, cabe
comentar las diferencias detectadas con las distintas técnicas. Por un lado, encontramos
15 casos en los que la MLPA detecté deleciones en NF2 que no detectaron las técnicas
citogenéticas. Esto se puede atribuir a la resolucién de las técnicas; una pérdida alélica
no quedaria reflejada en el cariotipo, o puede ser pequeia para su deteccién mediante la
sonda de FISH, mientras que la técnica de MLPA dispone de mayor sensibilidad, al
estudiar el estado alélico ex6n a exén. Por otro lado, 4 casos mostraron pérdidas de
material genético en el cromosoma 22 mediante citogenética que no pudieron ser
detectadas por MLPA. Esta discrepancia podria atribuirse, o bien a un bajo contenido en
células tumorales en la biopsia desde la que se extrajo ADN, o bien a la existencia de
mosaico cromosdmico, con una baja representacion de la poblacién con monosomia
parcial o total del cromosoma 22. Si ajustamos el indice de concordancia a las
discrepancias por déficit de sensibilidad mediante citogenética, obtenemos un indice
Kappa de Cohen de 0,907, lo que implica un acuerdo excelente entre ambos tipos de
técnica. Podemos concluir que la MLPA resulta una técnica eficaz y muy sensible ya que
puede detectar alteraciones a nivel genético en casos en que no se ha producido

alteracion cromosomica.

El gen TIMP3, localizado en 22q12.3, codifica una proteina inhibidora de las
metaloproteinasas de la matriz (MMPs), aunque es un candidato a gen supresor de
tumor por mecanismos independientes a esta funcién. Encontramos LOH en TIMP3 en
una cuarta parte de los casos estudiados; fue significativamente superior en los tumores
recidivados frente a los primarios y no mostré diferencias entre los distintos grados
histolégicos. Hasta donde sabemos, este hecho no estd descrito en la bibliografia
consultada, pero es coherente con las pérdidas que afectan al cromosoma 22 ya que en
la practica totalidad de los casos, las pérdidas en TIMP3 estaban ligadas a la pérdida de
un cromosoma 22 o del gen NFZ; esto apoya la importancia del locus 22q12 en la
oncogénesis de los meningiomas. Por otra parte, la pérdida de expresién mediante
hipermetilacién del promotor de TIMP3 se ha referido en varios tipos tumorales como el
glioblastoma secundario, el cancer renal o el adenocarcinoma pancreatico (297298, Los
niveles de hipermetilacién en meningiomas, descritos en la bibliografia, apoyan la idea

de que este evento se relacionaria con los tumores de grados II y III (239.240261) qunque
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para otros autores, la asociacion no esta clara (237). En nuestros casos, la hipermetilacién
fue superior en los meningiomas recidivados que en los primarios, pero el bajo nimero
de casos con hipermetilacién en TIMP3 no permitié extraer resultados estadisticos. En
todos ellos habia alteracién en el cromosoma 22, bien por pérdida de un cromosoma,
bien por delecién en 22q o bien por pérdida del gen NF2, de manera andloga a

descripciones previas (240),

2.2.2 Sobre las alteraciones moleculares en el cromosoma 1

En el brazo corto del cromosoma 1 se ha sugerido la presencia de varios genes
supresores de tumor: TP73, ALPL, hRAD54 y CDKNZ2(C (299300) ]o que enfatiza la
importancia de este cromosoma en la biologia del meningioma. Hemos abordado su
estudio mediante varias técnicas para perfilar las pérdidas detectadas. El estudio del
locus 1p34 mediante MLPA proporciond valores similares a la iFISH. Analizamos
también la regiéon mas distal del brazo corto del cromosoma 1 (1p36), en la que se

localiza el supresor de tumor TP73.

TP73 es el principal candidato a supresor tumoral implicado en la biopatologia de los
meningiomas. Estd relacionado estructural y funcionalmente con TP53 y muestra
funciones opuestas dependiendo del contexto biolégico, de manera que puede actuar
favoreciendo el crecimiento celular o induciendo la detencién del ciclo (215). Esta
dualidad, asi como las variaciones técnicas que emplean los diferentes trabajos sobre él,

justificarian las divergencias halladas en la bibliografia (243.259,301),

La LOH descrita en TP73 se sita en el 40% de los casos (3°1), mientras que en nuestra
serie las deleciones en este gen afectaron a la mitad de los meningiomas primarios
analizados. En meningiomas recidivados el porcentaje fue algo superior. Cabe destacar

que la mitad de las pérdidas de este gen las encontramos en homocigosis.

Hemos analizado el estado de metilacién de este gen para conocer su posible
inactivacion mediante pérdida de un alelo y silenciamiento del otro (295). Trabajos
previos postulan su implicacién tanto en la génesis (239243) como en la progresion
tumoral de los meningiomas (241). Con una metilacién global préxima al 15% de los
casos, sin diferencias significativas entre los diferentes grados histolégicos, y con una

incidencia ligeramente superior en recidivas frente a tumores primarios, nuestros
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resultados apoyan los trabajos que sugieren que la alteracién epigenética de TP73 es un

evento temprano en el proceso en multiples pasos del desarrollo de los meningiomas

(239,243),

2.2.3 Sobre las alteraciones moleculares en el cromosoma 14

El gen MLH3 situado en 14q24.3, es un gen de reparaciéon del ADN implicado en
varios tipos tumorales y relacionado con la progresion tumoral (302303), Hasta el
momento no hay ninguna referencia bibliografica en que se describa el estado alélico de
MLH3 en meningiomas. En nuestra serie, la LOH en MLH3 se asoci6 estadisticamente con
el grado histopatoldgico, tanto en el grupo de meningiomas primarios, como en los
recidivados, en los que Unicamente mostr6 LOH en las recidivas de grados II y III.
Ademas, las alteraciones determinadas mediante citogenética (region 14q32) y/o
mediante MLPA (14q13.2), fueron coherentes con este hallazgo, ya que se asociaron con
LOH en el gen MLH3 en mas del 70%. Esto enfatiza la inestabilidad manifiesta del
cromosoma 14 durante la progresiéon tumoral, y confirmaria hipotesis previas sobre la
localizacién de genes potencialmente implicados en la biologia del meningioma (164.302);

asi, MLH3 se postula como un firme candidato a supresor tumoral en esta region.

