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Resumen

Los gliomas son el tipo mas comtn de tumor cerebral primario. En humanos, cinco genes codifican para la
isocitrato deshidrogenasa: IDH1/2/3A/3B/3G. Mutaciones somaticas puntuales en el gen IDH1 son frecuentes
en gliomas, la mayoria transiciones de una sola base: 395G-A y estan asociadas a una mayor supervivencia de
esos pacientes con glioma cuando los comparamos con aquellos que no tienen la mutacion. Entre las conse-
cuencias funcionales de la mutacion de la IDH1, estudios demuestran un fuerte descenso en la produccion de
NADPH reducido dependiente de isocitrato en las células.

Investigamos la expresion del ARNm del IDH1 y la presencia o ausencia de la mutacion G395A en una serie
de gliomas. En particular, estudiamos 38 casos de gliomas y 7 metastasis analizando el centro y la periferia de
muestras en fresco y reseccion en bloque.

No encontramos diferencias entre las regiones central y periférica con respecto a la expresion del ARNm y
la mutacién de IDH1. Sin embargo, podemos observar una mayor expresion del ARNm de IDHI y una menor
incidencia de la mutacién en tumores de alto grado cuando los comparamos con aquellos de bajo grado.

Este estudio muestra que los gliomas con IDH1 normal tienen una mayor expresion de ARNm independien-
temente de la zona del tumor. Esto podria conducir a un aumento en la actividad enzimatica y mayor presen-
cia de NADPH, lo cual se necesita para el crecimiento celular. Asi, el mayor poder de reduccion de estas célu-
las podria explicar la mayor agresividad de estos gliomas.
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Abstract

Gliomas, are the most common type of primary brain tumors. In humans, five genes encode for isocitrate
dehydrogenase: IDH1, IDH2, IDH3A, IDH3B, and IDH3G. Somatic point mutations in IDH]1 are frequent in
gliomas. Most mutations for IDH1 are single base transition substitutions: 395G _A and are associated with
longer survival in patients with glioma when compared with those gliomas without IDH1 mutations. Among
the functional consequences of IDH1 mutation, some studies have shown a strong decrease in the isocitrate
dependent production of reduced NADPH production in the cells.

We investigated mRNA expression of IDH1 and the presence or absence of the G395A mutation in a subset of
gliomas. Specifically, we studied 38 cases of glioma and 7 methastasis analyzing central and peripheral regions
from fresh and en block resection specimens. We found no differences between central and peripheral regions,
in regard to IDHI mRNA expression and G395A IDH1 mutation. However, we identified a significantly hig-
her expression of IDH1 mRNA and a lesser incidence of mutation in high grade gliomas when compared with
low grade ones. This study shows that those gliomas with IDH1 WT are associated with higher expression of
IDHI mRNA, independently of the tumor area. This could in turn lead to an increase in enzyme activity and
more presence of NADPH which is needed for cellular growth. The greater reducing power in these cells could
account for the greater aggressiveness of these gliomas.

Key words: glioma, IDH1 expression, IDH1 mutation, block resection.
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Introduccion

Los gliomas son los tumores cerebrales mas fre-
cuentes, e incluyen una gran variedad de tipos histo-
logicos y grados de malignidad segun la clasificacion
de la OMS!, siendo responsables de aproximadamen-
te 13.000 muertes al afio.

El diagnostico y el tratamiento de los gliomas vari-
an en funcion del tipo de tumor, su agresividad y su
localizacion. En general, los gliomas de grado I cla-
sificados por la OMS, se consideran benignos, siendo
curables mediante reseccion quirtirgica completa y
muy raramente, evolucionan a lesiones de mayor
grado?. Por otra parte, los gliomas de grado II y III
son invasivos, progresan hacia lesiones mayores y
tienen mal prondstico. A pesar de los avances en téc-
nicas quirurgicas, radioterapia y quimioterapia, los
gliomas de grado IV (glioblastomas), que son la
forma mads invasiva, siguen teniendo muy mal pro-
noéstico34 generalmente debido a la adquisicion de
quimioresistencia por parte de las células neoplasi-
cas. El agente quimioterapico mas usado, la temozo-
lamida (TMZ), es un agente alquilante, cuya accion
radica en bloquear el ciclo celular mediante una
accion directa sobre el ADN nuclear e induciendo
apoptosis. La meta de muchas lineas de investigacion
es la de conseguir influir sobre la sensibilidad de las
células neoplasicas a estas terapias.

