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Resumen

La angiogénesis es un proceso que permite el desarrollo de vasos
sanguineos a partir de otros preexistentes. Este proceso esta implicado tanto en la
reparacion de heridas, como en procesos patoldégicos como el cancer. Es
fundamental en la biologia tumoral, tanto para el crecimiento como para el
desarrollo de la capacidad invasiva de los tumores, en especial en la formacion de

los gliomas.

Los gliomas son un tipo de tumor primario del sistema nervioso central que
se organiza con diferentes grados de malignidad. Entre las caracteristicas
anatomopatoldgicas de malignidad de los gliomas esta el grado de angiogénesis

gue desarrollan, medido por la proliferacién de los vasos presentes en el tumor.

La angiogénesis esta altamente regulada por factores pro y anti
angiogénicos, balance que se pierde en la biologia tumoral mediante la
estimulacién por parte de las células tumorales de las vias proangiogénicas.
Dentro de estos factores proangiogénicos se incluyen multiples familias de
citoquinas, siendo el mas estudiado el “vascular endothelial growth factor” (VEGF),
el cual se encuentra en concentraciones muy elevadas, por sobre los niveles

fisiol6gicos, durante la angiogénesis tumoral.

La evaluacién inmunohistoquimica de los gliomas ha mostrado una alta
presencia de VEGF en el tejido tumoral y dentro del liquido de los quistes que
forman algunos gliomas. Ademas el uso en otras patologias del VEGF como un
marcador nos lleva a postular que el liquido cerebro espinal (LCE) proveniente de
pacientes con gliomas presentaria una gran capacidad angiogénica mediada por

este.

Esto se realizé en un modelo in vivo de angiogénesis, la membrana

alantocorionica (MAC) de pollo. Donde se relaciond la capacidad angiogénica del



LCE proveniente de pacientes con patologia tumoral con la presencia de VEGF en
el LCE.

En la evaluacion del grado de angiogénesis inducida por LCE en MAC se
observé que efectivamente el LCE proveniente de pacientes con glioma era capaz
de aumentar la proliferacion de vasos en la MAC de pollo a diferencia de los
pacientes sin patologia tumoral.

Por otra parte no se observd diferencias en el grado de angiogénesis
inducida por el LCE obtenido peritumoral, del obtenido por puncién lumbar.
Existiendo solo ligeras diferencias en las respuestas angiogénicas segun tipo

histoldgico y terapias recibidas previamente.

Ademas se evaluod si el VEGF era el principal promotor de la angiogénesis
inducida por el LCE. Para ello se uso anticuerpos Anti-VEGF en conjunto con el
LCE, lo que produjo una disminucion de la proliferacion de vasos en algunas MAC
de pollo, siendo esta significativa solo en aquel LCE con mayor indice angiogénico
y no presentd efecto en el LCE no tumoral.. Por lo que el VEGF no seria el unico
factor proangiogénico del desarrollo de vasos inducido por el LCE tumoral

El establecimiento de esta capacidad angiogénica del LCE proveniente de
gliomas y su relacion con el VEGF, busca profundizar en la busqueda de
biomarcadores que permitan realizar seguimientos de respuesta a tratamiento o

como marcador de actividad tumoral en pacientes con gliomas.



Introduccion:

La investigacion en torno al cdncer ha variado en los ultimos afios, buscando
nuevas terapias contra las células tumorales mediante la comprension de los

mecanismos bioldgicos implicados en la génesis y en el desarrollo tumoral.

La propuesta de esta tesis consiste en evaluar si el liquido cerebroespinal
(LCE) de paciente portadores de gliomas presenta factores angiogénicos liberados
por estos tumores con el potencial de obtener en un futuro, marcadores

diagnosticos o prondsticos de biologia tumoral a través del estudio de este.

Los “Tumores malignos” ocupan el segundo lugar como causa de muerte
en Chile, presentando un aumento desde un 17,3% a un 24,2% del total de
muertes en el pais entre los afios 1993 y 2008 respectivamente (estadisticas INE).
En el 2005 los tumores de encéfalo fueron cerca de 1,5% del total de defunciones

del pais.?0

En Chile, solo existen aproximaciones sobre la incidencia de tumores
cerebrales y el seguimiento de estos casos es muy variado. So6lo un porcentaje
muy bajo de ellos puede completar un tratamiento adecuado con radioterapia y
quimioterapia. Las estimaciones de incidencia de la OMS para las neoplasias de
Sistema Nervioso en Chile son de 2,3 casos por 100.000 habitantes (GLOBOCAN,
estimaciones de incidencia de cancer de la OMS) (ver anexo 1), siendo

ligeramente mayor en hombres de 2,7 casos por cada 100.000 habitantes que en
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las mujeres con una estimacion de 1,9 casos por cada 100.000 habitantes. Existe
una falta de centros especializados en neuropatologia en nuestro pais por lo que
las aproximaciones en la frecuencia de los mismos provienen de los registros de
diagnostico anatomopatolédgico. Las tasas de mortalidad dada por este tipo de
tumores malignos se estiman en 1,9 casos por 100.000 habitantes para Chile (ver
anexo 1), siendo de nuevo ligeramente mayor en hombres de un 2,3 versus 1,6

casos en mujeres por cada 100.000 habitantes 2t

Los tumores primarios del Sistema Nervioso Central (SNC) son derivados de
células neuroepiteliales, los cuales difieren entre ellos en su comportamiento
biolégico y en la respuesta a tratamientos. Con el fin de acotar este estudio se

evaluaran solo los tumores derivados de células gliales: los gliomas.

Los gliomas se clasifican segun su célula de origen y segun el grado de
malignidad que presentan (la clasificacion de malignidad de la OMS establece los
grados |, II, 1l y IV). Segun su célula de origen se distinguen principalmente: los
astrocitomas, que son el grupo mas frecuente e incluyen el astrocitoma pilocitico
(OMS grado 1), astrocitoma fibrilar (OMS grado Il), astrocitoma anaplasico (OMS
grado 1) y el glioblastoma multiforme (OMS grado IV); los oligodendrogliomas
gue representan un 5% de los tumores gliales, que incluyen el oligodendroglioma
(OMS grado II) y el oligodendroglioma anaplasico (OMS grado Ill) y que pueden
presentarse también mezclados con células astrociticas, dando origen a los
oligoastrocitomas, que incluyen el oligoastrocitoma (OMS grado IlI) vy

oligoastrocitoma anaplasico (OMS grado lll); los ependimomas, que también
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representan un 5% de los tumores gliales; una variedad mas escaza que son los
tumores de plexo coroideo y un conjunto de tumores de origen glial mixto con
células ganglionares, los Gangliogliomas. Existen a su vez una serie de
variedades de menor frecuencia que incluyen tumores de células de origen

embrionario y tumores de la region pineal 38 3°(Ver Anexo 2).

Con el término genérico de “glioma maligno” se incluyen los tumores grado Il
y IV los que corresponden a: el glioblastoma multiforme (GBM), astrocitoma
anaplasico (AA) y el oligodendroglioma anaplasico (OA). Estos tumores tienen en
comun: su origen glial, una localizacion predominante supratentorial, la alta
capacidad de infiltrar el tejido cerebral circundante y un mal pronéstico. El término
de “maligno”, en el caso de los tumores de SNC tienen un significado distinto a los
tumores de otras localizaciones, pues estos no suelen producir metastasis fuera

del sistema nervioso central, pero si presentan un peor pronéstico.

El GBM es el tumor mas frecuente y el mas agresivo. Mientras que el AA'y
OA suelen aparecer en edades mas tempranas que el GBM, normalmente en
menores de 50 afos, y tener una sobrevida media entre 2 a 5 afios. Los pacientes
con diagnéstico de GBM presentan una sobrevida que alcanza en promedio los
15 meses con el uso de radioquimioterapia y el uso de temozolamida como terapia

adyuvante (Stupp R, Mason) 22122



ANngiogénesis y cancer

En un momento inicial del desarrollo tumoral ocurre un desbalance de
oncogenes y de genes supresores de tumor lo que lleva a una proliferacion
excesiva y desregulada de células. Estos tumores sélidos van a crecer hasta
conformar una estructura que asemeja a un “6rgano” de manera que va a estar
compuesto de células cancerigenas, células estromales, células inmunes, y vasos
linfaticos y sanguineos incluidos dentro de una matriz de tejido extracelular®® 5,
Para lograr y mantener el desarrollo tumoral requieren inducir la proliferacion de
vasos que permitan nutrir las células tumorales, este proceso fundamental en la

biologia tumoral se denomina angiogénesis.