Diferentes trabajos han aplicado la tecnologia de MLPA sobre material incluido en
parafina (262.277.304) sj bien ninguno de ellos ha sido en este tipo tumoral. Las similitudes
entre los resultados citogenéticos de los cromosomas 1, 14 y 22 y los proporcionados
con las sondas de MLPA de NF2, 1p32, 1p36 (TP73), 14q13 y 14q24.3 (MLH3) incluidas
en los kits utilizados, apoyan la validez de la MLPA para su uso en meningiomas fijados

en formalina y embebidos en parafina.

2.3 Variacion en nimero de copias y metilacion de genes implicados en la
biopatologia de los meningiomas, situados en diversas regiones

cromosOmicas

La diversidad de cromosomas afectados en los meningiomas justifica la necesidad de
explorar la presencia de TSG a lo largo de su genoma y los mecanismos de inactivacion a

que estarian sujetos. Trabajos previos con técnicas moleculares de alto rendimiento
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muestran alteraciones en mas de dos tercios de los meningiomas analizados (293.305), que
afectan de media al 10% de las regiones analizadas en cada tumor (305306) estos
resultados son comparables a los nuestros, con una media de LOH aproximada de 5
genes por tumor al estudiar 38 regiones diferentes. Sin embargo, pocos investigadores
han realizado este tipo de estudios sobre muestras tan importantes, en un servicio de
Anatomia Patolégica, como son las fijadas en formalina e incluidas en parafina
(262,277,293304) y, hasta la fecha, ninguno ha aplicado la MLPA en meningiomas sobre este

tipo de material.

Nuestros resultados muestran que los genes supresores de tumor que con mas
frecuencia presentaron LOH, ademds del ya discutido TP73, fueron ESRI y CDH13,
afectados en mas de un tercio de las muestras. Cerca del 15% de los casos mostraron
LOH en HIC1, DAPK1, CD44 y CASP8. Los genes supresores de tumor VHL, RARB, MLH1,
RASSF1 y FHIT, del brazo corto del cromosoma 3, y APC, CDKN2A y CDKN2B y GSTP1
presentaron LOH en alrededor de un 10% de los casos. Ademas, en nuestro estudio

hallamos LOH en el gen PTEN que afect6 inicamente a meningiomas recidivados.

Los mecanismos genéticos y moleculares subyacentes a las alteraciones epigenéticas,
todavia no se conocen bien, pero las alteraciones que afectan a la metilacién del ADN
influyen en la génesis de numerosas neoplasias (234307.308) E] estudio del estado
epigenético de genes supresores en tumores en los que todavia no se ha alcanzado una
explicacion genética para su evolucién, es una herramienta potencial para mejorar la
estratificacion y afinar el pronoéstico de los pacientes afectados (234236), Trabajos previos
en los que se analiza el estado de metilacion de conjuntos de genes supresores de tumor
en meningiomas, describen tasas de hipermetilaciéon en al menos una de las regiones
estudiadas en proporciones que van desde el 50% de los casos (237) hasta practicamente

el 1009 (239.259), de manera similar a nuestros datos.

Los TSG que en mas casos mostraron hipermetilacién fueron GSTP1 y CDH13. Entre
un 10 y un 20% de los casos presentaron hipermetilaciéon en TP73, RASSF1, CDKNZ2A,
CDKNZB, MLH1 y PTEN y un 5% de los casos en ESR1.

Desde esta perspectiva mixta sobre la inactivacion mediante pérdida de
heterocigosidad o hipermetilacién de los genes supresores de tumor, y atendiendo a la
frecuencia de LOH detectada en nuestra serie, analizamos nuestros resultados frente a la

bibliografia disponible al respecto.
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El gen ESR1, localizado en 6q25.1, codifica un factor de transcripcién cuya unién con
el ADN influye en la compactaciéon de la cromatina y en diferentes modificaciones
epigenéticas (399). La incidencia femenina de meningiomas y su crecimiento acelerado
durante el embarazo, entre otros, han motivado diversos estudios sobre el papel de las
hormonas esteroideas en el desarrollo de los meningiomas, aunque son miultiples las
discrepancias sobre su funcién en este tipo tumoral 310), Si bien ha sido ampliamente
descrita la infrecuente expresion del receptor ER mediante detecciéon de su ARNm o de
la proteina, nada hay descrito sobre el estado alélico del gen en meningiomas. En
nuestra serie detectamos LOH en mas del 40% de los casos, sin diferencias entre grados
ni entre tumores primarios y recidivas. Es interesante indicar que un gen analizado
simultdneamente en la regién 6q26, PARKZ, mostré similares tasas de LOH. Codifica una
E3 ubiquitin protein ligasa, de funcién concreta desconocida pero que participa en la
sefalizacién de proteinas para su degradacidn en el proteasoma. Al igual que ESRI, la
distribucién de alteraciones fue similar en tumores primarios y recidivas de

meningioma, y también entre los diferentes grados histolégicos.

