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Expresion de O°-metilguanina-ADN-
metiltransferasa (MGMT) en pacientes
chilenos con glioblastoma multiforme

DANIEL JIMENEZ'23, JOSE MANUEL MATAMALA'24,
ALESSANDRA CHITI'*, CARMEN VERGARA'?, CLAUDIA TISSERA’,
ROMULO MELO">, LUIS CARTIER'?3,

Of-methylguanine-DNA-methyltransferase
(MGMT) expression in patients with
glioblastoma multiforme

Background: Patients with Glioblastoma multiforme (GBM) have a five
years survival of less than 5%, but the response to chemotherapy with alkyla-
ting agents can vary depending on the methylation status of O°-methylguani-
ne-DNA-methyltransferase (MGMT). Genetic testing has limitations for routine
use, while immunohistochemistry (IHC) offers a fast and affordable technique
but with heterogeneous results in the literature. Aim: To evaluate MGMT ex-
pression by IHC in tumor tissue of Chilean patients with GBM. Material and
Methods: Tumor samples of 29 patients with a pathological diagnosis of GBM
were studied. We performed IHC staining and manual analysis of positive and
negative cells for MGMT expression. A cut-off of at least 10% of cells expressing
MGMT was used. Demographic and clinical features of patients were obtained
from clinical records. Results: The median number of cells counted per case was
692 (interquartile range [IQR] 492-928). Fifteen cases (52%) were positive for
MGMT expression. Median overall survival was 5.3 months (IQR 3.4-12-8).
The effect of MGMT expression on the therapeutic response was not studied since
only 3 patients received chemotherapy. Conclusions: Our results are similar to
international reports, but we were not able to determine the association between
MGMT expression and therapeutic response.
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sentan un grupo heterogéneo de tumores

cerebrales originados a partir de células
gliales y ependimarias. El glioblastoma multifor-
me (GBM) corresponde al subtipo histolégico de
mayor malignidad (grado IV de la Organizacién
Mundial de la Salud [OMS]) yrepresenta mas del
80 % de ellos"*. Se caracteriza histolégicamente
por presentar necrosis, proliferacién vascular o

l os gliomas o tumores neurogliales repre-

ambos, acompafnado de un marcado incremento
en la celularidad y pleomorfismo® Su tasa de
incidencia varia entre 0,59 y 3,69 por 100.000 per-
sonas’ y la sobrevida a 5 afios se mantiene en 5%,
a pesar de los avances en su tratamiento durante
las tltimas décadas"**.

Entre los factores prondésticos de GBM, el
estado de metilacién del promotor del gen O%-me-
tilguanina-ADN-metiltransferasa (MGMT) es el
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mads importante biomarcador de la respuesta a
la quimioterapia alquilante utilizada en su trata-
miento’. Aunque la media de sobrevida es de 14,6
meses con el tratamiento estindar, esta puede
variar de 12,7 a 21,7 meses, dependiendo del es-
tado de metilacién del promotor de MGMT*%. El
gen MGMT se localiza en la banda cromosémica
10926 y expresa una enzima reparativa del ADN
que remueve los grupos alquilos de la posicién O°
de guanina, evitando asi el mal pareamiento de
bases y la muerte celular’. De esta forma, MGMT
protege a la célula normal de la carcinogénesis y
también del efecto letal de la quimioterapia con
agentes alquilantes’.

La expresion de MGMT depende del estado
de metilacién de su promotor, el cual carece de
elementos reguladores constitutivos y contiene
una isla CpG que incluye 97 CpGs®. La metilacién
aberrante de las citocinas de estos dinucledtidos
conduce al silenciamiento parcial o total del gen,
expresado en la disminucién o ausencia de la
proteina MGMT, que explicaria la mayor suscep-
tibilidad a la quimioterapia®. Sin embargo, actual-
mente no hay consenso en cudl es la técnica més
apropiada para determinar el estado de metilacién
del promotor de MGMT en GBM?, considerado
metilado en el 33-60% de los pacientes, depen-
diendo del estudio y del método utilizado™.

