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Chromosomal imbalances and survival in patients
with astrocytomas

Background: Cytogenetics has revealed that the development of brain
tumors might be induced by molecular alterations. The association of
chromosomal imbalances with survival will allow for the prognosis and
treatment of these tumors to be assessed. The objective of this study
was to determine chromosomal imbalances and overall and disease-
free survival in pediatric patients with astrocytoma and the association
between chromosomal imbalances and survival.

Methods: Medical charts of patients diagnosed with astrocytoma accord-
ing to records from 1995 to 2005 were reviewed. Paraffin blocks were
retrieved in order to extract tumor material and a comparative genomic
hybridization technique was used to search for chromosomal gains and
losses.

Results: Out of 35 patients, 31 had at least some alteration in chro-
mosomes 1, 5, 9 or 18, the latter with gains or losses in 65.7 % of the
patients. By histology, 7/9 pilocytic astrocytomas had alteration of chro-
mosome 9, and in 5/6 anaplastic astrocytomas, of chromosome 18.
Patients with alterations in these chromosomes had a worse survival.
Conclusions: The results of this study suggest that there is an associa-
tion between the anaplastic histology and chromosome 18 alterations, as
well as between diffuse astrocytoma and alterations in chromosome 5,
which could be relevant in the Latin American population.
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os tumores cerebrales son los tumores soli-

dos mas frecuentes en la edad pediatrica; su

incidencia mundial al afio oscila entre 10 y 18
casos por millon y su frecuencia es de 12 %.! Los mas
comunes son los derivados de la glia (60 %); de ellos,
los astrocitomas representan 50 %.2 De acuerdo con la
Surveillance, Epidemiology, End Result, la expectativa
de vida a los cinco afios es de 56 %. Los pacientes con
astrocitomas de bajo grado y en fosa posterior son los de
mejor prondstico; los que tienen el peor prondstico son
aquellos con glioma del tallo e histologia de alto grado.®

Si bien el conocimiento de los factores pronéstico
permite adecuar el tratamiento, a(in existe un grupo de
pacientes con factores favorables que evolucionan en
forma torpida, por lo que es importante profundizar en
los factores que pueden derivar en un peor prongstico.

Los factores de mal prondstico ya conocidos son edad
menor de tres afios (ya que no se puede ofrecer radiote-
rapia), la localizacion y la histologia del tumor. Se han
estudiado factores genéticos dado que se ha observado
que la transformacion maligna de gliomas es el resultado
de una suma de aberraciones genéticas y desregulacion
de las sefiales de factores de crecimiento.*

La citogenética aplicada a los tumores cerebrales
ha revelado que alteraciones moleculares a ese nivel
pueden inducir el desarrollo o progresion del mismo.

En los ependimomas, las alteraciones en las copias
cromosomicas incluyen los cromosomas 1, 6, 7, 9, 10,
13, 17, 19 y 22. Las deleciones son las mas comunes,
con pérdidas en el cromosoma 22. Se ha demostrado
que la pérdida alélica del cromosoma 22q es signifi-
cativamente més frecuente en los adultos que en los
pacientes pediatricos, y que en estos son mas comu-
nes los ependimomas localizados en el neuroeje. Otros
estudios demuestran que la pérdida del cromosoma 22
puede estar relacionada con el subgrupo de ependi-
momas caracterizados por su proliferacién baja. Estos
hallazgos han sido confirmados por investigaciones de
genética molecular que han identificado pérdidas en
los cromosomas 6q, 9p, 10, 11q, 13qg, 17p y 19q. Los
ependimomas originados en la fosa posterior presentan
deleciones en los cromosomas 6q y 9p y se encuen-
tran relacionados con un porcentaje de supervivencia a
cinco afios de solo 50 %. En México se demostrd la alte-
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Introduccioén: la citogenética ha revelado que el desa-
rrollo de los tumores cerebrales pudiera estar indu-
cido por alteraciones moleculares. La asociacion de
las alteraciones cromosémicas con la supervivencia
permitira valorar el prondstico y tratamiento de estos
tumores. El objetivo de este estudio fue determinar las
alteraciones cromosoémicas, la supervivencia global
y libre de enfermedad en pacientes pediatricos con
astrocitomas, y la asociacion entre ellas.