En dos trabajos previos sobre la alteracién epigenética de ESRI se describe que un
15-20% de los meningiomas analizados presentaron hipermetilacién (239276), En nuestra
serie, detectamos una proporcién ligeramente inferior, con una afectacién mayor en las
recidivas analizadas. Estadisticamente no observamos diferencias entre tumores de
grado l y de grado II, al igual que en los mencionados trabajos (239.276), Cabe destacar que
su metilacion se asocié con la pérdida del cromosoma 22 y/o otras alteraciones del
cariotipo, frecuentemente con la monosomia total o parcial del cromosoma 14, lo que

sugiere que cambios en este gen se relacionarian con la progresion tumoral.

El gen CDH13 localizado en 16q24.2, es un miembro de la familia de las cadherinas,
que codifica una proteina transmembrana de adhesion celular. Aunque se trata de un
gen que se ha visto infraexpresado en neoplasias como el cancer de pulmdn, ovario y
prostata y generalmente se asocia con un pronostico clinico desfavorable 311-313) Jas
consecuencias de su inactivacion permanecen inexplicadas. El mecanismo de
inactivacién mas frecuente es la hipermetilaciéon. No hay referencias sobre la LOH en el
meningioma; no obstante, se ha descrito LOH en similar proporcion a las detectadas en

este trabajo, en el linfoma de células B maligno 314) y en el cancer de ovario de alto
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grado (312). En nuestro estudio la proporcién de LOH en CDH13 fue similar en
meningiomas primarios y en recidivados, y ademas en los meningiomas de grado I fue
significativamente mayor que en los de grados superiores. A diferencia de Martinez-Glez
et al, que detectan hipermetilacion de CDH13 en meningiomas de manera esporadica
(34), en nuestra serie, alcanz6 una quinta parte de los casos (2%9). La hipermetilacion en
CDH13 se ha relacionado con una mayor capacidad invasiva en el adenoma de pituitaria
(313), Si bien en nuestros casos no encontramos diferencias entre los distintos grados, fue
superior la hipermetilacién en CDH13 en las recidivas tumorales frente a los tumores

primarios, aunque sin alcanzar significacién estadistica.

El gen HIC1 localizado en 17p13.3, codifica un represor transcripcional implicado en
la regulacién del crecimiento celular, en las respuestas al dafio en el ADN via p53 y en la
migraciéon celular $15. No encontramos referencias sobre la LOH en HICI en
meningiomas, y citogenéticamente esta en una regién poco alterada en estos tumores.
No obstante, algunos trabajos detectan pérdidas en cerca de una cuarta parte de los
casos mediante técnicas moleculares, como la aCGH (°0) o la RFLP (316), lo que resulta
muy similar a nuestros datos. Estad mas estudiada su alteracién en otros tumores del SNC
como los ependimomas y el meduloblastoma, en los que se asocia con tumores mas
agresivos (17), En nuestra serie, este gen presenté deleciones significativamente mas
frecuentes en meningiomas recidivados que en primarios, si bien no mostro6 diferencias

entre grados histologicos.

El gen DAPKI, localizado en 9p34.1 codifica un mediador de muerte celular
programada inducida por interferén gamma. Hay varios trabajos en los que estudian su
estado alélico por MLPA, con resultados dispares: ningtn caso alterado en una serie de
15 casos (276), y un 21,5% en otra con 42 meningiomas (258). En este ultimo trabajo,
detectan un pequefio incremento de afectacién en los tumores de grados superiores, de
manera similar a nuestros resultados. En nuestra serie, la distribuciéon de LOH en DAPK1
fue similar en meningiomas primarios y recidivas. Aunque su hipermetilacién se ha
descrito en cancer de ovario, pulmén o melanoma, en los que se asocié con el proceso de
metastasis (318), nada hay descrito en meningiomas; en nuestro estudio fue un evento

aislado que detectamos en una sola recidiva.

El gen CD44, situado en 11p13, codifica el receptor de hialuronidato, que participa en

las uniones célula-célula, e interacciona con la proteina merlin. Aunque se han estudiado
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defectos en las proteinas que se unen a este receptor, no encontramos ningun trabajo
sobre la LOH de este gen, como responsable de su déficit funcional en ningin tipo
tumoral. No obstante, la expresion inmunohistoquimica de CD44 en meningiomas parece
relacionarse con un peor pronostico 319, En nuestra casuistica encontramos LOH en
CD44 en un pequeio porcentaje de casos, sin diferencias entre los tumores de grado I y
grado II, ni entre tumores primarios y recidivas. La hipermetilacion en este gen se

detect6 de manera esporadica, al igual que en trabajos previos (258),

El gen CASP8 localizado en 2q33-2q34, es un regulador de la muerte celular
programada y, por tanto, clave en la defensa contra el cancer. Aunque en nuestro estudio
el porcentaje de deleciones no mostré diferencias entre tumores primarios y recidivas,
fue mayor en los meningiomas de grados superiores (sin alcanzar significacién
estadistica), lo que podria sugerir cierta asociacién con un potencial agresivo superior.
Esporadicamente, sélo 2 casos de la serie, mostraron hipermetilaciéon de su promotor, de

manera similar a lo descrito en la bibliografia. (258)