Pese al interés por su potencial rol en tera-
pias personalizadas, el estudio del promotor de
MGMT atin enfrenta limitaciones que impiden
su uso rutinario'’. La reaccién de polimerasa en
cadena especifica de metilacién (MS-PCR) ha
sido el método tradicionalmente utilizado para el
estudio no cuantitativo de metilacién del promo-
tor de MGMT en ensayos clinicos’. Sin embargo,
este método solo interroga una proporciéon de
las islas CpG y ha mostrado discordancias con
métodos cuantitativos'®'>"*. Entre ellos destaca la
secuenciacion, que analiza el estado de metilacién
de cada CpG individualmente. Aunque este mé-
todo ha mostrado buen rendimiento en estudios
comparativos, se requiere ain mayor evidencia de
su confiabilidad en estudios clinicos™".

La inmunohistoquimica es un método rapi-
do, de bajo costo y ampliamente disponible en
laboratorios de neuropatologia para el estudio de
expresion de la enzima MGMT'™. Sin embargo,
su correlacion con la respuesta al tratamiento y la
metilaciéon del promotor de MGMT sigue siendo
controversial*8, La heterogeneidad de los resul-

tados se ha atribuido principalmente a diferencias
de disefio metodoldgico, incluyendo la ausencia
de puntos de corte uniformes y el uso de métodos
de exclusiéon de células no tumorales no unifor-
mes'®'”. Sin embargo, el interés por esta técnica
se ha revitalizado en los tltimos afos, a partir de
evidencia reciente mostrando que el mejor valor
prondstico de MGMT se obtiene del estudio com-
binado tanto del promotor como de los niveles de
expresion de MGMT mediante inmunohistoqui-
mica'®?**!, Esta evidencia en contra de la determi-
nacién aislada de la metilacién del promotor se
basa en el frecuente hallazgo de bajos niveles de
expresion de MGMT en ausencia de metilacién del
promotor®. Esto justifica implementar la técnica
de tincién inmunohistoquimica para MGMT en
nuestro medio, con miras a un futuro estudio
combinado del comportamiento de MGMT como
predictor de respuesta a quimioterapia.

El objetivo del presente estudio es determinar
la frecuencia de la expresiéon de MGMT mediante
estudio inmunohistoquimico en una muestra de
pacientes con glioblastoma multiforme, diag-
nosticados y tratados en un centro de referencia
nacional.

Material y Métodos

Muestra

Se seleccioné en forma retrospectiva una
muestra por conveniencia de los tltimos 30 casos
de pacientes con diagnoéstico histolégico de GBM,
estudiados y tratados durante los afnos 2013 y 2014
en el Instituto de Neurocirugfa Dr. Alfonso Asen-
jo (INCA) de Santiago de Chile y que contaran
con: 1) Informe neuropatoldgico confirmando
el diagnéstico de GBM segun los criterios de la
OMS?% 2) tejido tumoral en calidad y cantidad
suficiente para la tincién inmunohistoquimica; 3)
informacién clinica de diagndstico y seguimiento
disponible. Para cada caso se dispuso de un taco
de tejido tumoral fijado en formalina al 10% e
incluido en parafina, obtenido en procedimientos
quirdrgicos realizados en el INCA. La informacién
clinica se obtuvo a partir de fichas clinicas del
INCA vy el registro de defunciones del Registro
Civil de Chile.

Este estudio conté con la aprobacién institu-
cional y del Comité Etico-Cientifico del Servicio
de Salud Metropolitano Oriente.
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Tincién inmunohistoquimica

Se obtuvieron al menos 2 cortes de 5 um
de grosor para tincién inmunohistoquimica,
luego de corroborar la presencia de tejido tu-
moral suficiente en cada taco mediante tincién
de hematoxilina-eosina. El anticuerpo contra
MGMT utilizado fue el anticuerpo monoclonal
de ratéon clon MT3.1 (ab39253,ABCAM). La
tincién inmunohistoquimica se realiz6 siguiendo
el método de estreptavidina-biotina-peroxidasa
(VECTASTAIN® Elite ABC-HRP kit [Peroxidase
Universal], R.T.U. [Ready-to-Use], CA, USA), en
base al protocolo publicado previamente'* como
se resume a continuacién: Desparafinacién de las
muestras en bateria de alcoholes, seguido de la
inactivacién de peroxidasas enddgenas en agua
desionizada por 5 min; pretratamiento en tampén
citrato al 0,1 M calentado a 90°C durante 20 min,
para recuperacion del antigeno objetivo; bloqueo
de las uniones inespecificas con suero normal de
caballo del sistema de deteccién universal (VEC-
TASTAIN® Elite ABC-HRP kit) durante 30 min a
temperatura ambiente; incubacién de las muestras
con el anticuerpo primario durante toda la noche
a 4°C; incubacidén con el anticuerpo secundario
biotinilado (VECTASTAING® Elite ABC-HRP kit)
por 30 min, seguido del complejo avidina-biotina
RTU LSAB (VECTASTAIN® Elite ABC-HRP kit)
durante 30 min a temperatura ambiente; revelado
con diaminobencidina y peréxido de hidrogeno
del kit de revelado de sustrato de peroxidasa DAB
ImmPACT™ por 3 min; ligero contraste con he-
matoxilina de Mayer por 30 seg; deshidratacién y
aclarado en bateria de alcoholes, y montaje.