En los ultimos afios, una molécula crucial en la
generacion de poder reductor celular, el enzima iso-
citrato deshidrogenasa (IDH), en particular su isozi-
ma IDHI, se ha asociado de forma muy directa a los
gliomas. En el afio 2008 se descubre, a través de un
estudio de secuenciacion gendémica, que el 12% de
sus GBM presentan mutaciones en el gen de la
IDH!2,

La mutacion del gen IDH1 ha sido identificada en
la mayoria de gliomas astrociticos de grado Il y grado
111, oligodendrogliomas y gliomas oligoastrociticos,
sugiriendo un evento inicial comun entre estos tumo-
res histologica y bioldgicamente tan diversoss: ¢, con
incidencias de hasta un 75% en grados 11 y III asi
como en glioblastomas secundarios, asociandose con

una mejor supervivencia en estos pacientes, datos
acordes con los obtenidos en nuestra poblacion de
estudio’.

La IDHI, que se encarga de transformar el
Isocitrato a _-cetoglutarato mediante descarboxila-
ci6n oxidativas, tiene tres isoformas. Las isoformas 1
y 2 utilizan nicotinamin adenina dinucleotido fosfato
(NADP) como cosustrato mientras que la isoforma 3
requiere de nicotinamin adenina dinucle6tido (NAD).
La mutacion de la IDH1, en el codon G395A, se tra-
duce en el aminodacido arginina situado en la posicion
132 de la proteina y situado en el centro activo del
enzima donde tiene lugar la conversion del sustrato.
Ademas, la IDH1 mutada usa -cetoglutarato como
sustrato para producir 2-hidroxiglutarato y resulta en
una fuerte disminucion en la produccion del
NADPH, poder reductor para muchas rutas biosinté-
ticas.

Ademas, la mutacion R132 del IDHI1 se ha visto que
favorece una nueva conformacion activa del enzima
incrementando su afinidad por el NADPH favore-
ciendo atin més la reduccion de _-cetoglutarato a 2-
hidroxiglutarato, lo cual reduce la disponibilidad del
_ -cetoglutarato citosolico y de NADPH?.

Hay estudios recientes que han examinado si la
mutacion o el estatus del IDH1 en gliomas pude pre-
decir la respuesta al tratamiento en estos pacientes; si
las mutaciones del IDHI tienen un valor predictivo
en diferentes subgrupos de glioma o si son indicati-
vos de un régimen de tratamiento especifico todavia
se desconoce y requiere investigacion adicionall®.

Por otra parte, los perfiles de expresion proporcio-
nan un método objetivo para clasificar los tumores!!:
12, Hasta ahora, estudios previos han demostrado que
los perfiles de expresion se correlacionan mejor con
el prondstico que la histologia!3 e incluso se puede
utilizar para predecir el pronostico de los pacientes!4.

La expresion de IDH1 también se ha correlaciona-
do con el grado histologico y el subtipo de glioma,
yaunque es sabida la capacidad de invasion de estos
tumores, no existen estudios previos sobre la expre-
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sion de este gen que comparen las regiones centrales
y marginales del tumor. Utilizando un modelo de
estudio bien caracterizado en nuestro grupo, analiza-
mos regiones distantes (central y periférica) proce-
dentes de resecciones en bloque de gliomas. Asi, con
la intencion de profundizar en el conocimiento sobre
la heterogeneidad de los gliomas, uno de los objeti-
vos de nuestro estudio ha sido analizar las diferencias
de expresion del gen IDH1 entre las regiones centra-
les y periféricas de estos tumores.

Material y métodos
Muestras tumorales

En primer lugar, los pacientes del estudio fueron
admitidos en el servicio de neurocirugia donde se
determinaron candidatos a reseccion tumoral com-
pleta.

La obtencion de muestras tumorales de pacientes
diagnosticados de tumor cerebral se realizo en nues-
tro hospital (Hospital Universitario Son Espases,
HUSE), con un protocolo bien estipulado para la
obtencion y manejo de dichas muestras. Se estudia-
ron un total de 45 casos entre los que encontramos: 7
gliomas de bajo grado, 25 astrocitomas de alto grado,
6 gliomas con componente oligodendroglial y 7
metastasis, todos ellos clasificados segun la OMS.