El andlisis mediante aCGH ha evidenciado pérdidas en 3p en mas del 20% de los
meningiomas (208), dato acorde a las pérdidas en CTNNB1 (3p22.1), aunque superior a
nuestros hallazgos en la VNC de VHL (3p25.3), FHIT (3p14.2), RASSF1 (3p21.31) y MLH1
(3p.22.2). Del gen CTNNB1 no estd clara la funcién como supresor de tumor; su
interaccion con la E-cadherina y su papel en la via Wnt enfatizan el interés de su andlisis
en meningiomas. La frecuencia de pérdidas en nuestros casos también concuerda con
los datos de pérdida de expresion proteica descritos por Brunner et al. (114 y, al igual
que en ese trabajo, su pérdida se asoci6 estadisticamente a los meningiomas de grados
superiores. La LOH en VHL, que codifica una E3 ubiquitin ligasa y FHIT, que codifica una
adenilhidrolasa que participa en el metabolismo de las purinas, afecté a menos del 5%
de los casos. Ninguno de ellos mostré diferencias significativas entre tumores primarios
y recidivas ni entre grados histolégicos. RASSF1 codifica una proteina de la familia de
proteinas de asociaciéon al dominio RAS que participa en la proliferaciéon celular, la
apoptosis y la adhesién celular y MLH1 es un gen de reparacién del ADN; ambos
presentaron LOH en cerca del 10% de los meningiomas analizados. Cabe sefialar que los
meningiomas primarios analizados que mostraron LOH en RASSF1 y FHIT eran

exclusivamente de grado L.
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De estos genes, estudiamos el estado de metilacion de MLH1 y RASSF1. MLHI se
observo significativamente mas hipermetilado en los tumores primarios de grado I,
aunque no mostré diferencias entre primarios y recidivas; un Unico trabajo previo
describe, a diferencia de nuestro estudio, que la hipermetilacion en MLHI se asocid a
grados superiores (320). La elevada proporciéon de meningiomas grado I clinicamente
agresivos en esta serie, podria ser responsable de este desacuerdo. La situacion inversa
se dio en RASSF1, en los que el grado de metilacién fue similar en los distintos grados
histolégicos, pero significativamente superior en recidivas frente a meningiomas
primarios. En la bibliografia consultada se refiere que la hipermetilacién de RASSFI se
asocia con meningiomas de alto grado, en los que se detecta hasta en el 50% de los casos
(241); esta diferencia puede deberse al reducido nimero de meningiomas malignos
analizados. Otro trabajo describe una hipermetilacién inferior al 20%, sin diferencias

entre grados (245258), Jo que coincide con nuestros resultados.

El gen APC, localizado en 5g21, es un regulador negativo de la ruta de sefializacién
Whnt, relacionada con la tumorigénesis en neoplasias cerebrales (172). Su pérdida de
funcion, lleva a la acumulacién de B-catenina, que se transloca al nticleo conduciendo a la
desregulacion de esta via de sefalizaciéon. Se ha descrito su mutacion, LOH e
hipermetilacién en otras neoplasias, pero su estado alélico en el meningioma esta poco
estudiado (115), Se ha descrito una frecuencia de LOH doble a la detectada por nosotros;
esta diferencia podria deberse a que analizamos distintos exones. No hallamos
diferencias entre grados ni entre tumores primarios y recidivas. La hipermetilacién en

este gen fue un evento infrecuente que observamos en sélo 3 casos.

Los genes CDKN2A y CDKNZB, situados en 9p21 regulan la transicion de fase G1/S
del ciclo celular. Su inactivacion permite la proliferaciéon celular descontrolada y
favorece la evasion de la apoptosis (100), Las alteraciones en este locus no afectan
extensamente a los meningiomas; este hecho sugiere que no desempefian un papel
importante en la progresiéon de estos tumores si bien se describe un aumento de
afectacion en los meningiomas de grados superiores, que de manera global, ronda el
10% de los casos (100.261), En nuestro caso, la frecuencia de LOH fue significativamente
superior en las recidivas frente a los meningiomas primarios, lo que sefiala la

acumulacion de alteraciones en genes de control del ciclo celular con el tiempo.
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Por otro lado, detectamos hipermetilaciéon en CDKN2A en un 10% de los casos, sin
diferencias significativas en funcién del grado, ni entre tumores primarios y recidivas;
Amatya et al. detectan una elevada frecuencia en meningiomas anaplasicos, pero dado
que en nuestra serie un Unico meningioma era de grado III no podemos establecer
ninguna relacién (223). La proporcién de casos afectados en nuestra serie fue superior a la
referida por Aydemir et al. que detectan hipermetilacion en CDKN2A en meningiomas de
grado II, y no la hallan en meningiomas de grado I (249, probablemente por el tamafio de
la muestra ya que solo analizan 3 meningiomas de grado I cuyos pacientes sufrieron
recidivas. Se encontré un porcentaje similar de casos con hipermetilacién en CDKN2B
(258), con una incidencia ligeramente superior en meningiomas de grado II que no
alcanz6 significacion estadistica. La hipermetilaciéon de estos genes en recidivas si que

fue significativamente mayor que en los tumores primarios.

El gen GSTP1, localizado en 11q13, participa en procesos de detoxificacion, por lo
que previene indirectamente de dafios en el ADN (234249), Los polimorfismos en este gen
se han relacionado con el riesgo de desarrollar tumores del SNC (269), aunque hay pocas
referencias sobre su estado alélico en meningiomas. Se ha descrito expresién
inmunohistoquimica de GSTPI1 en meningiomas meningoteliales y su ausencia en
fibroblasticos, lo que podria sugerir un origen bioldgico diferente entre ambos subtipos
histolégicos (321). En nuestra serie no detectamos estas diferencias, si bien cabe destacar
que dentro de los tumores primarios Uinicamente encontramos LOH en GSTP1 en los

meningiomas de grado I. No hallamos diferencias entre tumores primarios y recidivas.

GSTP1 fue el gen que con mayor frecuencia presenté hipermetilacion (25% de los
casos), muy similar a las proporciones descritas en trabajos previos (237.258), En nuestra
serie, a diferencia de en los mencionados trabajos, no hubo asociaciéon con el grado
histolégico de los tumores, ni diferencias significativas entre tumores primarios y
recidivas aunque, como discutiremos posteriormente, si que fue relevante su relacién

con la tendencia a recidivar en meningiomas histolégicamente benignos.