Se realiz6 un test de dilucién para definir
la concentracién de anticuerpo primario mads
adecuada. Se tifieron cortes de 5 um de 2 casos a
diluciones crecientes (1: 200, 1: 100, 1: 50, 1: 25y
1: 12,5) siguiendo el protocolo descrito (Figura 2).
Ademés del control positivo interno (endotelio),
se incluyé un control positivo externo (tejido
hepético sano) y un control negativo de cada
caso (Figura 1 A-C). La dilucién de 1:25 mostrd
el mejor contraste entre nucleos tefiidos y no te-
fnidos, sin un aumento significativo de la tincién
del fondo de la muestra (Figura 2).

Andlisis de la tincién inmunohistoquimica

Para el andlisis se escogieron cuatro campos
(400x de aumento) de cada caso, a partir de dos
secciones tenidas. Como la seleccién de los campos

Rev Med Chile 2018; 146: 7-14

aanalizar, se considerd la alta celularidad y el buen
contraste entre nicleos positivos y negativos para
la tincién. En aquellos casos con escasos ntucleos
tefidos, se seleccionaron campos donde se distin-
guieran células endoteliales tefiidas. Se excluyeron
los campos cercanos a los bordes o pliegues de las
muestras para evitar artefactos.

Se examinaron todas las células tumorales
de cada campo utilizando una grilla de 3x3 para
facilitar el andlisis visual. En el conteo se excluye-
ron las células no tumorales que pueden expresar
MGMT en forma normal, especificamente células
endoteliales y linfocitos. Esta exclusién fue visual,
basada en las caracteristicas histolégicas de estos
tipos celulares. Solo se consideraron como células
positivas para la tincién de MGMT aquellas con
ntcleos tenidos en forma homogénea y con una
intensidad de tincién similar o mayor al endo-
telio. El porcentaje de células positivas utilizado
como punto de corte para definir cada caso
como positivo para la expresion de MGMT fue
10% del total de células contadas por caso. Este
punto de corte se ha utilizado en la mayoria de
los estudios previos'’.

Andlisis estadistico

Los andlisis fueron realizados en el programa
STATA 14 (TX: StataCorp LP). Se obtuvieron es-
tadigrafos de variables clinicas y demogréficas; se
realiz6 analisis de regresion lineal y prueba exacta
de Fisher para estimar el efecto de variables de
interés en el diagnostico de expresion de MGMT.

Resultados

Antecedentes clinicos

Los principales antecedentes clinicos de los 30
casos seleccionados para el estudio se presentan en
la Tabla 1. El promedio de edad al momento del
diagndstico fue de 54,8 afos (rango 34-72 afos)
y 12 (40%) de los casos eran mujeres. La cefalea
predominaba como sintomas de presentacion,
seguido por la aparicién de un déficit motor
focal y convulsiones. Respecto al tratamiento
recibido, 15 pacientes fueron sometidos a cirugia
resectiva parcial, 13 casos a cirugfa resectiva total
y en 2 casos se realizé una biopsia estereotéxica.
Solo 10 casos recibieron radioterapia en algiin
momento de su evolucién y solo 3 recibieron
temozolamida. En términos de sobrevida, todos
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Figura 1. Estandarizacion de la tin-
cién inmunohistoquimica para MGMT
(400x). A. Control positivo externo (te-
jido hepatico sano); B. Control positivo
interno (endotelio); C. Control negativo
(glioblastoma); D. Dilucion 1:25 selec-
cionada para tincion y conteo.

