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RESUMEN

El cancer es considerado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como la
principal causa de mortalidad a nivel mundial. De los mas de 200 tipos de céncer, el
3% se asocia al sistema nervioso. De acuerdo a la OMS, los tumores se clasifican
en un sistema de graduacion del | al IV basados en su tipo celular, malignidad y
prognosis, dénde el grado | presenta una mejor expectativa de vida y grado IV la
peor. Actualmente el diagnéstico de los tumores cerebrales se realiza por andlisis de
imagenologia, histopatologia e historia clinica, sin embargo, en la busqueda de
nuevas herramientas diagnésticas y prondsticas, los biomarcadores séricos son una
alternativa al diagndstico tradicional presentando ventajas como una minima
invasividad en la toma de muestra, la posibilidad de un diagnéstico temprano y el
seguimiento del tratamiento. GFAP es una proteina del citoesqueleto de astrocitos
maduros con potencial de biomarcador, cuya presencia en suero es condicionante a
estados patolégicos con necrosis astrocitica, siendo detectable a causa de una
desestabilizacion de la barrera hematoencefalica derivando en la pérdida de su
integridad. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar el potencial de GFAP
como biomarcador sérico diferencial de astrocitomas utilizando como herramienta el
enzimoinmunoensayo de adsorcién (ELISA). Los resultados obtenidos muestran
gue, en pacientes del Hospital General de México diagnosticados con distintas
graduaciones de astrocitomas, GFAP es un biomarcador diferencial especifico del
Grado IV dado que no es detectable en suero en astrocitomas de menor graduacion.



1. ANTECEDENTES
1.1 Sistema nervioso

El sistema nervioso (SN) se divide en sistema nervioso central (SNC) y sistema
nervioso periférico (SNP). El SNC incluye al cerebro y la médula espinal mientras
gue el SNP esta formado por nervios, ganglios sensoriales y autonémicos. Tanto el
SNC como el SNP estan compuestos prioritariamente por dos grupos de células: las
neuronas y la glia. Las neuronas tienen la funcion de recibir y enviar sefales a otras
neuronas creando la compleja red neuronal. Este tipo celular estd compuesto por un
cuerpo también llamado soma o pericarion, el cuél es el centro metabdlico y el lugar
en el que se encuentra la informaciéon genética; las dendritas, encargadas de recibir
informacion; y el axon, que transmite las sefiales recibidas por las dendritas a través
de potenciales de accion (Figura 1a) (Waxman, 2010). Las neuronas, de acuerdo a
su morfologia, pueden ser multipolares, bipolares o unipolares (Figura 1b). Las
multipolares, presentes en mayor abundancia dentro del SN, son aquellas que tienen
un gran numero de dendritas y un solo axon. Las bipolares tienen una sola dendrita
y un solo axon. Las unipolares tienen un solo axén que se divide en central y

periférico (Hilton y Shivane, 2015).

Cuerpo celular
y dendritas

Dendrita
Axon
Dendrita (periférico)

Lo

Axon
(central)

AN

Neurona unipolar

2 Axon
Axoén

Neurona multipolar Neurona bipolar

Figura 1. Clasificacion estructural de las neuronas. (a) Componentes de la neurona

(b) Tipos de neurona (Hilton y Shivane, 2015).

Las células gliales, con una proporcion 10 a 1 con respecto a las neuronas, tienen

funciones como la formacion de mielina, el mantenimiento de los niveles de K*
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extracelular, la recaptura de los neurotransmisores en la actividad sinaptica y sirven
como guia para el correcto acomodo de las neuronas durante el desarrollo. Estas se
clasifican en microgliay macroglia (Cuadro 1) con respecto a su origen, mesodérmico

y ectodérmico, respectivamente (Waxman, 2010).

Cuadro 1. Clasificacion y funciones de las células gliales en el SNC (Waxman,

2010).
Células gliales  Tipo celular Funcion
Macroglia Oligodendrocitos  Formacion de mielina.

Regulacion de ambiente iénico.

Recaptura de neurotransmisores.

Astrocitos
Guia de axones.
Formacion de la BHE.
Ependimarias Revestimiento del conducto ependimario.
Microglia Vigilancia inmunoldgica.