El gen PTEN situado en 10q23.31 estd mutado en un amplio nimero de canceres;
actia como supresor tumoral regulando negativamente los niveles intracelulares de
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato y la ruta de sefializaciéon de las MAPK (53), La LOH en

este gen es muy infrecuente en meningiomas y se ha descrito en pocos casos en la
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bibliografia consultada (222276); en acuerdo con esto, en nuestra serie solo 4 casos, todos

ellos recidivas, mostraron LOH en PTEN.

Sorprendentemente, detectamos hipermetilacion en PTEN en cerca del 10% de los
casos, sin diferencias entre meningiomas primarios y recidivas, pero con mayor
frecuencia en los tumores primarios benignos que en los de grados superiores. Esta
frecuencia es superior a la referida por Martinez-Glez et al. que la detecta en solo uno de

42 meningiomas (258),

Ademads de estos genes supresores de tumor, cuatro genes: CELF2, CREM, PAH, y
BCLZ2, han sufrido LOH en mas del 20% de los casos.

CELF2, localizado en 10p14, codifica una proteina involucrada en la edicién de los
ARNm y la apoptosis. Este gen se ha visto implicado en el neuroblastoma y en la
respuesta a la radioterapia en cancer de mama (322), Detectamos LOH en un porcentaje
importante de los casos, y se ha mostrado mas alterado en meningiomas primarios de
grado II, sin mostrar diferencias entre tumores primarios y recidivas. Aunque no hemos
encontrado referencias bibliograficas sobre este gen, nuestros resultados son
coherentes con las pérdidas descritas en 10p, que se relacionan con grados histolégicos

superiores (90,169),

El gen CREM (10p11.21), codifica una proteina de unién en respuesta a AMPc y tiene
actividad como factor de transcripcién, que participa en la neoangiogénesis. Hasta
donde sabemos, no hay nada publicado sobre su silenciamiento en el cancer. No
obstante, se ha descrito un incremento en el riesgo de desarrollar meningiomas por
polimorfismos en 10p12.31, y se sugiere la existencia de multiples regiones en 10p que
podrian estar implicadas en la biologia del meningioma(169323), Llama la atencién que, a
pesar de la baja frecuencia de LOH detectada en CREM, fue significativamente superior

en los meningiomas primarios de grado II-III.

Aunque no se conoce el papel del gen de la fenilalanina hidroxilasa (PAH) localizado
en 12q22-q24.2, en el desarrollo tumoral, se ha reportado la pérdida en 12q en
aproximadamente el 50% de los meningiomas de grado II (°9, En este trabajo
encontramos resultados similares de LOH en PAH. A pesar de que también detectamos
pérdidas en meningiomas de grado I, éstas fueron significativamente mas frecuentes en

los meningiomas de grados superiores.
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Las pérdidas alélicas en el cromosoma 18 en los meningiomas, han mostrado cierto
valor predictivo ya que son mas frecuentes en los tumores de grado II y 111 (114292), En
nuestra serie hemos analizado el gen BCL2 localizado en 18q21.3, que ha demostrado
resultados controvertidos en otras neoplasias. Estudios inmunohistoquimicos muestran
en unos casos la asociaciéon de una mayor expresién con peor prondstico y viceversa
(324, lo que sugiere que su papel como oncogén no es tan evidente y podria tener
propiedades supresoras de tumor, o incluso una funcién dual en funcién del contexto
biolégico, como ocurre en el caso de TP73. En nuestros casos no ha mostrado diferencias
significativas entre grados histolégicos, aunque su afectacién fue aparentemente
superior en meningiomas de grado II. La LOH de BCLZ2 fue significativamente superior en
las recidivas de meningioma analizadas, lo que remarca la inestabilidad del cromosoma

18 durante la progresion de la enfermedad.

La caracterizacion citogenética, genética y epigenética de los meningiomas primarios
y recidivas analizados, asi como el estudio de las diferencias en funcién del grado
histolégico en meningiomas primarios, ha proporcionado una gran cantidad de

informacién que resumimos a continuacion.

La citogenética clasica ha demostrado, desde hace afios, que las alteraciones mas
frecuentes en meningiomas son las pérdidas cromosémicas, por ello es de suponer que,
a nivel molecular, diferentes genes supresores de tumor deben jugar un papel
importante en la iniciacién y progresién de estos tumores. Incluso las alteraciones en el
cromosoma 22, aun tratandose de un evento iniciador, aumentan su incidencia en las
recidivas tumorales, en acuerdo con descripciones previas (231). Ocurre igualmente con
las pérdidas detectadas en 1p y 14q, mas aun cuando las determinamos mediante

técnicas moleculares, mas resolutivas que la citogenética convencional.

Al hacer un analisis pormenorizado de las deleciones de todos los genes supresores
de tumor incluidos en nuestro estudio, observamos que la LOH en los genes CDKNZ24,
CDKNZ2B, PTEN y HIC1 es significativamente mas frecuente en meningiomas recidivados
que en los primarios. TIMP3 también mostré esta tendencia sin alcanzar significancia. Es
interesante el hecho de que HIC1, CDKN2A y PTEN estan implicados en la apoptosis via
P53 y/o via mTOR y regulan la proliferaciéon celular. Por otro lado, cabe sefialar que

aunque sin diferencias estadisticamente significativas, fue mas frecuente en los tumores
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recidivados la LOH en TP73, CDH13, PARK2, CELF2, implicados también en los procesos
de apoptosis, y ESR1, TSC2 y DAPK1, todos ellos reguladores de la proliferacion celular.
Ademas, las alteraciones en DAPK1 y en PTEN se relacionan con la neoangiogénesis

tumoral, necesarias para la progresion tumoral.