La angiogénesis es principalmente un proceso fisiologico que induce la
formacion de vasos sanguineos a partir de otros preexistentes. Es un proceso muy
activo durante el periodo embrionario y en la reparacion de heridas, sin embargo
se encuentra presente también en patologias como la artritis reumatoide, la

retinopatia diabética y el cancer.342324

La regulacion de este proceso estd dado por un delicado balance entre
factores pro-angiogénicos y antiangiogénicos. En condiciones fisioldgicas se
induce la angiogénesis aumentando los factores proangiogénicos por cortos
periodos de tiempo. Esto permite fendmenos como la cicatrizacion y la reparacion
de tejidos, para luego ser suprimida mediante el aumento de factores

antiangiogénicos.? ®



Las células tumorales deben inducir este proceso de angiogénesis para
mantener el crecimiento tumoral y la viabilidad de las metéstasis. Este hecho fue
demostrado por Folkman en 1971, al determinar que los tumores no son capaces

de crecer mas alla de 3 mm si no provocan la proliferacion de vasos.??

La angiogénesis es una serie de procesos celulares que culminan con el
desarrollo de vasos, pero que se inician con la degradaciéon de la membrana basal
de los vasos sanguineos, la proliferacion de células endoteliales y el reclutamiento
de células circulantes para la formacion de estos vasos. Estas células migran
mientras proliferan hacia la zona de induccién de angiogénesis; luego se tubulizan

y restituyen la membrana basal para restablecer nuevamente el flujo sanguineo. &

7,8,9

Dentro de los factores proangiogénicos mas estudiados se incluyen una serie
de factores de crecimiento, donde encontramos la familia del Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF), Angiopoyetinas, Factores de Crecimiento Transformante
(TGF), Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF), Factor de Necrosis
Tumoral a (TNF- a), Interleukinas y varios miembros de la familia del Factor del
Crecimiento del Fibroblastico (FGF). " 8° Ademas muchos otros factores que
controlan e influencian la angiogénesis, incluyendo factores solubles del
crecimiento, proteinas relacionadas a membrana, interacciones célula-membrana
basal e interacciones célula-célula. Entre estos sistemas de interaccion celular, un

ejemplo importante son las interacciones Notch, las cuales actian como un factor
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supresor del proceso angiogénico (ver anexo 5 con una tabla de factores pro y

antiangiogénicos). 7 36.51. 52

Aun mas, dentro de los factores proangiogénicos, el VEGF no solo es capaz

de inducir la formacién de nuevos vasos, sino que ademas va a participar en otros

procesos celulares como son la migracion celular, la proliferacion celular, la

permeabilidad vascular y la mantencién en el tiempo de la sobrevida celular

(especialmente de las células endoteliales en los vasos neoformados). Se muestra

a continuacion un esquema que muestra las diversas vias

intracelulares

promovidas por el VEGF y su receptor VEGFR2 y como se involucra en diversos

procesos para el desarrollo de la angiogénesis (ver anexo 4).
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Aunque las células del tumor inducen la formacion de los vasos sanguineos
en un proceso gue se asemeja a la angiogénesis fisioldgica, la ultra estructura de
los vasos es anormal. La neovasculatura esta dilatada y sinuosa, y en su mayoria
carece de pericitos funcionales. Ademas las paredes de los vasos del tumor son
finas y se pueden componer de células endoteliales y tumorales. Esto hace que
estos vasos sean extremadamente permeables, en parte debido a la presencia de

fenestraciones y a la carencia de una membrana basal estructurada. 2526, 33, 34,35, 51

El principal promotor de la angiogéneis, es la Hipoxia que induce la liberacion
de Factores inducido por Hipoxia (HIFs), estos factores promueven en las células
circundantes la liberacion de factores proangiogénicos, principalmente la liberaciéon

de VEGF por parte de las células endoteliales®?.

Este proceso por ende, no involucra solo a las células tumorales ya que la
expresion de los factores angiogénicos pueden ser expresados ademas por el
resto de las células circundantes como: pericitos, fibroblastos y monocitos. En los
ultimos afios ha habido un gran avance en el conocimiento de los factores

involucrados y de las vias pro y antiangiogénicas (ver anexo IV y V).* 52,58

El Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), la Angiopoyetina 2 (Ang2), y
el Factor de Crecimiento Fibroblastico basico (bFGF) son los principales actores
involucrados en la angiogénesis tumoral, la cual a diferencia de la fisiolégica
presentan concentraciones mas altas de los mismos e incluye la participacion de

otras citoquinas que normalmente no se encuentran presentes, como la
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interleukina-8 (IL-8) que es un factor mediador de inflamacion. Esta
sobreexpresion de IL-8 estaria involucrada en la expresion de metaloproteinasas
de matriz 2 (MMP-2), lo cual induciria una degradacion de la membrana basal y el
remodelamiento de la matriz extracelular, todo esto facilitaria los procesos de

angiogénesis inducidos por el tumor.3%: 3252

Ademas las vias angiogénicas inducidas por el tumor, presentan patrones
anormales dados porque la expresion de factores proangiogénicos se encuentran
aumentados y sostenidos en el tiempo, esto evita una normalizaciéon de la
vasculatura neoformada. En este liberacion sostenida, se ha visto que el VEGF es
un factor necesario para la sobrevida de las células endoteliales reclutadas
durante el proceso de angiogénesis tumoral, generando ademas un constante

estado de remodelacién vascular 52 53

Angiogénesis y Gliomas

En la génesis tumoral de los gliomas, se han determinado 2 vias de
desarrollo tumoral. Una via de novo que tiende a desarrollar en forma primaria
tumores de tipo Glioblastoma multiforme y suele darse en pacientes de mayor
edad y otra via que va desarrollando en forma creciente de malignidad tumores
derivados de origen glial y que puede avanzar también hasta el glioblastoma
multiforme (ver anexo VI). En ambas vias, varios de los factores promotores de
proliferacion celular y desarrollo tumoral son ademas factores proangiogénicos

como el PDGF.%

13



Los gliomas de alto grado son tumores altamente vascularizados, siendo la
presencia de estos vasos de neoformacion uno de los criterios diagndsticos de
glioblastoma. Cerca de un 86% de los glioblastomas y de un 79% de los

astrocitomas anaplasicos presentan inmuno-reactividad positiva para VEGF.12 1319

Se ha reportado que las lineas celulares provenientes de células Stem cell-
like de glioma, consistentemente secretan elevados niveles de VEGF. Estas lineas
poblacionales son particularmente importantes en la recidiva tumoral y en la
aparicion de la resistencia tumoral a la quimioterapia. Ademas estas lineas
celulares menos diferenciadas son altamente eficientes en desarrollar
mecanismos de resistencia a terapias antitumorales. Por otro lado, dentro de las
alteraciones moleculares expresadas en los gliomas habria una sobreexpresion

del receptor de VEGF (VEGFR) en el endotelio presente en estos tumores. 1. 1258

Siendo ademas demostrado que la densidad microvascular y los niveles de
VEGF son marcadores prondsticos independientes de la sobrevida de pacientes

con diagnostico de astrocitoma fibrilar de bajo grado.0 1112

El estudio imagenoldgico de los tumores gliales demostré que existe una
asociacion positiva entre el volumen sanguineo microvascular y de captacién de
glucosa marcada y que estos 2 factores se relacionan con el grado de
angiogénesis inducida por los tumores gliales. Y dentro de las caracteristicas
imagenoldgicas de los gliomas de alto grado, se incluye una alta captacion de

contraste y un aumento en la perfusién del tumor. 1640
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La angiogénesis tumoral se ve iniciada primariamente por el Factor Inducido
por Hipoxia 1 (HIF-1), este factor se ve altamente expresado en la periferia de la
necrosis intratumoral presente en los gliomas. Esto lleva a la expresion de una
gran cantidad de otros genes, particularmente importante es la transcripcién de
gen del VEGF, que actia como factor angiogénico primario en el desarrollo de los
gliomas*'. Otros factores proangiogénicos relacionados a los gliomas incluyen al
factor de crecimiento fibroblastico basico (b-FGF) y el factor de crecimiento

derivado de plaguetas (PDGF). 1°

Como hecho anexo, se han reportado altos niveles de VEGF en el
componente quistico de glioblastomas, demostrando que es producido localmente
y gque presenta altas concentraciones en el liquido de los quistes de tumores de

cerebro primarios o metastasicos.®

A pesar de los esfuerzos en la terapéutica de los glioblastomas estos
siguen presentado una alta letalidad. De manera que la respuesta a tratamiento no
solo presenta una alta heterogeneidad entre los tipos de tumores gliales y entre
pacientes, sino que ademas los tumores gliales presentan una alta heterogeneidad
intratumoral, que es mediada por la diversidad de las poblaciones celulares que la

componen.