Métodos: se revisaron los expedientes clinicos de los
pacientes con diagnéstico de astrocitoma de acuerdo
con los registros de 1995 a 2005. Se buscaron los blo-
ques de parafina para extraer el material tumoral y se
realizd técnica de hibridacién genémica comparativa
para buscar ganancias y pérdidas cromosémicas.

racion cromosomica repetida de 1912, la cual influye
en la supervivencia en forma significativa (50 % com-
parado con 66 %, 40 % comparado con 50 % y 0 %
comparado con 30 % a uno, cinco y 10 afios). Llama la
atencion que los resultados no coinciden con los de la
literatura y son secundarios a que el comportamiento
de esta patologia es diferente en nuestra poblacion.®
Los adultos con astrocitomas de bajo grado presentan
cambios como trisomia 7 o pérdida de un cromosoma
sexual. En pacientes con glioblastoma se ha reportado
pérdida de 9p, monosomia de 10, delecion en 22q y
numerosas deleciones en los cromosomas 16p y 10p.5

Se ha observado que la evolucion de los astroci-
tomas es diferente en los adultos y en la poblacién
pediatrica.” Las alteraciones +1q, relacionada con
menor supervivencia en astrocitomas anaplasicos, y
+5q, —60, —11q y 16q no se presentan en los adultos.®

En 1993, Newmann?® observo alteraciones estruc-
turales y numéricas en astrocitomas de alto grado
en nifos. En 1995, Moscatello et al.l® demostraron
amplificaciones génicas en los cromosomas 2, 8 'y 12
en astrocitomas de alto grado. En 1999, Ward et al.1!
sefialaron que los cambios estructurales en los cromo-
somas 1, 7, 9y 17 fueron los mas frecuentes. También
se ha demostrado delecion en 17p y mutacion de p53
en astrocitomas de alto grado. En 1993, al estudiar a
pacientes pediatricos, se identificaron alteraciones de
p53 y amplificaciones de PTEN y EGRF en los pacien-
tes con astrocitomas de alto grado.?

A pesar de las multiples investigaciones, no se ha
realizado una correlacion entre clinica, genética mole-
cular e histologia para valorar el prondstico y trata-
miento de estos tumores.

La hibridacion gendémica comparativa es una téc-
nica con la que se detectan alteraciones como amplifi-
caciones y pérdidas de material genémico. Consiste en
hibridar simultdneamente ADN de tejido tumoral y no
tumoral marcado con fluoréforo rojo y verde, respecti-
vamente, en laminillas con cromosomas en metafase;
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Resultados: de 35 pacientes, 31 presentaron al menos
alguna alteracion en los cromosomas 1, 5, 9 0 18, este
ultimo presenté ganancias o pérdidas en 65.7 % de
los pacientes. Al analizarlas segun la estirpe histolégi-
cas de los tumores, en 7/9 astrocitomas pilociticos se
observo alteracion del cromosoma 9, y en 5/6 astroci-
tomas anaplasicos, del cromosoma 18. Los pacientes
con alteraciones en estos cromosomas tuvieron una
menor supervivencia.

Conclusiones: los resultados de este estudio sugie-
ren que existe asociacion entre la histologia anapla-
sica y las alteraciones del cromosoma 18, asi como
entre el astrocitoma difuso y las alteraciones en el cro-
mosoma 5, lo cual podria ser relevante en la poblacion
latinoamericana.

se puede realizar en tejido fresco y en tejido incluido en
parafina. Permite interpretar los cariotipos completos
de los tumores y, si bien no proporciona informacién
cuantitativa de las mutaciones de genes especificos, se
pueden visualizar las regiones cromosémicas emparen-
tadas con genes relacionados con las neoplasias.®®

En 2010, Holland et al.** realizaron un metaanalisis
en el que informaron las alteraciones cromosoémicas en
pacientes adultos con astrocitomas y su asociacion con la
histologia: 50 % de los astrocitomas se asocio con alte-
raciones cromosomicas; en los de bajo grado, las méas
frecuentes fueron ganancias de 7p y pérdida de un cro-

Resumen

Cuadro | Caracteristicas generales de pacientes pediatricos con astrocitomas

; . Media 11.09
Numero de alteraciones
Mediana + DE 10 £4.17
Media 6.39
Edad (afios) : p=0.98
Mediana + DE 5+£3.95
) ) Media 53.61
Supervivencia p=0.218
Mediana + DE 37 +48.077
n %
Femenino 19 54.3
Sexo
Masculino 16 45.7
Vivo 22 62.9
Estado actual
Defuncién 13 37.1
1 9 25.7
Grado 2 20 57.1
3 6 171
Supratentorial 12 34.3
Localizacion Infratentorial 16 45.7
Tallo cerebral 7 20
Biopsia 5 14
Cirugia Parcial 21 60
Total 9 26
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Figura 1 Supervivencia global de pacientes pediatricos
con astrocitomas

mosoma X; en los de alto grado, ganancias de los cromo-
somas 7,19y 20y pérdida de 10y 13.