Un hecho destacable ha sido que, mas alld de los genes concretos que se ven
alterados, el numero de genes con pérdida de heterocigosidad fue estadisticamente
superior en los meningiomas recidivados que en los primarios, y ademas las pérdidas en
homocigosis fueron el doble de frecuentes en los recidivados, sugiriendo una importante
inactivacion de genes supresores de tumor, en los meningiomas que han manifestado un

comportamiento mas agresivo.

El estudio de la metilaciéon proporcion6 unos resultados similares: los casos que
presentaron tres o mas TSG hipermetilados fueron tres veces mas frecuentes en los
meningiomas recidivados. La inactivaciéon de RASSF1 y ESRI por hipermetilacién fue
significativamente mas frecuente en las recidivas. La pérdida de funciéon de RASSF1, se
relaciona ademas con la formacién de nuevos vasos via NFKP. Ademas, fueron superiores
aunque sin alcanzar significaciéon estadistica, los cambios epigenéticos en CDKNZA,
CDKNZ2B, PTEN, MLH1 y, en menor medida, en GSTP1 y CDH13. Asi, los cambios genéticos
y epigenéticos en estos meningiomas tendrian un efecto aditivo durante la progresion
tumoral, afectando principalmente a tres de los sellos del cancer, ya que favorecen la
evasidn de la apoptosis por parte de las células tumorales y promueven la proliferacién

descontrolada y los procesos de neoangiogénesis.

Dentro de los meningiomas primarios, en funcién del grado histoldgico, la pérdida de
heterocigosidad de genes concretos ha demostrado diferencias entre los meningiomas
de grado I y de grados superiores con una mayor afectaciéon en los segundos, en los
genes CTNNB1, PARK2, MLH3, CREM y PAH, lo que evidencia cambios genéticos que
influirfan en dltimo término en las caracteristicas histoldgicas, que permiten, desde el
analisis anatomopatoldgico, prever la diferente agresividad que mostraran los tumores.
Mientras los 3 primeros influirfan en el descontrol de la apoptosis, el gen CREM se
relacionaria con el mantenimiento de una angiogénesis sostenida. La LOH en CDH13 fue
la Unica significativamente mas habitual en los meningiomas primarios de histologia

benigna; aunque en principio este hallazgo se opone a descripciones previas sobre la
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alteraciéon de este gen, que parece relacionarse con la agresividad tumoral en otras
neoplasias (311-313) esta alta afectacion parece deberse a la elevada proporciéon de
meningiomas benignos con evoluciéon desfavorable en nuestra serie, ya que como
comentaremos mas adelante, su implicacion fue superior en los meningiomas de grado I
que presentaron recidivas tumorales. Por otra parte, los cambios epigenéticos fueron
similares con independencia del grado histolégico, a excepcion de MLH]I,
significativamente mas hipermetilado en meningiomas benignos, que al igual que en el
caso anterior, se deberia a la elevada proporcién de meningiomas grado I clinicamente

agresivos recogidos en este trabajo.

Todas estas caracteristicas genéticas en un tumor de comportamiento benigno, cuya
principal complicacién es la capacidad de recidivar, indicarian que esa transformacién
hacia la agresividad, mas que depender de un cambio génico concreto, a diferencia de
otros tumores sélidos como el carcinoma papilar de tiroides, en el que las mutaciones en
BRAF se asocian con la aparicién de recidivas 325) en el meningioma, estaria relacionada
con una inestabilidad genémica donde la acumulacién de cambios induciria un fenotipo
mas agresivo del tumor. Con respecto a este hecho, en este trabajo hemos observado que
el gen MLH3 esta alterado a nivel de LOH; su localizacién en el cromosoma 14, implicado
en meningiomas en los grados mas agresivos del tumor, enfatiza su posible papel como
gen supresor tumoral en esta neoplasia. Ademas, la hipermetilacion en MLH1, superior
en los meningiomas de grado I, incide en la importancia de los defectos en los
mecanismos de reparacién del ADN en la evoluciéon de los meningiomas, con
alteraciones en dos genes implicados en estos procesos, inactivados por diferentes

mecanismos.

3 Perfil genético-molecular en meningiomas primarios que han

recidivado frente a meningiomas que no han recidivado

A nivel citogenético los cambios cromosémicos que afectan a los cromosomas 1y 14,
preferentemente cuando ambos coexisten, aparecen en meningiomas de grado I que

recidivan, incluso después de la exéresis completa del tumor (69.104271), En este sentido,
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el estudio de iFISH en nuestra serie, mostro la pérdida del cromosoma 14 acompafiada

de la delecién 1p en 6 casos, y de ellos, recidivaron 4.

En esta casuistica, las alteraciones en 1p fueron mas frecuentes en los meningiomas
benignos que recidivaron frente a aquellos que no presentaron recidivas, en acuerdo con
descripciones previas (69.261). Sin embargo, con respecto al cromosoma 14 no hemos
visto esta discriminacion. Pero lo mas destacable desde el punto de vista citogenético en
este trabajo es que, en el grupo de meningiomas benignos que evolucionaron
desfavorablemente, detectamos un incremento en la complejidad del cariotipo,
incluyendo una importante afectacién de los gonosomas. Si bien esta acumulacién de
alteraciones cromosomicas se ha relacionado con los meningiomas de grados II y III
(118292) su deteccion es coherente también en los tumores de grado I clinicamente
agresivos. Estos defectos cromosémicos evidencian una pérdida de control sobre la
regulacion del ciclo celular y la segregaciéon cromosémica, que supondria una ventaja
selectiva para las células tumorales, permitiendo la progresién de la enfermedad.
Ademads, detectamos una LOH significativamente superior en 4q27, en los meningiomas
benignos que recidivaron, hecho que no hemos encontrado en la bibliografia revisada;
en la misma banda cromosémica se sitda el gen MAD2 cuya pérdida se relaciona con la
presencia de aneuploidia en células tumorales, favoreciendo la inestabilidad