Las células tumorales gliales presentan una alta interactividad con las
células estromales. De manera que son capaces de reclutar a microglias vecinas

para facilitar la génesis tumoral mediante comunicaciones paracrinas mediadas
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por citoquinas como IL-6, IL-10, TGF-[3, prostaglandinas, G-CSF y GM- CSF y
factores de crecimiento cono EGF, VEGF, HGF y SCF 5254,

Estas citoquinas, las cuales son consideradas ademas factores
proangiogeénicos, influencias 3 de los aspectos mas importantes de la sobrevida

tumoral: Angiogénesis (VEGF), Proliferacion (EGF) y Migracion (MMP-9). Parte de

estas comunicaciones e interacciones se muestran en la siguiente imagen %
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Microambiente de comunicaciones celulares en tumores gliales.

Dredifferentation

Extraido desde : In silico

experimentation of glioma microenvironment development and anti-tumor therapy.; Wu
Y, Lu Y, Chen W, Fu J, Fan R %%, Donde se pueden visualizar las vias de comunicacién dentro

de un glioma mediadas por citoquinas.
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De manera tal que podemos sintetizar diferentes vias de la expresion de

VEGF en los gliomas, generando una serie de mecanismos que regulan su

expresion. Estos serian: %°

Vi.

Una disminucién de las concentraciones de oxigeno en gliomas en
crecimiento inducen una sobreexpresion de Factores inducidos por
hipoxia (HIFs) que aumenta los niveles de mRNA de VEGF.

Sefales derivadas de factores de crecimiento activan receptores de
factor de crecimiento epidermal EGFR estimulan la expresion de
VEGF independiente de Hifs.

El factor de transcripcion FOXM1B se encuentra en altas
concentraciones en los Glioblastomas multiformes lo cual estimula
también la expresion de VEGF independiente de HIF.

En ambientes hip6xicos existe una sobreexpresion de la proteina
HUR que suprime la degradacion postranscripcional del mRNA de
VEGF aumentando por ende los niveles de VEGF.

Neurotrofinas derivadas de cerebro pueden aumentar las
concentraciones de VEGF mediante un aumento de la expresion de
HIF-1a.

La Kinasa ligada a integrina 1 (ILK1), aumenta la expresion de VEGF

por estimulacion de la via mediada por HIF1a.

De manera que la expresion de VEGF presenta vias dependientes o

independientes de HIFs. Con este avance en la comprensién de las vias

17



angiogénicas implicadas en el desarrollo de los gliomas surge el uso de las

terapias antiangiogénicas para el tratamiento de estos.

Terapias antiangiogénicas

Estas terapias surgen para poder enfrentar la resistencia tumoral a la
quimioterapia. Dentro de las primeras terapias antiangiogénicas aprobadas para el
manejo de los gliomas esta el uso de Bevacizumab (Aprobada por la FDA el 2009
con el nombre de Avastin de Roche). Este corresponde a un anticuerpo
monoclonal IgG1 Anti-VEGF-A circulante, que evita la union con el receptor de
VEGF de manera de evitar la activacion de las vias proangiogénicas. Sin
embargo, existen otras vias de inhibicion de la angiogénesis en desarrollo, como
se muestra en la imagen a continuacion, las cuales ya han comenzado a

evaluarse en etapas preclinicas y clinicas (ver anexo 7). %

Allilzedapl

VEGF-A|——Bevacizumab
)~ VEGF-C

b . Ramucirumak AMG 386

1

Q-2

Endolhelial
el

Valosiximab

Extracellular

- e ___F,_,-\\,,_ o Tumor
matrix — . = T e el

El Bevacizumak es una de las posibles drogas antiangiogénicas, le siguen
ademas otro tipo donde los inhibidores de tirosin kinasa asociados a receptor
va presentan 3 medicamentos en fase ||y |1l para terapia antinecpldsica en
tumeres de SNC [Sorafenib, Cediranib v Sunitiaik) 55 % Imagen obtenida de:
Medeling and predicting clinical efficacy for drugs targeting the tumar miliey 5
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Si bien inicialmente el Bevacizumab se aprobd como terapia para el cancer
colorrectal y el cancer de pulmdn de células pequefias, el uso de este en la terapia
de pacientes con gliomas se encuentra ya en fase Ill para pacientes con
diagnostico inicial de glioblastoma, en uso concomitante con radioterapia y

quimioterapia con Temozolamida.

Actualmente, se utiliza Bevacizumab para el tratamiento de pacientes con
recidiva de glioblastoma s6lo 0 en combinacion con Irinotecan, con lo cual se logra
una sobrevida a 6 meses de un 47% mayor que los controles histéricos, cercanos
a un 20%. Ademas se logra reducir el edema cerebral de origen vasogénico

presente en los pacientes portadores de este tumor.4% 4247

Existe eso si, una gran variabilidad en la respuesta de los pacientes a estas
terapias, por lo que la busqueda de un marcador que nos permita predecir la
respuesta es prioritaria. Ademas, ante la recidiva tumoral muchos pacientes no
son reoperados por lo que no es posible disponer nuevamente de tejido cerebral.
Esto hace necesario la busqueda de un indicador de la biologia tumoral o de los
patrones angiogénicos de los gliomas de una manera mas asequible, por ejemplo

gue esté presente en el LCE o en plasma.

La relacion del VEGF y la angiogénesis tumoral en gliomas ha sido

estudiada con diversos enfoques como se describié previamente. 1314
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Presentando que en las lineas celulares de glioma, la expresion del VEGF
se correlaciona con la densidad vascular y el peso tumoral (tumorogenicidad), a
diferencia por ejemplo de otros factores proangiogénicos como el b-FGF. Ademas
se ha observado una regulacién positiva de la expresion de RNA mensajero de
VEGF pero no asi de del b-FGF o PDGF-b en modelos in vitro de gliomas.*®> Con
esto se propone al VEGF como el principal factor angiogénico en el desarrollo y

formacién de los gliomas. 1/

Si bien la angiogénesis es un indicador de malignidad en gliomas y un
factor prondstico de sobrevida en pacientes con gliomas; y el VEGF actia como el
principal factor angiogénico en la biologia tumoral de los gliomas. La medicion in
situ del VEGF en el glioma se determina necesariamente mediante la recoleccion
de muestras de tejido. En este sentido el LCE, el cual se encuentra en el ambiente
gue rodea a las células tumorales del glioma nos permite un mejor acceso a la

evaluacioén del VEGF.

Un biomarcador permite alguna de las siguientes situaciones: la deteccion
temprana y diagnostica de la enfermedad, y/o es un marcador pronéstico y de
seguimiento de enfermedad. De esta forma pueden ser utilizados en la
monitorizacion de respuesta a terapia, evaluar tempranamente la recurrencia de
tumores, determinar el tiempo de progresion a malignidad o de sobrevida vy
establecer el tiempo hacia la progresién o transicion tumoral de uno de bajo grado

hacia otro de alto grado.®’
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En este sentido las modificaciones del Liquido Cerebro Espinal (LCE)
inducidas por patologias asociadas al Sistema Nervioso Central, han sido
estudiadas por largo tiempo, donde el ejemplo mas claro es en las patologias
infecciosas como la meningitis. En el caso de la meningitis tuberculosa se ha
demostrado que el incremento en LCE y en plasma de VEGF son una medida de
actividad de la enfermedad y su descenso gradual es una medida de respuesta a
tratamiento, dando cuenta del VEGF como un biomarcador de enfermedad, este

tipo de correlacion es la que se espera demostrar en este estudio. 1419

Modelos de estudio de angiogénesis

El desarrollo de modelos de evaluacion de angiogénesis ha permitido ir
dilucidando algunas de las claves implicada dentro de este proceso a la vez que

permite ir evaluando terapias en fases pre clinicas.?>26

El modelo de membrana alantocoriénica (MAC) de pollo permite acceder a
un modelo in vivo de angiogénesis que puede ser alterado por la introduccion de
factores proangiogénicos o0 antiangiogénicos. Es un modelo faciimente
reproducible  que permite identificar respuestas antiangiogénicas vy

proangiogénicas y simula la respuesta de los vasos en el ambiente tumoral.

Los primeros ensayos en MAC fueron descritos por embridlogos hace

aproximadamente 50 afios y fue modificado luego como un modelo angiogénico,
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donde el acceso a la MAC permite incluir un filtro de metilcelulosa como vehiculo

para la instilaciéon de sustancias a evaluar. 26

Microfatagrafia  electrdnica
de barrido de la superficie de
la MAC de pollo. Se chservan
les  bordes  celulares
pequefas  microvellosidades
que recubren este epitalio.

(Iméagenes propias)

En este modelo se han evaluado el efecto angiogénico de diversas
sustancias como la quinacrina, los antiinflamatorios no esteroidales y los
corticoides como la betametasona; en los cuales se demostré que presentaban un
efecto antiangiogénico. Efecto que puede ser cuantificado mediante la medicion
del indice de proliferacion de vasos sanguineos directamente en la MAC (numero
de vasos por area), el control proangiogénico en estos estudios fue liquido
proveniente de un tumor ascitico en raton de la linea TA3-MTXR, que concentra

una serie de factores proangiogénicos. 272830

De manera tal que permite establecer no solo evaluacion de sustancias pro y

antiangiogénicas sino que ademas como el uso conjunto de estas tendra un efecto
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sobre la proliferacion de vasos que correspondera al balance que se establezca

entra ambas tipos de factores.