La microglia, con una funcion similar a la de los macréfagos, se encarga de vigilar,
detectar y destruir antigenos cumpliendo la funcion de células efectoras clave en la
respuesta inmune dentro del SNC (Hambardzymyan y col., 2016). Por otro lado, la
macroglia engloba a las células ependimarias, los oligodendrocitos y los astrocitos
(Waxman, 2010). Las células empendimarias revisten el conducto ependimario que
contienen al liquido cefaloraquideo (LCR). Los oligodendrocitos, predominantes en
la sustancia blanca, forman vainas compactas de mielina alrededor de los axones
gue actla como aislante. Los astrocitos proporcionan apoyo estructural al tejido
nervioso, regulan el ambiente ionico, actian como guias de la migracion neuronal y
contribuyen en la formacion de la barrera hematoencefélica (BHE) (Verkhratsky y
Butt, 2013).

Si alguna célula glial se ve alterada genéticamente en protooncogenes y/o genes
supresores de tumores, puede generar una serie de modificaciones funcionales que

dan origen al desarrollo de un tumor dentro del SN.



1.2 Tumores del sistema nervioso

La formacion de la masa celular conocida como tumor es resultado de alteraciones
a nivel molecular provocando fallas en los mecanismos que controlan el crecimiento
y la proliferacion celular (Weinberg, 2014). La aparicion de estas alteraciones
depende de factores externos como el consumo de tabaco, la exposicién a quimicos,
radiacion y organismos infecciosos; y de factores internos de la célula como son las
mutaciones heredadas o inducidas por: disfuncibn de enzimas reguladoras de
productos del metabolismo, deficiencia en los sistemas de reparacion del ADN,
produccion descontrolada de factores sefalizadores de la proliferacién, entre otros
(Hejmadi, 2010). Las células tumorales sufren cambios fisiologicos (Figura 2) que les
proveen capacidades particulares como: evasion de la apoptosis, activacion de la
angiogénesis, desregulacion del sistema energético celular, evasion de la
destruccion de la célula cancerosa por parte del sistema inmune. La conversién de
tumor a cancer es dependiente de desarrollar la capacidad de invasion y metastasis
(Hanahan y Weinberg, 2000; 2011).

Senalizacién sostenida
de la proliferacion

Evasioén supresores
de crecimiento

Desregulacion del

. Evasion de la destruccion
metabolismo celular

por sistema inmune

Resistencia a

Inmortalidad
muerte celular

Inestabilidad genémica

y mutabilidad Inflamacién promotora

de crecimiento tumoral

Induccién de Activacion invasion
angiogénesis y metastasis

Figura 2. Principales caracteristicas fisiologicas de una célula tumoral (modificado
de Hanahan y Weinberg, 2011).
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El término cancer es utilizado en mas de 200 patologias diferentes (Faratian y col.,
2010) y es considerado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como una de
las principales causas de morbilidad y mortalidad a nivel mundial, estimando 14
millones de nuevos casos y 8 millones de muertes en 2012. Los tumores del sistema
nervioso (SN) representan entre el 2 y 3% del total de tipos de cancer, con una
incidencia de 21 nuevos casos por cada 100,000 habitantes al afio (WHO, 2014). Es
importante destacar que este tipo de tumores presentan una baja probabilidad de
migracion fuera de SN pero una alta capacidad para generar tumores secundarios
dentro del mismo tejido (Franks, 1991; Lodish y col., 2005).

El criterio de clasificacion de la OMS para tumores del SN se basa en su origen
celular, agresividad, malignidad y morfologia, creando de tal forma un sistema de
medicion que comprende del Grado | al IV, siendo los tumores de Grado | aquellos
con bajo nivel de crecimiento y baja probabilidad de colonizacion de otras zonas del
SN; Grado Il aquellos con naturaleza de infiltracion profunda, bajo nivel proliferativo
pero recurrentes; los Grado Ill muestran atipia nuclear y actividad mitGtica activa; y
los tumores de Grado IV que se caracterizan por ser de rapido crecimiento y colonizar
otras zonas dentro del SN (Louis y col., 2007). Existen mas de 125 tipos diferentes
de tumores del SN, cuyas variables de clasificaciéon son muy diversas por la propia
heterogeneidad de los tumores (Ironside y Ironside, 2012). De acuerdo a la OMS, los
tumores con mayor incidencia son: neuroblastomas, meningiomas, y gliomas WHO,
2014).