cromosémica (326),

Cuando analizamos la VNC en los tumores primarios de grado I que recidivaron
frente a los que no lo hicieron, no detectamos diferencias estadisticamente significativas
en la frecuencia de LOH, ni de manera global ni en genes supresores de tumor concretos;
no obstante, se observan pérdidas frecuentes en los genes TP73, ESR1, CDH13 y PARK2,
que son mas patentes en los tumores de grado I que recidivaron. Si bien a nivel génico
no es amplia la literatura sobre estos genes, a excepcion del ya comentado TP73, cabe
sefialar que la LOH descrita en 6q, donde se localizan ESR1 y PARKZ2, alcanza el 26% de
los casos, relacionandose con tumores de grados II-11I (208271.293) [g que representa, al fin
y al cabo, una alteracién en meningiomas con fenotipos mas agresivos. De igual manera
ocurre con CDHI13 situado en 16q; un trabajo previo identifica la infraexpresién de

ICSBP1, situado también en 16q24.1, como segundo cambio mas significativo en
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meningiomas atipicos y anaplasicos, lo que sugiere, al igual que nuestros datos, que

16924 es un locus importante en la biopatologia de los meningiomas (256).

Como ya hemos comentado, TP73 estd implicado en las vias de evasiéon de la
apoptosis y sus defectos se han relacionado tanto con la iniciacién como con la
progresién tumoral en meningiomas. Trabajos previos sefialan la asociacién entre el
silenciamiento de TP73 y la presencia de alteraciones en el cromosoma 1 en tumores
atipicos y anaplasicos (241) lo que apoya su relacién con un incremento en la agresividad
biolégica, coherente con la frecuencia de alteraciones que detectamos al analizar la

cohorte de meningiomas benignos que recidivaron.

Los cambios epigenéticos han demostrado su relevancia en la oncogénesis de
multitud de neoplasias. Se ha propuesto la existencia de perfiles de hipermetilacién que
definirian cada tipo tumoral, lo que ha llevado a diferentes grupos a tratar de definir
estos patrones (234236.249,277,307-309,327), En nuestro trabajo, el perfil epigenético de los
meningiomas histolégicamente benignos que recidivaron resulté sustancialmente
distinto al de aquellos tumores que no recidivaron: la hipermetilaciéon fue
significativamente mas frecuente en RASSF1, MLH1 y CDKNZB, genes con funcién en la
induccion de la apoptosis, la reparaciéon del ADN y la transicién de fase G1/S en el ciclo
celular, en los tumores que recidivaron. Ademas, la hipermetilaciéon en GSTP1, CDH13,
TP73, CDKN2A y PTEN, implicados también en la respuesta a dafios en el ADN, el control
del ciclo celular, los mecanismos de adhesién y la via PI3k-AKT, fue aparentemente
superior en ellos, ayudando a completar el perfil-epigenético de meningiomas de grado |
que recidivaron. Pero lo més relevante es que el perfil epigenético de los meningiomas
primarios que recidivaron result6 similar al que mostraron las recidivas tumorales
analizadas (figura 47), con hipermetilaciéon frecuente en ambos grupos en los genes
RASSF1, MLH1, GSTP1, CDKN2A/2B, PTEN y CDH13, lo que promoveria la evasion de la

apoptosis y la proliferacion celular descontrolada.
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El estudio de las recidivas de meningioma es interesante como ejemplo de tumor que
ha sufrido progresiéon tumoral y que ha ido incorporando durante esa progresion,
diferentes cambios génicos, cromosémicos y epigenéticos, que le confieren una ventaja
selectiva. La busqueda de analogias entre los meningiomas primarios de grado I que
recidivaron durante el tiempo de estudio y la cohorte de tumores recidivados
analizados, nos permite proponer marcas genéticas y epigenéticas de agresividad que
resultan evidentes en el tumor recidivado y cuya presencia en el primario constituye un

signo probable de agresividad biolégica intrinseca.

Todos estos hallazgos sugeririan que la pérdida de control sobre el ciclo celular en
los tumores primarios histolégicamente benignos que evolucionan recidivando, podria
deberse a cambios epigenéticos en diversos genes supresores de tumor. Seria durante la
evolucién tumoral, cuando se produciria un incremento en el nimero de pérdidas
alélicas en genes supresores de tumor, tal y como hemos observado en el andlisis
genético de las recidivas. Esta pérdida de control, que favorece la evasién de la
apoptosis, unido a los defectos en los mecanismos de reparacién del ADN y a un
aumento de la proliferacién celular, es coherente con la acumulacién de alteraciones
cromosdmicas en las formas mas agresivas del tumor, que se traducen en un incremento
de la complejidad cariotipica, como viene describiéndose tradicionalmente mediante

citogenética convencional en el meningioma.