Los criterios de inclusion y exclusion que se utili-
zaron para este fin fueron:

Criterios de Inclusion:

Grupo A (Experimental / Glioma): Pacientes adul-
tos, diagnosticados de tumor cerebral y candidatos a
cirugia después de su evaluacion multidisciplinar por
el comité de Neurooncologia del HUSE, que durante
la intervencion quirtirgica se diagnosticaron de glio-
ma por estudio histopatoldgico intraoperatorio, sin
historia clinica previa significativa, y que ademas,
hayan firmado ellos mismos, o sus responsables lega-
les, un consentimiento informado para participar en
este estudio.

Grupo B (Control / Metastasis): Pacientes adultos,
que son diagnosticados de tumor cerebral y son can-
didatos a cirugia después de su evaluacion multidis-
ciplinar por el comité de Neurooncologia del HUSE,
que durante la intervencion quirdrgica se diagnosti-
caron de tumor metastasico por estudio histopatolo-
gico intraoperatorio, sin historia clinica previa signi-
ficativa, y que ademas, ellos mismos o sus responsa-
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bles legales firman un consentimiento informado
para participar en este estudio.

Criterios de Exclusion:

1) Evidencia previa de no adherirse a otros procedi-
mientos o protocolos médicos.

2) No haber firmado el consentimiento para estudio o
no existir un responsable legal o familiar que pueda
proveer de autorizacion para realizar el estudio.

3) A pesar de haber firmado el consentimiento para
participar en este estudio, haber revocado su consen-
timiento tras la cirugia.

4) No ser posible distinguir la region periférica de la
central en la pieza de reseccion tumoral.

5) El material reservado para diagnostico neuropato-
logico no es considerado representativo y es necesa-
ria la utilizacion del material congelado para su eva-
luacion histopatolégica.

Protocolo de muestreo:

El material de estudio consistio en: la revision de
informacion obtenida de los historiales clinicos/ base
de datos informatizada, de los sujetos de estudio. Y la
utilizacién de material excedente del necesario para
fines diagndsticos, siguiendo en todos los casos el
siguiente protocolo:

-El Neuropatdlogo tomoé muestras periféricas y cen-
trales (de aproximadamente 1 mm3) para realizar
impronta y extensiones que sirvieron para su diag-
noéstico intraoperatorio. (Fig. 1)

-Se valoraron los margenes y se procedio a la obten-
cion de tres muestras periféricas y tres centrales, a
modo de capas de cebolla, y siempre en este orden:
de margen de reseccion quirurgica a region central de
la pieza.

Estas muestras se utilizaron para extraccion de
ADN, ARN y para examen histologico. (Fig. 2)

Analisis de mutacion del IDHI

Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN utilizamos el kit de
extraccion QIAmp mini kit (QIAGEN) y una vez
obtenido, medimos su concentracion con el espectro-
fotometro NANO DROP 1000 (Thermo Fisher
Scientific, Usa).
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Figura 1: Mapa de la diseccion del tumor.
Valoracion de las regiones del tumor. Region central,
englobada por el circulo interior y region periférica,
situada por fuera del circulo exterior.

Amplificacion por PCR

Para la amplificacion por PCR se utilizaron 20ng
del ADN extraido y se amplifico un fragmento de 129
pares de bases de longitud abarcando el dominio
catalitico de IDH1, el cual incluye el codon 132.

Los primers de IDH1 utilizados se encontraban a
una concentracion 0.4uM y fueron: primer forward
F-CGGTCTTCAGAGAAGCCATT y primer reverse
R-GCAAAATCACATTATTGCCAAC. Utilizamos
un buffer en condiciones estandar, de 20ng de ADN y
Hotstart taq polimerasa (QIAGEN). Para la amplifi-
cacion del fragmento de ADN se llevaron a cabo 35
ciclos para la desnaturalizacion a 95°C durante 30s,
alineamiento a 56°C durante 40s y elongacion de la
cadena a 72°C durante 50s en un volumen final de 20

ul.

Los productos obtenidos de la PCR se comproba-
ron con electroforesis en gel de agarosa (1.5% TAE
1x) para asegurarnos del tamafio del fragmento de
ADN. Por ultimo purificamos con el kit MINI
ELUTE (QIAGEN).