X1000
— 10 pm

Microfotografia electrdnica de barrido de  Un mayor acercamiento nos permite ver

un corte transversal de MAC de pollo. Se  las paredes del wasa sanguineo y Ia
observa en el espesor de la misma los  presencia de fenestraciones (indicadas por

¥as0os sanguineons. las flechas)

(Iméagenes propias, ver ampliaciones en anexo)

Se propone determinar en este modelo, si el LCE proveniente de pacientes
con gliomas es capaz de inducir una mayor proliferacion de vasos en la MAC de
pollo lo cual estableceria una respuesta angiogénica positiva; lo que llevaria a
suponer la presencia de factores proangiogénicos en el LCE. En base a la alta
relacion del VEGF con los gliomas se supone al VEGF como el mas importante
factor angiogénico en este tipo de tumor, por lo que la repuesta angiogénica del

LCE debiera ser inhibida por el uso de anticuerpos Anti-VEGF.
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Hipotesis:

Habiendo encontrado una relacion entre los vasos de neoformacion y el
grado de malignidad de los gliomas y la posibilidad de poder medir la angiogénesis
que podria inducir LCE peritumoral se propone que:

Hipétesis:

El LCE proveniente de pacientes con gliomas es capaz de inducir una mayor
grado de angiogénesis en la membrana alantocoriénica de pollo debido a
niveles elevados de VEGF.

Hipétesis |
El LCE proveniente de pacientes con gliomas es capaz de promover la
angiogénesis en la membrana alantocoriénica de pollo (modelo in vivo de
angiogénesis)

Hipétesis II

La mayor angiogénesis inducida por el LCE proveniente de pacientes con gliomas

se correlaciona con la presencia de VEGF en LCE.
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Objetivos Generales:

Determinar la relacion entre los niveles angiogénicos inducidos por LCE de

pacientes con gliomas en la MAC de pollo con la presencia de VEGF.

Objetivos Especificos:

Cuantificar el indice de proliferacion de vasos en membrana alantocoriénica
de pollo inducida por LCE proveniente de pacientes con tumores gliales

como medida de angiogénesis en un modelo in vivo Hip |

Comparar el indice de proliferacion de vasos en membrana alantocoridnica
de pollo inducida por LCE proveniente de pacientes con tumores gliales con
LCE proveniente de puncion lumbar de pacientes sin patologia tumoral ni

neuroldgica Hip |

Relacionar los niveles angiogénicos cuantificados en la MAC medidos en

funcion del indice de proliferacion de vasos, con el tipo de tumor glial. Hip |

Relacionar si la angiogénesis inducida por el LCE proveniente de pacientes

con gliomas se relaciona con la presencia de VEGF. Hip Il

Determinar si la angiogénesis inducida por el LCE proveniente de pacientes

con gliomas es inhibida por el uso de Anticuerpos AntiVEGF. Hip Il

25



VI.

Relacionar los niveles de VEGF en LCE con el indice de proliferacién de
vasos inducido por el mismo LCE en los modelos de membrana

alantocorionica de pollo Hip Il
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Materiales y Métodos:

Obtencion de Muestras de Liquido Cerebro Espinal

El LCE se obtuvo, previo consentimiento informado, de pacientes con
diagnéstico de glioma operados en el Hospital Clinico de la Universidad de Chile
reclutados para el Proyecto de Investigacion del Concurso Interno para el
desarrollo de Lineas prioritarias de Investigacion que dirige la Dra. Mariana
Sinning, del Departamento de Neurologia-Neurocirugia del Hospital Clinico de la
Universidad de Chile, estas muestras se obtendran en forma intraoperatoria

perilesionales o por puncion lumbar.

El LCE de control se obtuvo de pacientes neurolégicamente sanos que son
sometidos a una puncion lumbar con el objetivo de recibir anestesia regional. Este
estudio fue aprobado por el comité de ética del Hospital Clinico de la Universidad

de Chile.

Criterios de Inclusién de Pacientes
1. Pacientes mayores de 18 afios con sospecha clinica o diagndstico
confirmado de gliomas en que se planifique una reseccion total o parcial o
biopsia abierta del mismo.
2. Paciente en condiciones fisicas o psiquicas de realizar el procedimiento de

consentimiento informado y que consienta con el estudio.
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3. Disposicion de los Antecedentes médicos, farmacoldgicos, imagenolégicos

y anatomopatolégicos por parte de los investigadores.

Criterios de exclusiéon

1. Negacion del paciente a participar del estudio.

2. Presencia de una contraindicacion formal para la realizacion de Puncion
Lumbar.
a. Presencia de signos o sintomas de Hipertension endocraneana.
b. Compromiso cardiorespiratorio que impida una posicién en decubito
lateral prolongado.
c. Discrasias sanguineas.
d. Infeccion cutanea en el sitio de puncion.

e. Lesion expansiva a nivel de cauda equina.

3. Incapacidad técnica de obtener el LCE durante el procedimiento.

Las muestras se coleccionaran y se procederd a congelarlas a -20°C
inmediatamente, manteniendo la cadena de frio. Al momento de procesarlas se
alicuotaran para procesarlas en el Modelos de MAC de Pollo y otra parte para

el Anélisis de VEGF mediante ELISA.

Como controles se utilizard LCE obtenido por puncién lumbar realizado a

pacientes sin patologia neurolégica que se someteran a anestesia regional.
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Se incluirdn en este estudio las muestras obtenidas desde Julio del 2007
hasta Diciembre del 2010 que provengan de pacientes con diagnéstico de

glioma.

Preparacion de la membrana alantocorionica (MAC)

Se utilizaron huevos fecundados de raza White Leghorn, los cuales fueron
incubados en camaras a 37 °C. A las 48 hrs de cultivo se perfora el polo agudo
extrayéndose 2 ml de albumina con pipeta Pasteur lo cual permite despegar la
MAC de la cascara del huevo. Se limpia la superficie del huevo con alcohol
yodado y se cubre con cinta adhesiva transparente, el orificio antes mencionado.
En la zona dorsal (marcada previamente con los huevos en reposo) se abre una
ventana de 2,5 por 2 cm, a través de la cual se eliminan las burbujas tocandolas
con un microestilete al rojo para evitar la contaminacion. La ventana se sella con

cinta adhesiva y el huevo contintda su incubacion a 37,8 °C.

Los vasos sanguineos de la MAC proliferan y se diferencian en un sistema

arteriovenoso, dando origen a una rica red de capilares desarrollados en el

alantoides bajo el corion.
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Imagen de un huevo preparado con camara abiertz %o puede ver |3 presencia de vasos en la
para acceder a la membrana alantocoridnica membrana alantocorionica sobre la que

se prabaran las diversas sustancias

(Iméagenes Propias)

Instalacion de los filtros en la MAC con la sustancia de prueba.

A los 8 dias de incubacion, se implantan filtros de metilcelulosa en la

membrana alantocorionica de pollo y se instilan con 10 ul del componente a

estudiar (LCE). Cada grupo incluirda 5 huevos con alguna muestra diferente de

LCE.

Control ; Suero Fisiolégico.

Grupo Control LCE : LCE de Puncion Ilumbar de paciente sin
antecedentes de patologia neurolégica.

Grupos de Estudio : LCE de pacientes con Tu primario de SNC, de
origen glial.

Grupo de Estudio con Terapia Antiangiogénica: LCE de pacientes con
Tumor primario de SNC de origen glial + Anticuerpo AntiVEGF en

concentracion de 50 pl/ml
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Irmagsn de |3 MAC dislzda
junte con o floo  de
metilcelulosa, previo  al
procesamientc histologico

(Imagen proveniente del archivo del laboratorio del Dr. David Lemus)

Muestras para microscopia de luz

48 horas posteriores a la aplicacion de la sustancia a estudiar, se preparan
las muestras histologicas.

Fijacion: Se fijan las muestras en Formalina (10%) por 48 hrs.

Lavado con formalina y agua destilada.

Deshidratacion :

1. Alcoholes ascendentes: 80° (24 hrs.) — 96° (15 min.) — 100° (15 min.)

2. Liquido intermedio xilol: 10 min. en cada xilol (3 veces).

Embebido en parafina liquida de 40° y 56° (30 min. cada una).

Inclusién en bloques de parafina a 60°.

Corte y montaje (24 hrs. post inclusion).

- Corte de bandas de 5 micrometros con micrétomo. Para estirarlas, se

sumergen en agua destilada. Posteriormente, se realiza el montaje en un

portaobjetos y se adhieren con albumina.