El paralelismo hallado entre meningiomas de grado I que recidivan, y recidivas
tumorales, en los genes supresores de tumor que sufren LOH o presentan
hipermetilacién, ofrece una visibon mas completa de las vias de progresién del
meningioma. La variabilidad de loci génicos que se ven implicados, es un reflejo
contundente de la gran heterogeneidad a todos los niveles que presentan estos tumores.
Si bien el andlisis mediante MLPA de un nimero mayor de casos podria permitir
establecer cuales son las dianas génicas mas idéneas para poder construir modelos
matematicos predictivos, que es en ultimo término, la finalidad de la traslacién de la
investigaciéon bdasica, nuestros resultados inciden en la desregulaciéon de las vias de
proliferacion celular, apoptosis y aunque en menor medida, neoangiogénesis tumoral.
Este hecho pone de manifiesto el interés de analizar en profundidad estas vias para

buscar puntos comunes en ellas en los que poder detectar las consecuencias a nivel
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proteico de la desregulacidn funcional originada por la pérdida de actividad que puede
producirse en los productos codificados por TP73, MLH1, RASSF1, ESR1, CDKNZ2A,
CDKNZ2B, PTEN, GSTP1 o CDH13 entre otros. Asi, seria interesante explorar el efecto de
estas alteraciones, por ejemplo, sobre la expresion génica de la Ciclina D1, situada de
manera central en todas las vias de proliferaciéon afectadas, y AKT/fosfo-AKT, como
punto de conexién entre las alteraciones en PTEN y la via mTOR. Lograr aunar las
consecuencias de la LOH y la hipermetilacién sobre mas de 20 genes, reflejada en
variaciones de un nimero reducido de proteinas, podria permitir perfilar de manera
relativamente sencilla, qué tumores, dentro de aquellos con histologia benigna, tendrian

un riesgo incrementado de sufrir recidivas tumorales.
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Conclusiones

Del estudio clinico, histopatolégico, citogenético y molecular en 120 meningiomas

analizados se extraen las siguientes conclusiones:

1. De las caracteristicas clinicas de los 101 pacientes, la radicalidad de la cirugia, el
tamafio tumoral y el sexo masculino fueron los pardmetros que mas se asociaron con la

aparicién de recidivas.

2. De las caracteristicas histopatoldgicas, el grado y los indices proliferativos fueron
los parametros mas diferenciadores entre tumores primarios y recidivas, siendo los
grados Il y IlIl y el elevado potencial proliferativo mas frecuentes en las recidivas

tumorales.

3. Los meningiomas son tumores citogenéticamente muy heterogéneos. La
complejidad cariotipica aumenta significativamente con el grado histolégico y es mucho

mas patente en las recidivas analizadas.

4. Las alteraciones del cromosoma 22 afectaron aproximadamente a la mitad de los
meningiomas, sin diferencias entre los grupos estudiados y se confirman como evento

iniciador en la tumorigénesis del meningioma.

5. Las alteraciones de los cromosomas 1p y 14q son mas frecuentes en meningiomas
de grados Il y II, asi como en recidivas frente a tumores primarios, lo que sugiere que la
pérdida de genes supresores de tumor situados en estos cromosomas, desempefia un

papel importante en la agresividad del meningioma.

6. Las alteraciones en NF2 no presentan diferencias entre tumores primarios y
recidivas, ni en funcién del grado histolégico del tumor. Esto apoya la idea de que es una
alteracion implicada en la iniciacién tumoral. Los primeros exones del gen son los que
antes sufren LOH en todos los grupos analizados. La LOH en NF2 es menos frecuente en
meningiomas meningoteliales y en tumores de la base del craneo, lo que sugiere una

oncogénesis diferencial en estos casos.

7. El estudio de la VNC mediante MLPA manifiesta pérdidas de heterocigosidad de
genes supresores de tumor, estadisticamente superiores en recidivas frente a tumores

primarios. Las pérdidas en homocigosis son el doble de frecuentes en las primeras.

8. Los genes supresores de tumor mas frecuentemente delecionados en este estudio
fueron TP73, ESR1 y CDH13. Los dos primeros se vieron afectados en tumores primarios

y en recidivas, pero en estas tltimas se detecta ademas, LOH significativamente superior
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en CDKNZ2A, CDKN2B, y PTEN, genes directamente relacionados con la agresividad

tumoral.

9. Las alteraciones epigenéticas en TSG son frecuentes en los meningiomas; en este
estudio los genes GSTP1, CDH13 y RASSF1 fueron los mas frecuentemente
hipermetilados. Las recidivas muestran una frecuencia de hipermetilacién
estadisticamente superior a la de los tumores primarios; los genes RASSF1 y ESR1 son

los mas afectados en las recidivas.

10. Los meningiomas primarios que recidivaron, con independencia del grado,
presentaron estadisticamente mayores tamafios tumorales, indices de proliferacién
superiores, pérdidas de un gonosoma, y un mayor nimero de genes supresores de

tumor inactivados epigenéticamente que aquellos meningiomas que no recidivaron.

11. Los meningiomas de grado I que recidivaron mostraron indices proliferativos
superiores, mayor complejidad cariotipica, y mayores frecuencias de pérdidas en 1p34 y

4q27 que los meningiomas de grado I que no recidivaron.

12. Con respecto a los meningiomas de grado II que recidivaron, sélo las pérdidas del
cromosoma 14 fueron estadisticamente superiores en ellos, frente a los meningiomas de

grado II que no recidivaron.

13. Con respecto a la inactivacion epigenética de genes supresores de tumor, fue
superior en meningiomas de grado I que recidivaron de manera global; los genes MLH1,
CDKN2B y RASSF1 estaban significativamente mas implicados, incidiendo en los defectos

en los mecanismos de reparacién del ADN.

14. El perfil epigenético de los meningiomas de grado [ que recidivaron muestra
importantes similitudes con el perfil epigenético de las recidivas tumorales analizadas,
manifestando un sello epigenético caracteristico de una agresividad biolégica intrinseca

incrementada en estos tumores.

15. Las caracteristicas genéticas que describimos en un tumor habitualmente
benigno como es el meningioma, indican que, a diferencia de otros tumores sélidos, la
transformacion hacia la malignidad, no depende tanto de cambios génicos concretos
sino que se relaciona con un aumento global en la inestabilidad gendmica, donde la

acumulacion de cambios genéticos y epigenéticos induciria un fenotipo mas agresivo.
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