Secuenciacion del ADN

Se utilizaron 2ul del producto de amplificacion de
la PCR para llevar a cabo la secuenciacion utilizando
el BigDyeTerminator v 3.1 sequencing kit (Applied
Biosystems, Foster City, USA). La cantidad de pro-
ducto de amplificacion de ADN estaba entre 30-50
ng a una concentracion de 20-50 ng/ul. La cantidad
de primer era de 3.2 pmol y una concentracion de 3.2
pmol/pl. Se realizaron 25 ciclos de 96°C durante 1m,
96°C durante 10s, 50°C durante 5s y 60°C durante 4m
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Figura 2. Secciones del tumor.
Region central en la parte inferior de la imagen y region
periférica del tumor en la parte superior.

para cada muestra amplificada para cada primer
(IDH1 F sg- 5’-CGGTCTTCAGAGAAGCCATT-3’
y IDH1 R sq- 5-GCAAAATCACATTATTGC-
CAAC-3’).

Las secuencias se determinaron usando el secuen-
ciador semiautomatico (ABI 3100 Genetic Analyzer,
Applied Biosystems, Foster City; USA) y Chromas 2
(Technelysium Pty Ltd) software.

Andlisis de expresion IDH1
Extraccion del ARN y RT-PCR.

Para evaluar los niveles de ARNm del IDHI, el
ARN total fue extraido de las muestras de tejido fres-
co, tanto del centro como de la periferia, de los tumo-
res a estudiar utilizando Tripure Isolation Reagent
(Roche Diagnostics, SL, Basel Switzerland)), de
acuerdo con el protocolo establecido por la casa
comercial. La eficiencia y pureza de la extraccion se
comprob6 mediante nanodrop. A continuacion, 1ug
de ARN total fue utilizado para la sintesis de cDNA
llevada a cabo con random primers hexamers. La
PCR se llevd a cabo con Power SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems, Warrington, UK)
en una 7500 Real Time PCR System (Applied
Biosystems, Warrington, UK). La secuencia de los
primers para la IDH1 y para los tres housekeeping
genes que se utlizaron para normalizar la expresion
del ARNm son: IDHI: F sq-5’-ACAGGAGACGTC-
CACCAATC-3’ y R sq-5’-
GCTTTGCTCTGTGGGCTAAC-3’; ABL1: F sq-5’-

13



Medicina Balear- Vol.27, nim. 1, 2012

CAACACTGCTTCTGATGGCAA-3> y R sqg-5’-
CGGCCACCGTTGAATGAT-3’; HPRTI: F sqg-5’-
TGAGGATTTGGAAAGCGTGT-3> y R sqg-5’-
GAGCACACAGACGGCTACAA-3’; TBP: F sq-5’-
GAGCTGTGATGTGAAGTTTCC-3" y R sqg-5’-
TCTGGTTTGATCATTCTGTAG-3".

Analisis estadistico

Todos los analisis han sido realizados con el pro-
grama estadistico para la sociedad cientifica SPSS
(software version 17.0 para Windows (Chicago, IL,
USA).

Los datos han sido expresados como la media +
S.E M. Las diferencias entre grupos fueron evaluadas
mediante la prueba t de Student. La significancia
estadistica se establecio en p <0,05.

Resultados

45 casos fueron incluidos en dos grupos de estudio.
Por un lado el grupo de gliomas, en el que se inclu-
yeron 7 gliomas de bajo grado, 25 astrocitomas de
alto grado y 6 gliomas con componente oligodendro-
glial. Por otro lado, un grupo formado por 7 metasta-
sis, cuya composicion celular no es de origen cere-
bral por lo que se utilizaron como controles. Todos
los tumores estudiados fueron clasificados segln la
OMS. (Fig. 3).

Analisis de expresion del IDH1

Los 38 gliomas estudiados se clasificaron segtn el
tipo celular (astrocitomas, oligodendrogliomas y oli-
goastrocitomas), y segun su grado de malignidad en

W Astrocitomall

W Astrocitomalll

W Astrocitoma IV/IV

u Oligodendrogliomall
# Oligodendroglioma il
B Oligoastrocitomall

B Oligoastrocitoma il

® Meningiomall

Metdstasis

Figura 3. Casos de estudio
Clasificacion de los tumores que integran el estudio,
segun la OMS, en porcentajes.
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alto (grados III y IV de la OMS) y bajo (grado II de
la OMS). Los gliomas de alto grado (grados 11l y IV)
mostraron una expresion del gen IDHI dos veces
superior (1.27) a la expresion observada en los glio-
mas de bajo grado (0.60). Estos resultados se obtu-
vieron al realizar una normalizacion de los valores de
expresion de IDH1 con los genes housekeeping abll,
hprtl y tbp.