Los neuroblastoma se caracterizan por ser tumores neuroepiteliales cuyo origen son
las células de la cresta neural, de la que se derivan los ganglios neurales simpaticos
y la médula adrenal (Irwin y Park, 2015). Estos tumores se presentan principalmente
en la infancia con una incidencia de 10.5 por cada millén de nifios entre 0 y 4 afos.
Estos tumores tienen la tendencia de crecer rapidamente y la capacidad de

diseminarse a través LCR (Cheung y Dyer, 2013).

Los meningiomas son tumores de lento crecimiento compuesto por células

aracnoideas (Doroudchi y col., 2013). Hay varios tipos de meningiomas los cuales



son clasificados de acuerdo a su sitio de origen, la relacién con otros tejidos y su
grado histolégico; algunos de éstos son los fibrosos, angiomatosos, microcisticos,
cordoides, metaplasicos y anaplasicos (malignos). Estos tumores equivalen al 30%
de los tumores de SNC en adultos y entre el 0.4 y 4.6% en nifios y adolescentes
siendo mas comin en mujeres de entre 30 y 60 afios. Estos pueden aparecer en
cualquier area del SNC y son comunes las apariciones multiples, sin embargo, la

metastasis es muy rara (Fathi y Roelcke, 2013).

Los gliomas equivalen al 50% de los tumores dentro del SN convirtiéndolos en los
mas comunes. Estos tumores surgen de las células gliales y son considerados
tumores malignos debido a su gran capacidad de infiltracién en el cerebro. Presentan
la caracteristica de no poseer un borde claro y definido, por lo que la extirpacion
quirurgica total es complicada (Somasundaram y col., 2009). Debido a que tienen
comportamientos distintos de actividad proliferativa, vascular y mitética, la estrategia
médica para combatirlos difiere entre ellos (Ironside y Ironside, 2012). Los gliomas
estan clasificados en oligodendrogliomas, oligoastrocitomas y astrocitomas, de

acuerdo a las células donde se originan (Sreekanthreddy y col., 2010).

Los oligodendrogliomas estan clasificados por la OMS como Grado Il, sin embargo,
en algunos casos donde llegan a mostrar un aumento en la actividad mitética,
necrosis y proliferacion vascular son re-clasificados como Grado lll, a éstos ultimos
se les denomina oligodendrogliomas anaplasicos. Los oligodendrogliomas presentan
guimiosensibilidad al tratamiento con PVC (procarbacina, lomustina y vincristina)
(Stege y col., 2005) asi como radiosensibilidad, ademas de ser identificables por
imagenologia debido a que muestran signos de calcificacion. Microscépicamente,
estos gliomas estdn compuestos por células de nucleo redondo con un halo
perinuclear (Figura 3) y estdn generalmente organizados en nodulos agrupandose

preferentemente alrededor de las neuronas (Hilton y Shivane, 2015).
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Figura 3. Histologia del oligodendroglioma (Wesseling y col., 2015).

Los oligoastrocitomas llevan su nombre por presentar caracteristicas de un
oligodendroglioma ademas de algunos componentes astrociticos por lo que son
dificiles de diagnosticar (Figarella-Branger y col.,, 2008). Dependiendo de su
malignidad pueden ser clasificados como oligoastrocitomas (Grado |II) u

oligoastrocitomas anaplasicos (Grado Ill) (Hilton y Shivane, 2015).

Los astrocitomas son el tipo de tumor primario mas comun del SNC cuya célula de
origen es el astrocito (Omuro y DeAngelis, 2013). Estos tumores primarios se
subdividen en: astrocitoma pilocitico (AP) o Grado I; astrocitoma difuso (AD) o Grado
II; astrocitoma anaplasico (AA) o Grado Il y glioblastoma (GBM) o Grado IV (Louis y
col., 2007;).

El AP o Grado | muestra un crecimiento lento y debido a su baja malignidad puede
ser removido quirdrgicamente por lo que los pacientes diagnosticados con éste
tienen una esperanza de vida mayor a 5 afios. Se presenta con mayor frecuencia en
nifios y adultos jovenes ademas de tener preferencia por sitios especificos dentro del
SNC como el hipotdlamo y cerebelo. Histologicamente estan caracterizados por
células astrociticas bipolares que forman areas sélidas y microcisticas, fibras de

Rosenthal y proliferacion vascular (Figura 4a; flechas: fibras de Rosenthal). EI AD o