En Reino Unido se realiz6 un estudio de hibridacion
genémica comparativa en pacientes pediatricos con
astrocitoma: 29 % de los pacientes tenia alguna altera-
cion cromosomica y las aberraciones mas frecuentes fue-
ron en los cromosomas 6,2y 7y las pérdidasen 16y 12.

En Alemania, por hibridacion genémica comparativa,
Schrick!® estudio las alteraciones cromosdmicas en
pacientes con astrocitomas: la pérdida del cromosoma
7 fue mas frecuente en los de bajo grado en cerebelo.

En 2011, Barrow et al .16 reportaron las alteraciones
cromos6micas por hibridacién genémica comparativa
en 38 pacientes peditricos, en 13 eran tumores de tallo
cerebral y el resto, astrocitomas de alto grado; en los
primeros se identificaron deleciones en 17p y 14q.
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Figura 2 Supervivencia conforme el grado histologico en
pacientes pediatricos con astrocitomas

El conocimiento de la patogénenesis de los tumo-
res astrociticos en pediatria tiene una importancia
significativa respecto a los factores prondstico y los
mejores esquemas terapéuticos.

Los objetivos de este trabajo fueron determinar
la frecuencia de las alteraciones cromosémicas en
pacientes pediatricos con diagnostico de astrocitoma
y si en ellos existe relacion entre las alteraciones cro-
mosdmicas y la supervivencia.

Métodos

Se incluyeron todos los pacientes menores de 17 afios
de edad diagnosticados histopatoldgicamente con
astrocitoma por el Servicio de Patologia del Hospi-
tal de Pediatria, Centro Médico Nacional Siglo XXI,
Instituto Mexicano del Seguro Social, entre enero de
1995y diciembre de 2005. Se revisaron los expedientes
clinicos para obtener los siguientes datos: edad, sexo,
localizacion, grado y tipo de cirugia. Se excluyeron del
estudio los pacientes sin muestras del tumor en blogue
de parafina. Se analizaron las muestras al momento del
diagnéstico, el cual fue confirmado por el patélogo.

Se realizé hibridacion genémica comparativa: los
ADN aislados del tumor y de células no tumorales se
marcaron por separado con fluor6foros diferentes, iso-
tiosanato de fluoresceina y rojo Texas, utilizando la
técnica de nick traslation y citogenética molecular para
producir sondas. Los ADN marcados se hibridaron en
conjunto y a concentraciones equimolares a cromoso-
mas en metafase, obtenidos de un individuo sin cancer.
Con un programa de bioinformatica se identificaron
pérdidas o ganancias de las regiones gendmicas en el
ADN del tumor respecto al tejido no tumoral.

Se analiz6 la supervivencia global mediante el
método de Kaplan-Meier y se determinaron las diferen-
cias estadisticas por el método de log-rank segun los
distintos factores pronostico.

Resultados

Se analizaron 40 pacientes, de los cuales se excluye-
ron tres por no contar con los datos necesarios en el
expediente y dos por muestra insuficiente de tejido
para realizar la técnica de inmunohistoquimica. Al
final, el universo de estudio quedé integrado por los
resultados de 35 pacientes.

La mediana de edad en los pacientes estudiados fue
de cinco afios, con un rango de uno a 16 afios. La razon
hombre:mujer fue de 0.9:1 (18 hombres y 20 mujeres).

En cuanto a la estirpe histolégica, 29 pacientes
(82.9 %) tuvieron astrocitomas de bajo grado: nueve
(25.7 %) astrocitoma pilocitico y 20 (57.1 %) astro-
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citoma difuso; y seis (17.1 %), astrocitomas de alto
grado (astrocitomas anaplasicos). Por su localizacion,
en 15 (42.9 %) fueron infratentoriales, en 12 (34.3 %)
supratentoriales y en siete (20 %) en tallo cerebral. A
cinco pacientes (14.3 %) se les realiz6 biopsia, a 21
(60 %) reseccion parcial y a nueve (25.7 %), reseccion
total. Respecto al estado al momento del informe, 22
pacientes estaban vivos (62.9 %) y 13 (37.1 %) habian
fallecido (cuadro ).