- Se mantienen las muestras por 12 hrs a 37°.
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Desparafinacion:

Xiloles: 10 min. en cada xilol (3).

Alcoholes: 100° (3), 97° y 80° (7 min. cada uno).

Lavado con agua corriente por 5 min. y paso por agua destilada de las muestras.
Tincion:

Alcian- Blue por 8 minutos.

Hematoxilina del tipo Harris, por 4 minutos.

Alcoholes de 80° y de 96° (3 min. cada uno)

Eosina por 30 segundos.
Deshidratacion en alcoholes ascendentes hasta 96° y cuatro de 100° (7
min. cada uno)
Aclaracion en xiloles (3) 10 min. cada uno.
Se cubren las muestras con cubreobjeto y se sellan los preparados con

resina.

Uso anticuerpos Anti-VEGFE
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Para la segunda experiencia se utilizo anticuerpo policlonal Anti-VEGF A del

laboratorio Millipore.

Este anticuerpo es una IgG policlonal de conejo purificada por
cromatografia por afinidad empleando una matriz de VEGF de raton inmovilizado.
La solucién del Anticuerpo (1mg/ml) fue liofilizada con PBS, a un pH de 7,2 y
reconstituido con agua esteril destilada. La concentracién neutralizante indicada

por el fabricante es de 2 mg/ml, la cual se utilizé en este estudio.

Preparacion:
Se alicuotaron 500 ml de solucién de LCE de pacientes y Anticuerpo Anti-
VEGF.
Estas alicuotas se hicieron para 3 LCE de pacientes con patologia tumoral
uno con alto grado de angiogénesis, uno medio y uno bajo.
Ademas se prepard una con LCE de paciente sin patologia tumoral y uno

con Suero fisiolégico como controles.

Conteo de vasos sanguineos.
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Se realizaron cortes histologicos de cada uno de los grupos con la tincién
de rutina antes descrita. Se realiza el conteo capilar bajo microscopio 6ptico con
aumento de 400 x, empleando un reticulo graduado de 1 cm2 dividido en 10
segmentos (lo cual equivale a un area de 9000 mmz2). El conteo de los vasos se
realiz6 desconociendo el origen de las muestras de manera ejecutarlo en forma
ciega. El nimero de vasos por area determina el indice de proliferacion de vasos

lo cual se relaciona con la capacidad angiogénica de la sustancia que se evalua.

Microfotografia a 400X que visualiza la MAC de polle con la esponja de metilcelulosa
[flecha blanca). El area demarcada por el cuadrado azul comprende una serie de la rejilla
de conteo que equivale a 3000 um? y se visualizan 3 vasos en esa area (flechas negras).

Analisis estadistico vy correlacion clinico-patoldgica




Los datos se tabularan en una planilla y se analizaran con la prueba de t-
student para 2 muestras poblacionales para andlisis de diferencias de los niveles
de angiogénesis inducidos en la MAC de pollo por cada grupo.

Los antecedentes clinicos y anatomopatolégicos se mantendran ciegos
hasta realizados las experiencias, luego se procedera a correlacionar y comparar
los resultados con los antecedentes clinicos de los pacientes de los cuales
proviene el LCE y se estudiara mediante regresion lineal la relacion entre los
niveles de angiogénesis y la cuantificacibn de VEGF. Se consideraran
significativas las diferencias estadisticas cuando el p-value de estas sea menor a

0,05.
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Resultados

Se obtuvo muestras de LCE proveniente de 12 pacientes con diagndstico
por biopsia de glioma (muestras experimentales) y 5 muestras de control de LCE

provenientes de pacientes sin lesion de SNC, obtenidas mediante puncion lumbar.

Se clasifico las muestras experimentales de LCE segun los distintos tipos
de gliomas
I.  Astrocitomas
[I.  Oligodendrocitomas
[ll.  Ependimomas
IV.  Tumores de Plexo coroideo

V. Gangliogliomas.

Tabla 1: Resumen de pacientes incluidosenelestudio |

Gliomas 12 3,758 0,04
Astrocitomas 4 3,693 0,069
Astrocitomas de bajo grado 2 3,675 0,01
Astrocitoma de alto grado y glioblastomas 2 3,712 0,096
Oligodendroglioma 4 3,84 0,069
Oligodendroglioma de bajo grado 3 3,921 0,079
Oligodendroglioma de alto grado 1 3,6 0,141
Tumor de plexo coroideo 0 0 0
Epéndimomas 1 4,353 0,152
Gangliogliomas 3 3,537 0,075
LCE control 5 2,14 0,0404
Control SF 5 2,07 0,053
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La distribucién de los pacientes puede verse en la Tabla 1, donde se logré
recolectar muestras de 4 tipos de gliomas en el periodo definido, no

presentandose ningun paciente con el diagnéstico de tumor de plexo coroideo.

En el grafico 1 Grafico 1: Angiogénesisinducidapor LCE

podemos observar que el g .5 - Tumoral
'E Eq 3,758
LCE  provenientes de g s
B :3 2,07
pacientes con gliomas u 2 e
b -
, : g3,
genero un mayor numero -E L,
-0
de vasos sanguineos por LCE Tumaral LCE Control  Suerc Fisiologico
¥ Laestrofla sofiala los grupos gue oresentaron diferencias significativas
area que las otras [p-values0.005]

muestras de LCE control y que el Suero fisiologico en la MAC de pollo (mayor

indice angiogénico).

De manera que el LCE proveniente de pacientes con patologia tumoral
presenté una media de 3,758 n° vasos/area (Error Tipico, E.T. de 0.044) y el LCE
de pacientes sin patologia de sistema nervioso central presenté una media de 2,14
(E.T. 0,0404), a su vez, los controles con Suero Fisiol6gico (SF) presentaron una
media de 2,07 (E.T. 0,0534); la diferencia en este indice de proliferaciéon de vasos
entre el LCE tumoral con el LCE control y entre el LCE tumoral con el control de
SF fueron estadisticamente significativos (p-value < 0,05); entre el LCE control y el
grupo control de SF no se presentd diferencias significativas, esto concuerda con

el hecho de que en condiciones normales el Sistema Nervioso Central no presenta
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la expresion de factores angiogénicos, en este caso el LCE control presenta un

valor neutro de angiogénesis, similar al suero fisiolégico.

Estos resultados demuestran la hipétesis |, donde las muestras de LCE
proveniente de pacientes con gliomas son capaces de promover una mayor

angiogénesis en la membrana alantocorionica de pollo.

Al evaluar si habian Grafico 2: Angiogénesis inducida por LCE
_ _ N segun sitio de puncién
diferencias entre el sitio de 4,2 377 373
., S8 35
obtencion de muestras, se | g% 3
% g 25
observa en el gréfico 2 que f 2 12
el LCE de pacientes con | 55 05
£ 0
gliomas que fueron LCE peritumoral LCE puncion lumbar

obtenidos por puncién lumbar y los que fueron obtenidos directamente del sitio del
tumor presentan una media similar, siendo en los primeros una media de 3,73 y en
los provenientes de LCE peritumoral de de 3,77; no presentando diferencias
significativas entre estos grupos (p-value 0,58). Este hecho si bien es esperado,
es importante pues demuestra que no habria diferencias en el sitio de obtencién
de la muestra de LCE y estaria dado porque el LCE que se encuentra circulando
en el espacio subaracnoideo que rodea al tumor, se encuentra en continuacién

con espacio al cual se accede mediante una puncion lumbar.
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Evaluacion de la Angiogénesis sequn tipo histoldégico v grado de malignidad

La evaluacion del grado de proliferacion de vasos sanguineos segun el
origen de los gliomas, evidenci6 una media de 3,693 (E.T. 0,069) para los
Astrocitomas y una media de 3,84 (E.T. 0,069) para los oligodendrogliomas. Por
otra parte los Gangliogliomas presentaron una media de 3,537 (E.T. 0,075) y la los
Ependimomas de un 4,353 (E.T 0,152), En esta comparacion, cada tipo histolégico
de tumor glial presenté un mayor indice de proliferaciéon que el LCE control y el

suero fisiolégico (Gréfico 3).

Grafico 3: Angiogénesis inducida por LCE Tumoral segiin tipo

4,323

z=

3,693 3,54

ta

%%_f __

B
@
%

Indice de Proliferacion
M*de vasos por Aria
o 1
oW e W B

<

La evaluacién segun el grado de malignidad o agresividad de los tumores
gliales present6 dificultades por el numero de pacientes recolectados. En los

Astrocitomas, el grupo de los Astrocitomas Pilociticos o Difusos corresponden a
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las etapas que presentan menores caracteristicas de agresividad, unidos ambos

en la categoria de astrocitomas de bajo grado.