Grado Il es un tipo de astrocitoma de lento crecimiento cuya esperanza de vida para
los pacientes diagnosticados con este tipo de tumor es de aproximadamente 4 afios.
Histol6gicamente muestran una morfologia astrocitica de apariencia uniforme, baja
celularidad y ausencia de figuras mitéticas (Figura 4b). EI AA o Grado Ill muestra un
aumento en la proliferacion y anaplasia, siendo la esperanza de vida para los
pacientes diagnosticados con este tipo de tumor de aproximadamente 18 meses.
Histologicamente se caracterizan por presentar una densidad celular alta, atipias
nucleares y mitosis (Figura 4c). El GBM o Grado IV es el tumor mas comun y mas
agresivo; una vez detectado la esperanza de vida no supera los 12 meses.
Histologicamente se compone de células astrociticas con grandes nucleos
irregulares, figuras mitéticas, areas de necrosis y proliferacion vascular (Figura 4d;
flechas: proliferacion vascular) (Figarella-Branger y col., 2008; Sreekanthreddy y col.,
2011; Hashemi y col., 2014; Ostrom y col., 2014; Hilton y Shivane, 2015).

» N

&

S
[N

-
L ¥

Figura 4. Histologia de los astrocitomas. a) astrocitoma pilocitico, se sefalan las
fiboras de Rosenthal (flecha); b) astrocitoma difuso; c) astrocitoma anaplasico; d)
glioblastoma, se sefiala la proliferacién celular (flechas) (Hilton y Shivane, 2015).
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En el Cuadro 2 se sefialan la edad promedio de aparicién y supervivencia media de

los astrocitomas.

Cuadro 2. Datos clinicos de los astrocitomas (modificado de WHO, 2014).

‘ Tumor Edad (afios) Supervivencia ‘
Astrocitoma pilocitico (Grado ) <20 > 5 afios
Astrocitoma difuso
20-45 4 afnos
(Grado II)
Astrocitoma anaplasico (Grado III) 20-45 ~ 18 meses
Glioblastoma (Grado V) ~ 45-60 <12 meses

1.3 Glioblastoma

El glioblastoma (GBM) tiene una incidencia anual de 5.26 casos por cada 100,000
habitantes y representa el 82% de los casos de glioma maligno a nivel mundial
(Omuro y DeAngelis, 2013). Se clasifican en primario y secundario en relacién a sus
caracteristicas clinicas. Los GBM primarios se presentan mas comunmente en
pacientes de aproximadamente 60 afos de edad. Este tipo de tumores no se derivan
de astrocitomas de mas bajo grado, es decir, se desarrollan desde un principio como
GBM. Por otro lado, los GBM secundarios son mas prevalentes en pacientes de 45
afios 0 menos y se derivan de astrocitomas difusos y anaplasicos (Hashemi y col.,
2014). El farmaco por eleccion para su tratamiento es la temozolmida (TMZ) que
incrementa ligeramente la esperanza de vida de 8.1 a 9.7 meses, sin embargo, la
mayoria de los pacientes desarrollan resistencia al tratamiento por lo que combatir la
enfermedad es extremadamente complicado. Sélo el 5% de los pacientes

sobrepasan los 5 afios después de haber sido diagnosticados (Gallego, 2015).
1.4 Diagnastico de tumores cerebrales

El diagndstico de los tumores cerebrales se realiza a través de la revision de la

historia clinica del paciente y por técnicas de imagenologia e histopatologia.



La sospecha de la presencia de un tumor cerebral comienza con la aparicién de
diversos sintomas como son: hemiparesia, cambios neuropsicologicos, afasia,

jaguecas, nausea, vomito y convulsiones (Stark y col., 2010).

Las jaguecas son de los sintomas mas frecuentes, presentes en aproximadamente
50% de los casos. En un paciente mayor de 50 afios, las jaguecas suelen presentarse
de manera recurrente y con severidad progresiva. Las dificultades cognitivas y
cambios de personalidad son frecuentemente confundidas por desérdenes
psicolégicos o demencia, particularmente en adultos mayores. Sintomas como
hemiparesia, pérdida sensorial 0 alteracion del campo visual son comunes y reflejan
la localizacion del tumor. Ocasionalmente, el desarrollo de los sintomas es rapido,
parecido a una apoplejia. Las convulsiones son el sintoma mas comdn y se
presentan en el 20-40% de los pacientes. Un diagndstico temprano es dificil de
realizar dado que los primeros sintomas son parte del cuadro sintomatologico de
otras patologias no relacionadas al cancer por lo que la mayoria de los individuos se
realizan andlisis por imagenologia hasta presentar sintomas como pérdida de

equilibrio, problemas de memoria y convulsiones (Omuro y DeAngelis, 2013).