Respecto a las diferencias entre centro y periferia,
dentro de cada grupo de estudio, se observo una
mayor expresion del gen en la zona centro respecto a
la zona periférica sin que llegase a ser estadistica-
mente significativa (Fig. 4)

Por otro lado, comparando los tumores gliales fren-
te a los metastasicos, observamos una mayor expre-
sion del ARN mensajero de IDH1 estadisticamente
significativa, frente a la expresion del ARN mensaje-
ro de las metastasis utilizadas como control (Fig. 5)

Expresion IDH1

16 -
12 1 [ mCentro
o ]
& 08
I ! Periferia
04
0,0 -

gliomasalto grado gliomasbajo grado

Figura 4. Expresion de IDHI
Expresion de IDHI en gliomas de alto y bajo grado,
comparando entre el centro y la periferia de estos

tumores.
Expresion IDH1
2,0 4
15 1
5
4 1,0 -
0,5 -
0,0

Metadstasis

Gliomas

Figura 5. Expresion de IDHI
Expresion de IDH1 en gliomas y metastasis, (grupo
control).
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Figura 6. Determinacion de la mutacion G395A4 del gen
IDH]
Determinacion de la mutacion G395A del gen IDHI, en
gliomas de alto y bajo grado.

Andlisis de mutacion del gen IDH1

En los resultados de secuenciacion de la region del
gen del IDH1, se observé la presencia de la mutacion
G395A en distinto grado dependiendo del tipo de
tumor analizado. En los gliomas de alto grado se
observo un 20.8% de casos mutados frente al 79.2%
de gliomas no mutados. Mientras que los gliomas de
bajo grado presentaron un mayor indice de casos
mutados, en total un 64.3% de los gliomas analizados
presentaban la mutacion y s6lo un 35.7% de los casos
fueron no mutados. En todos los casos se observo una
transicion entre las bases puricas de G a A (Fig. 6).

Anadlisis histolégico

El examen microscopico de secciones centrales y
periféricas del grupo de gliomas fue necesario para el
diagnostico de cada caso segun los criterios de la
OMS. En la mayoria de los gliomas de grado 1V, la
presencia de necrosis fue mas prominente en regiones
centrales, mientras que la proliferacion vascular en
forma de proliferacion endotelial y/o presencia de
vasos glomeruloides fue mas marcada en regiones de
la periferia tumoral.

En cuanto a la densidad de la poblacion neoplésica,
no se encontraron diferencias apreciables al examen
microscopico entre regiones centrales y periféricas,
tanto en gliomas de bajo como de alto grado.

En cuanto a las metastasis, el origen mas comun fue
el pulmoén y el el tipo de tumor més frecuente, el ade-
nocarcinoma. La region periférica en estas reseccio-
nes tumorales, contenian poblacidén neoplasica, neta-
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mente delimitada y una poblacion glial reactiva adya-
cente; mientras que las regiones centrales estaban
constituidas en su mayor parte, por células neoplasi-
cas (Fig. 7).

Discusion

Alrededor de la mitad de los tumores cerebrales son
gliomas. Los gliomas representan la tercera causa de
muerte por cancer entre los hombres de edad media,
y la cuarta para las mujeres con edad comprendida
entre los 15 y 34 afios!s.

Estos tumores presentan un amplio espectro de
hallazgos patologicos que hacen dificil su clasifica-
cion, asi como una historia natural diferente segun su
grado de malignidad; asi, algunas lesiones pueden
evolucionar a lo largo de afios, mientras que otras
progresan rapidamente y causan la muerte del pacien-
te en pocos meses. Debido a su agresividad, es de
vital importancia clasificar correctamente estos
tumores, para poder establecer un prondstico adecua-
do, y decidir la mejor estrategia terapéuticals.