Los astrocitomas anapldsicos y los glioblastomas, corresponderian a
astrocitomas de alto grado siendo el grupo de mayor agresividad dentro de los
astrocitomas. En los oligodendrocitomas, también se agrupan en 2 categorias:
oligodendrocitomas de bajo grado y de alto grado, estos Ultimos corresponden a
aguellos que presentaban mayores caracteristicas anaplasicas. En el caso de los

gangliogliomas y los ependimomas no fue posible realizar esta diferenciacion.

Al evaluar los perfiles angiogénicos de los distintos tipos de gliomas y las
caracteristicas de agresividad de los mismos, presentaron medias similares como

se puede observar en el grafico 4.

Grafico 4: Grado de Angiogénesis segln tipo y grado de
malignidad
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Considerando que el numero de pacientes es muy bajo en cada serie el
andlisis de los resultados dificulta realizar comparaciones significativas, sin
embargo llama la atencién el menor grado de angiogénesis inducido por el LCE
del oligodendroglioma de alto grado, esto puede deberse al tipo de tratamiento
percibido previo a la toma del LCE en este paciente. Hechos que se discutiran en

la seccion siguiente.

Resultados de la influencia del tratamiento previo en el grado de
angiogénesis inducida

Se comparé el grado de angiogénesis inducido por el LCE proveniente de
pacientes que habian recibido tratamiento previo, con el LCE de pacientes nativos

a tratamiento.

Se observd que el LCE proveniente de pacientes con gliomas que
recibieron tratamiento previo presentaron una media de vasos por area de 3,66
(E.T. 0,059) ligeramente inferior a los pacientes sin tratamiento previo de 3,78

(E.T. 0,059).

Era necesario evaluar el efecto del tratamiento previo al cual fueron
sometidos los diversos pacientes en el efecto que tuvo con el patron angiogénico
del LCE, se separaron en 3 grupos: pacientes que recibieron solo quimioterapia
previa a la cirugia, otros que recibieron radioterapia previa a la cirugia y un grupo

que recibid radioterapia y quimioterapia previa a la cirugia.
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El objetivo de esta terapia previa, es poder disminuir el riesgo de recidiva
del tumor, disminucién del tamafio tumoral y aumentar la sobrevida de los
pacientes*3. Sin embargo, todo tipo de terapia tumoral previa a la cirugia influye en
la distribucion de las poblaciones celulares y de la biologia del tumor lo que
supondrd una posible variacibn también en los comportamientos
angiogénicos.>249 La distribuciéon de cada una de las distintas terapias y del grupo

sin tratamiento puede verse en la tabla 2.

La media del grupo que recibié radioguimioterapia fue la que presentd un
menor grado de proliferacion de vasos por area, siendo de 3,539 (E.T. 0,088), algo
menor que la media de los otros grupos. Donde el grupo que no recibié terapia
previa fue de un 3,787 (E.T. 0,059), el grupo que recibid solo radioterapia de 3,835

(E.T. 0,125) y el grupo que recibid quimioterapia de 3,703 (E.T. 0,0932).

Grafico 5: Angiogenesis inducida segun tipo de
tratamiento previc
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Con esto podemos ver que los tratamientos previos a la extraccion de

muestras de LCE afectan el comportamiento angiogénico inducido por el LCE en

42



la MAC de pollo, en este sentido la radioquimioterapia presenta una disminucion
ligeramente mayor a los otros tipos de tratamiento y menor también que aquel

grupo que no recibio terapia previa.

En el caso anterior del grafico 4, el grupo de oligodendrogliomas de alto
grado presentaban como tratamiento previo radioquimioterapia a diferencias de los
de bajo grado que o0 no presentaban terapia previa o solo recibieron radioterapia o
guimioterapia, lo que podria haber influido en el mayor grado de angiogénesis

expresado en los de menor agresividad.
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Resultados del uso de anticuerpos Anti-VEGF en la angiogénesis inducida
por LCE de pacientes con glioma.

Grafico 6: Efecto del bloqueo de la angiogénesis por
Anti-VEGF
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Para realizar esta experiencia se utilizaron muestras de LCE de 3
pacientes con glioma con distintos indices angiogénicos. El LCE 20 corresponde a
un paciente con GBM que recibié radioquimioterapia previa y era el que
presentaba menor indice angiogénico. El LCE 14 provenia de un paciente con
Astrocitoma de Alto Grado que también recibio terapia previa y presentd un indice
angiogénico medio, y por ultimo se incluyé en esta experiencia el LCE 36 que
provenia de un paciente con diagnéstico de Ependimoma, que no recibio

tratamiento previo y que presentaba el mayor indice angiogénico.



En cada uno de estos grupos se bloqued especificamente el VEGF con un
anticuerpo policlonal Anti-VEGF humano, en una concentraciéon de 50 pl/ml
(indicado por el fabricante como la concentracion neutralizante para muestras de
suero). Ademas se incluyé en esta experiencia un grupo con LCE control +

AntiVEGF y un grupo con Suero Fisiolégico + AntiVEGF.

Los resultados presentes en el Grafico 6 muestran que el indice de
angiogénesis inducido por el LCE control + Anti-VEGF y el SF + Anti-VEGF son
similares al de LCE control y al de SF, no presentando diferencias significativas
con estos grupos o entre ellos. De manera que el uso de Anticuerpos Anti-VEGF
no presentd un efecto antiangiogénico sobre la MAC de pollo, efecto que era
esperado por el uso de un anticuerpo especifico contra VEGF humano. Con esto
se demuestra efectivamente que las muestras de LCE control no presentan

niveles de VEGF en concentraciones que pudieran ser activas angiogénicamente.

Al evaluar el bloqueo del efecto angiogénico de los pacientes con glioma 'y
el uso de anticuerpo Anti-VEGF, solo el LCE 36 de mayor indice angiogénico
demostré un efecto antiangiogénico estadisticamente significativo, disminuyendo
el indice de proliferacién de vasos de 4,353 vasos/area (E.T. 0,152) a un indice de
3,031 (E.T. 0,217) (p-value<0,005). EI LCE 14 de indice angiogénico medio
también presentd una disminucién desde una media de 3,303 (E.T. 0,123) a una
media de 3,096 (E.T. 0,214); sin embargo esta disminucion no fue significativa

estadisticamente. EI LCE 20 no mostré diferencias en el patron angiogénico
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siendo la media inicial de 3,031 (E.T. 0,065) y la media con Anti-VEGF de 3,033

(E.T.0,181).

Estos resultados demuestran que la angiogénesis inducida por LCE es en
parte mediada por VEGF y puede ser inhibida por el uso de anticuerpos Anti-
VEGF. Ademas esta inhibicion es mayor a medida que la muestra de LCE

presenta un mayor indice angiogénico.

Por otra parte se ve entonces que el indice angiogénico inducido por el
LCE de pacientes con Gliomas no depende exclusivamente de VEGF, siendo
incluso poco importante en los grupos experimentales con un indice angiogénico
menor donde el uso de anticuerpos en no tuvo efecto en inhibir el desarrollo de
vasos. Esto se correlaciona con la busqueda de nuevas terapias antiangiogénicas
que se estan desarrollando, independientes de VEGF, como los inhibidores de

tirosin kinasa asociada a receptores de factores proangiogénicos.

Contestando a la Hipétesis Il, los resultados muestran que el VEGF se
relaciona parcialmente en forma positiva con el mayor indice angiogénico inducido
por el LCE de pacientes con gliomas, siendo el efecto del anticuerpo AntiVEGF

mas efectivo a mayor indice angiogénico.
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Discusion de los resultados

La investigacion actual sobre las caracteristicas del LCE proveniente de
pacientes con gliomas es relativamente escasa. Se han realizado algunas series
de analisis del LCE que buscan establecer y cuantificar la expresion de diferentes
mediadores angiogénicos que el tumor liberase. Dentro de las proteinas
identificadas estan: VEGF-b, [B-FGF, Factor de Coagulacion VI, -2
Microglobulina, 3-defensinas 6 y 7, Osteonectina/SPARC, FGF-14, Atractina, TGF-

14, PGE-2, proteina Tau e IL-10 entre otros.3" 57

Este analisis mediante técnicas de biologia molecular como la
electroforesis, si bien localiza efectivamente la presencia de factores en el LCE,
que pueden estar involucrados en el desarrollo tumoral no expresan

adecuadamente las relaciones que se establecen en la biologia del glioma.

La ventaja de utilizar modelos in vivo, es que permite realizar inferencias del
de ambiente bioldgico en el cual se estd desarrollando el tumor, pues evaluamos
el LCE que circula por la periferia del tumor que recoge estos factores
angiogénicos. De esta manera en este modelo de evaluacion de angiogénesis que
es la MAC de pollo se demuestra efectivamente que el LCE, es también una via

mediante la cual los factores proangiogénicos del tumor viajan.