Figura 2. Test de dilucién para definir concentracién éptima del anticuerpo anti-MGMT (MT3.1, ab39253; Abcam) para la
tincion inmunohistoquimica de MGMT. Se utilizé ademés ligero contraste con hematoxilina para visualizar aquellas células no
tefidos para MGMT. Se muestran campos seleccionados (400x) de 3 de las 5 diluciones testeadas en dos casos seleccionados
al azar. En ambos casos, la dilucién de anticuerpo anti-MGMT de 1:25 resulté en la mejor calidad de tincion y contraste entre
células tenidas y no tefidas para MGMT, sin un aumento significativo de la tincién de fondo.

los pacientes habian fallecido al momento de este  mostraron un mayor promedio de supervivencia
estudio y la mediana de supervivencia global fue  global (13,1 meses; intervalo de confianza del 95%
de 5,3 meses (rango 1 - 23 meses). Sin embargo, [IC 95%)] 6,7 a 19,4 versus 6,9 meses, IC 95% 4,8
aquellos pacientes que recibieron quimioterapia  a 8,.9; p-value < 0,001).
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Tabla 1. Caracteristicas demograficas y clinicas
de pacientes con GMB

Muestra (n = 30)

A. Caracteristicas generales

Edad (afos) 54,8*

(Rango 33-74 afos)
Evolucién al diagndstico (meses) 1,75**

(RIC 0,68-3)

Hombres/Muijeres, % 56,7/43,3
Glioma previo, % 6,7
B. Manifestaciones clinicas
(i) Forma de presentacion, %

Cefalea 40

Convulsiones 23,3

Déficit motor 23,3

Trastorno de la marcha 6,7

Alteracién del lenguaje 6,7

Compromiso de conciencia 6,7

Alteraciones visuales 6,7

Hallazgo imagenolégico 6,7

Deterioro cognitivo 3.3

(i) Examen Neuroldgico, %

Hemiparesia 40

Afasia 30

Normal 20

Sindrome confusional 20

Hemihipoestesia 10

Hemianopsia 6,7

Edema de papila

C. Tratamiento recibido, %

Cirugia 100
Reseccién parcial 50
Reseccion total 43
Biopsia estereotaxica 7

Radioterapia 33

Quimioterapia 10

*Promedio de edad en anos. **Mediana en afnos, RIC: Rango
intercuartilico.

Inmunohistoquimica para MGMT

La calidad de fijacién de la muestra de un caso
impidi6 su tincién y fue eliminado del andlisis. Se
examino un total de 4 campos (400x) por caso, con
una mediana de células contadas por caso de 692
(rango intercuartilico [RIC] 494-928). La Figura
3 muestra la distribucién de células positivas y ne-
gativas para la tinciéon de MGMT y la clasificacién
de los casos estudiados. La proporcion de células
positivas para MGMT en cada caso varid en un
rango de 0% a 71%, con una mediana de 10%
(RIC 4-24%). En el caso de las células no tenidas
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Figura 3. A. Gréfico de dispersion mostrando la distribucion
de los porcentajes de células con tincién positiva para MGMT
0 negativas para la tincién sobre el total de celular evaluadas
en cada uno de los 29 casos analizados. Se indican mediana
y rango intercuartilico para cada grupo. B. Diagnostico de
expresion de MGMT mediante estudio imnunohistoquimico
utilizando el 10% de celulas positivas para la tincion como
punto de corte.

el rango fue de 29% a 100%, con una mediana
de 90% (RIC 76%-96%). Utilizando el punto de
corte de 10% predefinido para este estudio, 15
(52%) casos se clasificaron como positivos para
la expresion de MGMT. Al comparar los casos
diagnosticados como positivos y negativos, no
encontramos diferencias significativas en la edad
(p-value =0,2), sexo (p-value =0,2) y tratamiento
recibido entre ambos grupos (p-value = 0,6).

Discusiéon

Este estudio es el primero en evaluar la expre-
siéon de MGMT en GBM en un grupo de pacientes
chilenos. Por ello, la implementacion de un proto-
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colo de tincién inmunohistoquimica para MGMT
en nuestro laboratorio constituye un importante
paso hacia la incorporacién marcadores molecu-
lares de respuesta a quimioterapia en el estudio de
los pacientes con GBM. Bajo las condiciones expe-
rimentales descritas, obtuvimos una distribucién
de casos para la expresién de MGMT similar a la
reportada en series internacionales, con 52% de
los casos expresando MGMT en mds de 10% de las
células tumorales. Los grupos definidos de acuerdo
a este criterio como positivos y negativos para la
expresion de MGMT no mostraron diferencias
significativas en sus antecedentes demograficos
ni clinicos.