A cinco afos, con el método de Kaplan-Meier la
supervivencia global pronosticada fue de 62.9 %
(figura 1), de 62.5 % en el sexo femenino y de 63.2 %
en el masculino (p = 0.87). Segun la estirpe histo-
l6gica de los tumores, la supervivencia a cinco afios
fue de 66.7 % en los pacientes con astrocitoma piloci-
tico, de 70 % en los pacientes con astrocitoma difuso
y de 33.3 % en los pacientes con astrocitoma anapla-
sico (p = 0.25). Por bajo y alto grado, la superviven-
cia a cinco afios fue de 69 y 33. %, respectivamente
(p=10.483).

En cuanto a la localizacidn, la supervivencia glo-
bal de los pacientes a cinco afios fue de 58.3 % en
aquellos con astrocitoma supratentorial, de 66.7 %
con infratentorial y de 57.1 % con astrocitoma de tallo
cerebral (p = 0.86 %).

De acuerdo con el tipo de cirugia, la supervivencia
a cinco afios fue de 20 % en los pacientes a quienes
se les realiz6 biopsia, de 76.2 % en los que se efectud
reseccion parcial y de 55.6 % en los que se llevo a
cabo reseccion total (p = 0.0036).

Mediante hibridacién genémica comparativa se
encontré que 31 pacientes (88.57 %) presentaron
alguna alteracion en los cromosomas 1, 5,9y 18. La
alteracion del cromosoma 18 (ganancia o pérdida)
se presentd en 23 pacientes (65.7 %); 17 presentaron
alteraciones en el cromosoma 5 (48.5 %), 15 en el
cromosoma 1y 14 en el cromosoma 9. De los nueve
pacientes con astrocitomas fibrilares, siete tuvieron
alteracion en el cromosoma 5y de los seis con astro-
citomas anaplasicos, cinco en el cromosoma 18. Las
alteraciones cromosdmicas de acuerdo con el grado
histologico se muestran en la figura 2.

La supervivencia de acuerdo con la alteracion del
cromosoma 1 fue de 72.2 % en los pacientes que no
presentaron alteracién comparado con 52.9 % en quie-
nes la presentaron. La supervivencia en los pacientes
con alteracion del cromosoma 5 fue de 59 % compa-
rado con 61.5 %. Con alteracion del cromosoma 18
fue de 58.3 % comparado con 62 %. Sin embargo, no
hubo diferencia estadisticamente significativa.

La media de alteraciones cromosdmicas fue de 11,
por lo que se realizaron curvas de supervivencia para
los pacientes con 12 o mas alteraciones cromosomi-
cas. La supervivencia fue de 60 % comparado con
70 % de quienes presentaron menos de 11 (figura 3).
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Figura 3 Resumen de alteraciones cromosOmicas en pacientes pediatricos
con diagndstico de astrocitoma. A) Astrocitomas pilociticos. B) Astrocitomas
difusos. C) Astrocitomas anaplasicos. En verde las ganancias y en rojo las
pérdidas cromosémicas
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Figura 4 Supervivencia de pacientes pediatricos con diagnéstico de astrocitoma, de acuerdo con la alteracién de cromosomas especificos
A) Cromosoma 1. B) Cromosoma 5. C) Cromosoma 18
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Discusion