Por otro lado, los gliomas se caracterizan por ser
tumores muy invasivos y heterogéneos, en los que su
capacidad de infiltracion del tejido adhyacente varia
durante el transcurso de la enfermedad?s. Algunos
autores proponen la distincion de dos subpoblaciones
celulares (una inmovil y proliferativa en el centro, y
otra movil e invasora en la periferia del tumor) con
diferente capacidad invasora2s. 27. Estas evidencias
llevaron a nuestro grupo a profundizar en el estudio
sobre la invasion y heterogeneidad de los gliomas.
Como la mayoria de neoplasias, los gliomas se des-
arrollan como resultado de alteraciones genéticas que
se acumulan a lo largo de la progresion tumoral. En
los ultimos afios, diferentes estudios muestran evi-
dencias de la participacion de tanto oncogenes como
genes supresores de tumores en la formacion de los
gliomas. Varios genes, incluyendo TP53, PTEN,
CDKN2A y EGFR estan alterados en gliomas!’.
Estas alteraciones tienden a aparecer en un orden
definido en la progresion de un tumor hacia alto
grado. Mutaciones en TP53 parece ser un evento rela-
tivamente temprano durante el desarrollo de un astro-
citoma, mientras que la pérdida o mutacion de PTEN
y la amplificacion de EGFR son las caracteristicas de
los tumores de grado superior!s. 1920, En oligoden-
drogliomas, la pérdida alélica de 1p y 19q se produ-
cen en muchos de los que los tumores de grado II,
mientras que las pérdidas de 9p21 se limitan esen-
cialmente a los tumores de grado III clasificados por
la OMS21.
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A) Imagen microscopica (200x) de una seccion central
de un astrocitoma gemistocistico de alto grado (tincion
hematoxilina/eosina).

B) Seccion central de un glioma de alto grado (200x)
mostrando necrosis central con empalizada nuclear
periférica y presencia de mitosis atipicas.

C) Imagen microscopica de un glioma de alto grado
(200x) mostrando proliferacion vascular. Tincion de
hematoxilina / eosina.

D) Imagen microscopica de un darea periférica de un
glioma de bajo grado inmunoteriido para proteina glial
fibrilar acida (GFAP).

Figura 7. Analisis histopatologico de cuatro casos representativos del estudio.

En los ultimos afios, una molécula crucial en la gene-
racion de poder reductor celular, el enzima isocitrato
deshidrogenasa (IDH), en particular su isozima
IDHI1, se ha asociado de forma muy directa a los glio-
mas. La secuenciacion seriada de este gen en una
gran serie de pacientes con GB permitio determinar
una elevada frecuencia de alteraciones en el gen
IDH1, localizado en el cromosoma 2q33 y encargado
de codificar una enzima que cataliza la carboxilacion
oxidativa del isocitrato a _-cetoglutarato (_-KG), lo
que finalmente resulta en la produccion de NADPH
(nicotinamida adenin dinucledtido fosfato) 2. 17.

El NADPH implica poder reductor para muchas

rutas biosintéticas: y para regenerar el glutation,
antioxidante no enzimatico. En muchos tipos de can-
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cer se ha visto que aumenta la funcion glucolitica y
disminuye la funcion de la cadena respiratoria mito-
condrial en general, y en particular de la citocromo ¢
oxidasa (COX) cuya funcion es fundamental en la
fosforilacion oxidativa (Oliva).

Nuestro grupo disefia un modelo de estudio tnico
basado en demostrar, en un grupo reducido de glio-
mas, que la actividad especifica COX fue significati-
vamente mayor en fracciones mitocondriales extrai-
das de la periferia tumoral cuando se comparaban con
aquellas procedentes de las regiones centrales del
tumor28. Esta observacion apunta a una capacidad
oxidativa mayor en mitocondrias aisladas de la peri-
feria comparada con aquellas centrales, donde la acti-
vidad COX fue significativamente mas reducida.
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Las mutaciones en el gen IDH juegan un papel cen-
tral en la patogénesis de los gliomas y definen una
subpoblacion de tumores con particularidades biolo-
gicas que se traducen a la clinica?2. Por lo que la rele-
vancia clinica de conocer el estado de mutacion de
este marcador molecular (IDHI1) radica en que la
mutaciéon de este gen estd asociada a una mayor
supervivencia de estos pacientes. Siendo los gliomas
de grados II y IlII, asi como glioblastomas secunda-
rios los que tienen mejor pronodstico entre estos tumo-
res.