Aunque nuestros resultados son un avance en
la caracterizacién molecular de los pacientes chi-
lenos con GBM, la tincién inmunohistoquimica
ha mostrado resultados dispares como predictor
de respuesta a quimioterapia que limitan su uso
aislado para el disefio de una terapia personaliza-
da. La falta de criterios uniformes para la seleccién
de campos de andlisis y el uso de diferentes puntos
de corte destacan como potenciales fuentes de
variabilidad en el poder pronéstico de MGMT
evaluado mediante esta técnica'’. Los estudios
difieren en el nimero de muestras y campos a
analizar para cada caso. En nuestro estudio se
escogid utilizar cuatro campos (400x) a partir
de dos cortes no consecutivos, pero adyacentes
a los cortes en que se corroboré el diagndstico
de GBM. Sin embargo, se ha documentado una
significativa heterogeneidad en el fenotipo ce-
lular al interior de una misma masa tumoral®,
que afectaria también la expresion de MGMT,
aun en presencia de un estado de metilacién del
promotor MGMT homogéneo?®. Para la seleccién
de los campos se aplicaron los criterios descritos
en el método y una adaptacién del algoritmo de-
sarrollado por Preusser et al., que sistematiza una
evaluacién visual, tanto del tejido tumoral como
de las células no tumorales que normalmente
expresan MGMT!¢. Respecto al punto corte para
considerar un caso como positivo para la expre-
sion de MGMT, el rango va de 5% a 30%'"%. La
determinacién de este punto es una limitante del
método y continda siendo en gran medida una
decisién arbitraria'’. Dado que no contamos con
datos de respuesta a quimioterapia ni estudio
del promotor para establecer un punto de corte
6ptimo, optamos por el valor de 10%, utilizado
en la mayoria de los estudios previos'.
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Menos atencién como posibles fuentes de
heterogeneidad en el andlisis IHQ han recibido la
dilucién del anticuerpo utilizado y la intensidad
de tincién como variable de analisis. En nuestro
estudio decidimos realizar un test de dilucidn,
dado el amplio rango de concentraciones utiliza-
das en los estudios previos, incluso para un mismo
anticuerpo y fabricante. Aunque la dilucién 1:25
permitié obtener un adecuado contraste entre
ntcleos positivos y negativos, la intensidad de
la tincién no fue uniforme dentro de un mismo
campo de andlisis. Por este motivo, solo considera-
mos positivos aquellos nicleos con una intensidad
igual o mayor a la del endotelio, utilizado como
control positivo interno y tincién de referencia
de tincién media. Sin embargo, pocos estudios
reportan un criterio especifico para aquellas cé-
lulas de tincién débil, pese a que existe evidencia
de la importancia de expresiones minimas en la
respuesta a quimioterapia®.

Los antecedentes demograficos y clinicos de
nuestra muestra no difirieron de lo publicado
en series internacionales y de datos nacionales
previamente disponibles®. Sin embargo, solo
una minoria de los pacientes recibié quimiote-
rapia alquilante, actualmente considerada parte
del tratamiento estdndar*®. Esta heterogeneidad
en cuanto al tratamiento recibido nos impidié
establecer el valor prondstico del diagndstico de
expresion para MGMT y correlacionar nuestros
resultados con la respuesta terapéutica en térmi-
nos de sobrevida global. Finalmente, tampoco
contamos con informacién del estado de me-
tilacién del promotor de MGMT, informacién
que permitiria establecer una correlacién con la
inmunohistoquimica o un andlisis combinado
del comportamiento de MGMT, estrategia que ha
mostrado ser el mejor predictor de la respuesta a
quimioterapia'®*2!,

El presente estudio constituye el primer
intento por determinar la expresién de MGMT
en pacientes chilenos con diagnéstico histopa-
tolégico de GBM utilizando un procedimiento
estandarizado y ficilmente reproducible en los
laboratorios de neuropatologia de nuestro pais.
Sin embargo, se requieren nuevos estudios que
correlacionen la metilaciéon del promotor, la ex-
presion de MGMT vy la respuesta al tratamiento
alquilante en nuestra poblacién. La futura incor-
poracién de la terapia alquilante al estdndar de
tratamiento del GBM en el sistema publico de

Rev Med Chile 2018; 146: 7-14
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salud requerira del uso combinado de marcado-
res moleculares y de expresiéon de MGMT para
establecer el pronoéstico de respuesta terapéutica
de manera personalizada.
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