Segun se observd en los resultados, los gliomas liberan factores

proangiogénicos al LCE, lo que se traduce en un mayor grado de proliferacién de
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vasos sanguineos por area en la MAC que fue instilada con el LCE de pacientes

con patologia tumoral versus el LCE de los controles sanos.

El resultado observado del grado de angiogénesis neutro que presentd el
LCE de pacientes sin patologia del SNC (LCE control), que fue similar al suero
fisiologico y que no se vio afectado por el uso de Anticuerpos Anti-VEGF

concuerda con que todo tejido sano presenta un estado de quiescencia endotelial.

Actualmente la evaluacion de la biologia tumoral y del ambiente tumoral en
el cual se desarrollan los gliomas se ha estudiado mediante la evaluacién
inmunohistoquimica de las biopsias tumorales, la cual provee un detalle
importante de parametros histopatolégicos de tumor y que se asocian a una mayor
0 menor agresividad tumoral, al punto que los pacientes con una mayor densidad
vascular en el tumor presentan un menor tiempo de sobrevida que los pacientes

sin patologia tumoral.15: 16. 58

Ademas el uso de las tecnologias de imagen ha permitido tener una nueva
via de evaluacion de los tumores de Sistema Nervioso. El uso conjunto de la
Resonancia magnética, el PET-Scan y otros han permitido evaluar in situ
caracteristicas morfofuncionales de estos tumores, las cuales también se han
asociado con los niveles de agresividad de los gliomas y la sobrevida de los

pacientes.*0. 44
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Las lineas de investigacion asociadas a los gliomas se encuentran en la
busqueda de marcadores tumorales que sean de féacil acceso y de alta
predictibilidad en las asociaciones de agresividad tumoral y factor predictor de
sobrevida. Un posible marcador tumoral ha surgido de los estudios de gendmica
tumoral, con la identificacion de la expresion de genes que den cuenta de la

variabilidad de las respuestas de los paciente con gliomas a los tratamientos.*> 46

Entre estas iniciativas, enmarcadas en la busqueda de marcadores
tumorales, nuestro estudio complementa la informacion de como es el ambiente
gue rodea al tumor y su relacion con el LCE. Se muestra a continuacion un
esquema que ilustra la relacion del tumor con el LCE y los factores secretados por

los gliomas.
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Como se demostro en este analisis de proliferacion de vasos, la presencia
de factores angiogénicos da cuenta de una mayor densidad de vasos en la MAC
de pollo. Al igual que los estudios en resonancia magnética que permiten realizar
estudios del comportamiento in vivo, nuestro modelo permite ahondar en cémo se
desarrolla o modifica el ambiente angiogénico en el cual crece el glioma, ya sea
previo al tratamiento o incluso después. Esto permite un seguimiento del patrén
angiogénico del tumor mediante el acceso que facilita la puncién lumbar al liquido

cerebroespinal.

En este contexto nuestro estudio es principalmente descriptivo. Donde si
bien, hemos podido identificar ciertas variables en el comportamiento angiogénico
del LCE; particularmente importante como es que a mayor indice angiogénico del

LCE mayor impacto presenta el uso de anticuerpos Anti-VEGF.

En este sentido, si bien la serie de pacientes no presentd un namero
adecuado como para realizar inferencias acerca de patrones angiogénicos segun
los tipos de tumor o la mayor agresividad de los mismos. Se hace una
aproximacion a que el tratamiento previo que recibi6 el paciente el momento de la
toma de muestra de LCE, podria ser capaz de alterar la liberacion de factores

angiogénicos por parte del tumor y a su vez la presencia de estos en el LCE.

La variabilidad en el comportamiento del indice angiogénico segun el tipo
de tratamiento previo recibido al momento de recolectar el LCE muestra que el uso

conjunto de radioguimioterapia podria generar un mayor cambio en el ambiente
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angiogénico del tumor, induciendo una disminucién en la capacidad angiogénica
del LCE proveniente de los pacientes sometidos a esta terapia. Esto concuerda
con el desarrollo de las terapias antiangiogénicas para los pacientes con Gliomas

y las revisiones de los modelos de tratamiento actuales. 58 60

Esto también se relaciona con el mayor efecto del uso de Anticuerpos Anti-
VEGF en aquel grupo que presentaba un mayor indice angiogénico y no habia
recibido terapia previa versus el de menor indice angiogénico que habia recibido
radioquimioterapia, cuyo indice angiogénico no fue modificado por el uso de

AntiVEGF.

La diferencia en la respuesta del tumor entre las terapias puede ser
evaluado a dos luces: Por una parte la radioterapia o la quimioterapia que utiliza
medicamentos citotoxicos inducen necesariamente un grado de dafio celular en el
tumor. Este dafio celular libera factores de inflamacion que como se ha hecho
referencia anteriormente, también estan involucrados en los procesos de
angiogénesis. Sin embargo a nivel biolégico vemos que no importa el tipo de
tumor glial o el tratamiento recibido, el grado de angiogénesis inducido por LCE

tumoral es siempre mayor al del LCE control.

Sin embargo, el dafio inducido por la radioterapia o la quimioterapia alteran
el comportamiento de las poblaciones tumorales, estos cambios son en parte la

base de los patrones de resistencia tumoral a los tratamientos.
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Destaca el hecho de que el uso de Anticuerpos Anti-VEGF para el bloqueo
del efecto angiogénico del VEGF no hayan logrado reducir el indice de
proliferacion de vasos inducido por el LCE de pacientes con glioma que

presentaron menor indice angiogénico.

Esta respuesta puede explicarse por la segunda forma de comportamiento
de los tumores a las terapias antiangiogénicas. Y es que una fraccién de los
pacientes con cancer presenta una resistencia a las diversas terapias
antineoplasicas incluyendo las nuevas terapias antiangiogénicas. Incluso los
pacientes con gliomas pueden presentar una refractariedad a estos tratamientos,

lo que conlleva a la recidiva del tumor. 46:47.48,57, 58, 59,60

Con la aplicacion de las terapias antiangiogénicas en los pacientes con
gliomas se han demostrado que habria al menos dos mecanismos de resistencia a

las terapias antiangiogénicas por parte de este tipo de células tumorales.

Un tipo de pacientes presenta respuesta a la terapia antiangiogénica pero al
cabo de una tiempo existe una recidiva del tumor; el cual suele ser mas agresivo,
de un crecimiento mas rapido y ademas presentan una mayor densidad vascular

(por ende un patrén angiogénico mas agresivo)©°

Y existiria una segunda linea de pacientes con gliomas que no responde al
tratamiento antiangiogénico siendo en todo momento refractario a este. No
presentan disminucion de vasos o de tamafio tumoral o un menor patrén de
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vascularizaciéon en los examenes imagenoldgicos, posterior al uso de terapias

antiangiogénicas.5’- 58 59y 60

Los mecanismos implicados difieren segun el tipo de resistencia

desarrollada:

Mecanismos de recidiva tumoral y evasion de las terapias antiangiogénicas
Activacion de vias alternas de angiogénesis: Esta es la principal linea de la

recidiva tumoral y una de las explicaciones para que la terapia
antiangiogénica sea sostenida en el tiempo y no solo un pulso. Los mRNA
de factores angiogénicos encontrados posterior a la inhibicion con anti-

VEGF son: FGF 1y 2, Efrinas A1y A2 (Efnal, Efna2) y angiopoyetinal

Mecanismos mediados por células estromales y células progenitoras
derivadas de la médula 6sea: la angiogénesis tumoral recluta diversos tipos
de células para el desarrollo de los vasos sanguineos, como las células
derivadas de Medula Osea (BDMCs), macréfagos y fibroblastos. Estas
células que también participan de la biologia tumoral participan en la
expresion de otros factores mediadores de angiogénesis como el Factor
derivado de Células Estromales 1 (SDF-1), citoquinas varias y proteasas.
Estas células presentan interacciones complejas en la formacion de nuevos
vasos siendo menos reactivas a las terapias dependientes del bloqueo de
VEGF, sin embargo se presentan también como una nueva via de terapias

antiangiogénicas.47,48, 60
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Diferenciacion Vascular: En ciertos casos los procesos angiogénicos
inducidos por el tumor culminan en vasos sanguineos bien diferenciados,
los cuales no se ven influenciados por el uso de terapias Anti-VEGF.*® O el
tratamiento antiangiogénico que se indica, al bloquear el VEGF facilita la
maduracion de algunos vasos normalizando su morfologia e induciendo su
cobertura por pericitos. Los cuales evitan la degradacion de vasos por parte

de los factores antiangiogénicos®®

Incremento del perfil invasivo del tumor: un fenotipo invasivo del tumor a
diferencia de un fenotipo expansivo presenta una menor expresion de factor
inducidos por hipoxia y por lo tanto son células que presentan un menor
dependencia de la angiogénesis.*® Ademas permite a las células acceder a
la vasculatura normal del cerebro que no se ve afectada por las terapias

antiangiogénicas 5% 60

Mecanismos indiferentes a terapias antiangiogénicas
Plétora de factores proangiogénicos: puede existir desde un inicio del

desarrollo del tumor una concurrencia de factores proangiogeénicos,
disminuyendo la sensibilidad a la solo inhibiciéon del VEGF. En este caso
hay una concurrencia de multiples factores proangiogénicos como por
ejemplo FGF-1 y 2 y angiopoyetinas.*® Este hecho ha sido particularmente
importante en el desarrollo de las nuevas lineas de tratamiento como los
inhibidores de tirosin kinasas asociadas a receptores de factores

angiogénicos (como el cediranib).58 59. 60



Patrén tumoral hipovascular: si bien la mayoria de los tumores gliales
presentan una mayor densidad de vasos como mediada de malignidad,
existen algunas lineas tumorales que no necesariamente inducen una
mayor proliferacion de vasos. Este tipo de tumor no va a presentar
respuesta a terapias antiangiogénicas pues suelen crecer en ambientes

hipoxicos.