Nuestros resultados mostraron esta mutacion
G395A en mayor frecuencia en los gliomas de bajo
grado, lo que ayudaria en algunos casos en que se
encuentran lesiones dificiles de diagnosticar unica-
mente con el criterio histopatologico. Otros grupos
estan apostando por una clasificacion molecular de
los gliomas analizando la expresion del ARN mensa-
jero. Hasta ahora, estudios previos han demostrado
que los perfiles de expresion se correlacionan mejor
con el pronostico que con la histologia?4.

Aunque es sabido que la agresividad de estos tumo-
res se debe principalmente a su capacidad de invasion
y heterogeneidad, no existen estudios previos, segin
nuestros conocimientos, que remarquen la importan-
cia de las diferencias del gen IDH1 en regiones dis-
tantes en estos tumores. Asi, uno de los objetivos de
este estudio fue analizar las diferencias en la expre-
sion del gen IDH1 entre las regiones centrales y peri-
féricas de los tumores, para profundizar en el conoci-
miento de su heterogeneidad.

El estrés oxidativo, en condiciones normales, pro-
voca aumento de defensas antioxidantes, de CRM y
de ciclo de Krebs (ATC).

Utilizando el modelo de estudio en fresco en regio-
nes distantes (central y periférica) procedentes de
resecciones en bloque de gliomas, determinamos en
muestras obtenidas en fresco de gliomas, la expresion
del ANR mensajero de IDH1, con el fin de investigar
si existen diferencias de expresion de este gen entre
regiones distantes de gliomas y, a su vez, realizamos
un estudio comparativo de expresion de IDH1 entre
gliomas de alto grado y bajo grado.

Nuestros resultados mostraron que los gliomas de
alto grado presentaban mayores niveles de expresion
del mensajero del IDHI, lo que podria explicar en
parte, esta mayor capacidad proliferativa de los glio-
mas de alto grado ya que mayores niveles de mensa-
jero se corresponden con mayores niveles enzimati-
cos, lo que se traduce en mayor concentracion de
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NADPH en la célula, que confiere mayor poder de
sintesis celular dando lugar a nuevas estructuras
necesarias para la division celular, nuevas membra-
nas, proteinas y multiplicacion del ADN. En definiti-
va, mayor agresividad de este subtipo tumoral.

Por otro lado, se hallé que en los gliomas de bajo
grado la IDH]1 se expresa en menor nivel, y ademas,
un elevado porcentaje de esta proteina se encuentra
mutada en el aminoacido Argl32 del centro activo,
por lo que no s6lo no presentan menor actividad pro-
ductora de NADPH sino que esta proteina adquiere
una actividad diferente, obteniendo asi una menor
produccion neta de NADPH. La menor produccion
de NADPH producido por la IDH1 normal y el con-
sumo de éste por la enzima mutada al adquirir una
nueva actividad, desprovee a la célula de su principal
fuente de energia biosintética dando lugar a células
menos proliferativas, y en consecuencia, a tumores
de mas bajo grado de malignidad.

Respecto a las diferencias entre centro y periferia
dentro de cada grupo de estudio, se observd una
mayor expresion del gen en la zona centro con res-
pecto a la zona periférica, tanto en gliomas de alto
grado como en gliomas de bajo grado. Aunque estos
resultados concuerdan con la mayoria de estudios de
expresion de otros genes, como el gen PEX estudia-
do por nuestro grupo??, reforzando la teoria de que en
los gliomas existen areas diferentes del tumor que
pueden desarrollarse de manera independiente, en
contra del concepto clasicamente aceptado del origen
monoclonal de estas neoplasias3? son necesarios mas
estudios para corroborar estos hallazgos.

Estos resultados recalcan la importancia de las dife-
rencias moleculares dentro de los gliomas, y resaltan
y dan a conocer nuestro modelo de estudio, tnico y
crucial para la obtencion de un diagnostico certero.
Asi, los gliomas de alto grado presentan mayor por-
centaje de IDH1 no mutada y con mayor grado de
expresion de ARN mensajero, que concuerda con la
mayor agresividad de este tipo de tumores. Mientras
que los gliomas de bajo grado, ademas de presentar
mayor frecuencia de IDH1 mutada, su expresion tam-
bién se ve disminuida, conduciendo a una menor acti-
vidad normal de esta enzima, lo que concordaria con
la menor agresividad de estos gliomas. La combina-
cion novedosa de esta practica quirdrgica y nuevos
conocimientos moleculares ayudara a disefiar nuevas
estrategias terapéuticas para estos tumores.
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