La supervivencia de los pacientes con diagndstico de
tumor del sistema nervioso central, en especial de aque-
llos con astrocitoma, ha mejorado en los Gltimos afios
debido a los avances en el tratamiento. Cada vez es mas
importante identificar los factores prondstico de cada
paciente para integrar un esquema terapéutico dirigido.
Las alteraciones cromosémicas en pacientes con
astrocitomas han sido poco estudiadas, sobre todo en
los pacientes pediatricos. En nuestra serie, las altera-
ciones cromosémicas mas encontradas fueron en los
cromosomas 1, 5, 9y 18. Ward et al.,* al estudiar alte-
raciones cromosémicas mediante hibridacién geno-
mica comparativa, encontraron que los cromosomas
2, 6 y 7 fueron los mas alterados; ademas, asociaron
el nimero de alteraciones cromosémicas con la super-
vivencia: a mayor nimero de alteraciones cromosomi-
cas, peor pronostico. En el presente trabajo se observo
que la mediana de alteraciones cromosomicas fue de
11 y que la supervivencia de los pacientes que pre-
sentaban mas fue de 60 % comparado con 67 % de
aquellos con menos alteraciones; aun cuando no hubo
diferencia estadistica, se observo significacion clinica.
Cabe mencionar que el andlisis citogenético mostro
al menos una alteracion cromosémica en 95 % de los
pacientes, a diferencia de otros estudios en los que se
observé hasta 71 % de alteraciones cromosomicas en el
material tumoral. Hirose et al.}” encontraron alteracio-
nes en 83 % de los pacientes con astrocitoma de bajo
grado, con una media de dos alteraciones por caso,
muy similar a lo que informamos en esta serie, sin
embargo, estas ocurrieron en diferentes cromosomas.
Por otra parte, al realizar el andlisis de las altera-
ciones cromosomicas de acuerdo con la estirpe histo-

I6gica de los tumores, los pacientes con astrocitoma
difuso presentaron ganancia del cromosoma 9 con
mas frecuencia. Todos los pacientes con astrocitoma
anaplasico presentaron alteraciones en el cromosoma
18 (pérdidas o ganancias). Estos resultados coinciden
con los de Webs, quien reportd que los xantoastroci-
tomas pleomorficos presentan alteraciones del cro-
mosoma 9. Por su parte, Jin et al.,1® en 63 pacientes
pediatricos con alteraciones cromosomicas, encon-
traron que los pacientes con astrocitomas anaplasicos
presentaban pérdidas en los cromosomas 4 y 10.

La supervivencia, como ya se menciond, fue mas
alta en los pacientes que presentaban més de 11 alte-
raciones cromosdmicas. Al analizar la supervivencia
por cromosomas alterados no se encontraron diferen-
cias estadisticamente significativas: los pacientes con
alteraciones en los cromosomas 1 y 18 tuvieron una
supervivencia menor que quienes no las presentaron
(figura 4). Jin et al.!® también sefialan que la ganancia
del 1p se asocia con astrocitomas de bajo grado y que
esta alteracion podria contribuir a la patogénesis del
tumor, sin embargo, no establecieron una asociacion
directa con la supervivencia.

Si bien en nuestra investigacion no identificamos
genes candidatos relacionados estadisticamente con la
supervivencia de los pacientes, observamos que hubo
relacién clinica, por lo que consideramos importante
buscar otros genes que pudieran contribuir con la
evolucion del paciente. Entre los cromosomas mas
afectados encontramos los siguientes:

e Cromosoma 18, en el que se encuentra la familia
de los genes Bcl2, la cual controla la apoptosis,
intimamente relacionada con el proceso de carci-
nogénesis. Mediante estudios de protedmica se ha
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demostrado que Bcl2 es un factor pronéstico para
los pacientes con astrocitoma.

e Cromosoma 9. Se ha identificado que los pacientes
con xantoastrocitoma pleémorfico frecuentemente
presentan deleciones en 9p, que incluye a los genes
PTCH y TSCL1. El primero un receptor trasmem-
brana para la proteina de la via de sefializacion de
Hedgehog, importante en la inmortalizacion de la
célula neoplésica. El TSC1, o proteina hamartina,
ha sido relacionado con tumores de bajo grado en
pacientes pediatricos.

e Cromosoma 5. Un gen candidato es NAIP, cuya
proteina es inhibidora de la apoptosis neuronal.

e Cromosoma 1. La proteina MAP3K funciona
como cinasa de sefializacion de la apoptosis y su
alteracion puede provocar persistencia de células
neoplasicas y resistencia a la quimioterapia.

Lépez Aguilar E et al. Alteraciones cromosémicas en astrocitomas

En este estudio encontramos que parece existir
asociacion entre la histologia anaplésica y las altera-
ciones de los cromosomas 5 y 18 en los astrocitomas
difusos, lo cual podria ser relevante en la poblacion
latinoamericana.

Si bien no existe un factor prondstico biomolecu-
lar independiente que influya en la supervivencia de
los pacientes con astrocitoma, la suma de los biomar-
cadores, alteraciones cromosémicas y cultivos celula-
res podria ayudar a elegir el tratamiento mas adecuado
en los pacientes con prondstico adverso.
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