Crecimiento de vasos por mecanismos alternos: La angiogénesis induce la
formacion de vasos a partir de otros preexistentes en un mecanismo de
“brote” (sprouting). Sin embargo hay otras vias de desarrollo de vasos como
la intususcepcion y la vasculogénesis desarrollan nuevos vasos sin
necesariamente otros preexistentes, estos mecanismos de desarrollo de
vasos sanguineos presentan vias moleculares alternas donde el VEGF

juega un papel menor.*®

Estos mecanismos explican en parte la refractariedad de ciertos gliomas al
tratamiento mediado por anticuerpos Anti-VEGF. Ademas pueden estar implicados
en la respuesta angiogénica que se observd en los grupos tratados con LCE
tumoral mas Anti-VEGF, los cuales presentaron un si bien presentaron un indice
angiogénico mayor que los grupos controles no siempre respondieron al bloqueo

de VEGF.
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Actualmente, junto con la busqueda de los marcadores tumorales se avanza en
los nuevos tipos de terapia antiangiogénica, desde el bloqueo de miRNA
asociados a angiogénesis tumoral, el blogueo especifico de Receptores
tirosinkinasas de VEGF y otros méas noveles como la incorporaciéon de células

progenitoras endoteliales como vectores de terapia génica (Ver anexo 7).47:48:49. 59,

60

Se reconoce gque la debilidad de este estudio esta principalmente en el n de
pacientes, el cual llegd a 12. Como se expuso en un principio, la falta de centros
dedicados al estudio de patologia neuroquirargica y la dificultad para conseguir el
consentimiento adecuado por parte de los pacientes para realizar este tipo de
estudios restringié el poder trabajar con un nimero mayor de casos. Lo cual
hubiese permitido a lo mejor poder realizar un mayor nimero de cruces y generar

nuevas lineas de profundizacion
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Anexos

Anexo 1

Gréfico de la tasa incidencia y mortalidad por diagndsticos de tipo de cancer en
Chile. Ambos sexos y separado por género

Chile: Both sexes. all ages
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Chile: Wamen, all ages
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Fuente: http://globocan.iarc.fr, Estimations of Cancer Incidence and Mortality Chile

from OMS, acceso a informacion; Agosto del 2012. Se han marcado con una linea

las tasas de incidencia y mortalidad de neoplasias del Sistema nervioso
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Anexo 2

Clasificacion OMS tumores de Sistema Nervioso Central y su clasificacion segun

malignidad3®

IV Astrocytic tumours

Subependymal giant
cell astrocytoma

Central neurocytoma

Extraventricular neurocytoma

Pilocytic astrocytoma

Cerebellar liponeurocytoma

Pilomyxoid astrocytoma

Paraganglioma of the spinal cord

Diffuse astrocytoma

Papillary glioneuronal tumour

Pleomorphic xanthoastrocytoma

Anaplastic astrocytoma

Rosette-forming
glioneuronal tumour of

Glioblastoma

Giant cell glioblastoma

Pineal tumours

Gliosarcoma

Pineocytoma

Oligodendroglial tumours

Pineal parenchymal
tumour of intermediate

Oligodendroglioma

Pineoblastoma

Anaplastic oligodendroglioma

Papillary tumour of the pineal

Oligoastrocytic tumours

Embryonal tumours

Oligoastrocytoma

Medulloblastoma

Anaplastic oligoastrocytoma

Ependymal tumours

CNS primitive
neuroectodermal tumour

Atypical teratoid / rhabdoid

Subependymoma

Myxopapillary ependymoma

Tumours of the cranial and paraspinal nerves

Ependymoma

Schwannoma

Anaplastic ependymoma

Neurofibroma

Choroid plexus tumours

Perineurioma

Choroid plexus papilloma

Malignant peripheral
nerve sheath tumour

Atypical choroid plexus

Choroid plexus carcinoma

Meningeal tumours

Other neuroepithelial tumours

Meningioma

Atypical meningioma

Angiocentric glioma

Anaplastic / malignant

Chordoid glioma
of the third

Haemangiopericytoma

Anaplastic haemangiopericytomal

Neuronal and mixed neuronal-gl

ial tumours

Haemangioblastoma

Gangliocytoma

Tumours of the sellar region

Ganglioglioma

Craniopharyngioma

Anaplastic ganglioglioma

Desmoplastic infantile
astrocytoma and

Granular cell tumour
of the neurohypophysis

Pituicytoma

Dysembryoplastic
neuroepithelial

Spindle cell oncocytoma
of the adenohypophysis

70



Anexo 3
Imagenes obtenidas en el laboratorio de Microscopia electronica de la Universidad

de Chile
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Anexo 4

Imagen obtenida desde http://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosystems/83066 biosystems

pathway. VEGF signaling pathway in Homo sapiens KEGG id hsa04370
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Anexo V

Table 2. Pro- and Anti-Angiogenic Factors Induced by Hypoxia/Hypoxia-Inducible
Factors

Pro-Angiogenic Anti-Angiogenic

VEGFE Flit-1 (VEGF-R1), Kdr (WVEGF-RZ2) OLL1-4

Angicpoistin-1/2 (Ang-1/2), Tie-2 Vaschizin-1

ADNM Thrarmoogponcin-1

FGF Carbonic anhydrase-9 (CA-S)
PLGF Regulstor of G-protein signaling 5
FPOGF-B Angiostatin

SCF Endosatin

Detacpontin Canstatin

FAl-1 Interfercns (IFM-ce, IFMN-B, IFIN-)
MME, TIMP

MNOS

COX-2

Fridoglin

1B-adrenargic receptor

Endothelin-1

Semephornn 42

Integrins, leptin

Endosialin

Adenosine A2A receptor

Ciygen-regulated protain—150

SOF-1

Interleuking {IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10)

ADM = adrencmedulling Ang-1/2 = angicpoietin-"/2; COX-2 = cyclo-oxygenase 2; DLL = delta-lke
liganc; FGF =fibroblast growth factor; =lit-1 = fms-related tyrosine kinase 1; Kdr = kinase insert
dormain contaning rocopter; MMP = matrix motalloprotoinases; NOE - nitric oxde eynthasos;
PAI-1 = plasminogen activator inhibitor—1; PLGF = placanta growth factor; PDGF-B = platelst-
derived growth factor beta; SCF = stemn cell factor; S0F-1 = stromal-derived growth factor;
Tie-2 = TEK tyrosine kinase endothslial; TIMP = tissue inhibitor of metaloprotsirases; VEGF =
vascular endothelial growth factor; VEGF-R = VEGF receptor.

Extraido desde Hypoxia-Induced Angiogenesis: Good and Evil; Bryan L. Krock,
Nicolas Skuli, and M. Celeste Simon; Genes & Cancer, December 2011; vol. 2, 12:
pp. 1117-1133
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Anexo 6

Extraido de http://www.genome.jp/kegg/ término de busqueda: “glioma” KEGG id

hsa05214 visualizado el 26 de agosto de 2012
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Tabla 1

Astrocitomas 4 3,693 0,069
Astrocitomas de bajo grado 2 3,675 0,01
Astrocitoma de alto grado y glioblastomas 2 3,712 0,096
Oligodendroglioma 4 3,84 0,069
Oligodendroglioma de bajo grado 3 3,921 0,079
Oligodendroglioma de alto grado 1 3,6 0,141
Tumor de plexo coroideo 0 0 0
Epéndimomas 1 4,353 0,152
Gangliogliomas 3 3,537 0,075
LCE control 5 2,14 0,0404
Control SF 5 2,07 0,053
Tabla 2

Sin tratamiento previo 7 3,787 0,0598
Radioterapia 1 3,835 0,125

Quimioterapia 2 3,703 0,0932
Radio-quimioterapia 2 3,539 0,0882
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