Las técnicas de imagenologia para el diagnéstico de gliomas son: la tomografia
computarizada (CT), resonancia magnética nuclear (RMN) y espectroscopia de
resonancia magnética nuclear (Doroudchi y col., 2013). Sin embargo, estas técnicas
se basan en la medicion de la integridad de la barrera hematoencefalica (BHE) por
lo que sélo es una medicion indirecta de los tumores (Holdhoff y col., 2013) debido a

gue el contraste no es capaz de atravesar la BHE intacta (Wolburg et al., 2012).

La RMN es preferida entre otros métodos de diagndstico debido a su alta resolucion
de contraste y capacidad de mostrar varios planos con las secuencias Tl y T2
ademas del volumen sanguineo cerebral a través de la perfusion con resonancia
magnética (PRM), en la cual se observa la vascularidad cerebral (Hattingen y
Warmuth-Metz, 2016).

El medio de contraste empleado por excelencia es el gadolinio, el cual es

administrado via intravenosa momentos antes de realizar el estudio y al ser un metal

9



con propiedades paramagnéticas, modifica el magnetismo de los protones de agua
aumentando la intensidad de la sefial de lesiones que presentan una vascularidad
alterada. El GBM aparece en imagenes de RMN (Figura 5) como una masa
heterogénea, esto se debe a la formacion de espacios necrético y/o quistes (Demir y
col., 2005).

Figura 5. Resonancia magnética de GBM. Se muestra un GBM con un alto volumen
sanguineo cerebral (VSC). a) secuencia T1; b) secuencia T2 después de afnadir el

contraste; c) perfusion por resonancia magnética (PRM) (Ticky y col., 2015)
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Otro método de diagndéstico que aunado a la imagenologia ayuda en la correcta
identificacion de los tumores es el analisis histopatologico el cual se basa en la tincidon
diferencial de tejido utilizando colorantes para reconocer e interpretar anormalidades

morfoldgicas en biopsias (Hilton y Shivane, 2015).

Las tinciones mas utilizadas por histopatélogos y neuropatélogos son la hematoxilina

y eosina, violeta de cresilo, bielschowsky y PTAH (Cuadro 3).
Cuadro 3. Tinciones histolégicas (modificado de Hilton y Shivane, 2015).

Tincion Uso

Hematoxilina y Tincibn mas utilizada en histopatologia. Usada para tefiir

eosina secciones congeladas y tejido fijo con formalina. La hematoxilina
tifie el nacleo de azul y la eosina tifie el citoplasma de rosa. Esta
tincion no es especifica para algun tipo celular o estructura, sin
embargo permite evidenciar la estratificacion tisular y alteraciones
morfologicas en las células.

Violeta de Utilizada principalmente para el estudio de la morfologia y

cresilo distribucion de neuronas. El cresil violeta tifie los cuerpos de Nissl
de purpura oscuro o azul.

Bielschowsky  Tincién de plata utilizada para localizar axones, los cuales son
tefiildos de negro.

PTAH Esta tincion es utilizada para identificar astrocitos y fibras gliales.

Actualmente se estan investigando algunos marcadores moleculares tisulares,
séricos 0 en LCR como potenciales herramientas de diagndéstico. Con estas nuevas
estrategias puede ser posible realizar un diagnéstico temprano, una mejor prediccion
de respuesta al tratamiento y una clasificacibn mas precisa. Por lo anterior, el
diagnostico molecular es una herramienta Gtil complementaria de los analisis
histologicos, de imagenologia e historia clinica en el diagnostico tumoral (Capper y
Reifenberger, 2015).
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Algunas alteraciones moleculares frecuentes correlacionadas con gliomas
especificos son: mutaciones en los codones R132 de la isocitrato deshidrogenasa
(IDH) 1 y R172 de la IDH2, fusiéon del gen BRAF a causa de una duplicacion en
tandem, pérdida de material genético en el brazo largo del cromosoma 19 (19q) y del
brazo corto del cromosoma 10q, aumento en la amplificacién del receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR), supresion de p16™K4A mutaciones en PTEN y

P53, (Figura 6) (Figarella-Branger y col., 2008; Capper y Reifenberger, 2015).

Amplificacion EGFR (~35%) " ; - A
Mtacion T2 (305 Célula precursora comun con mutacion [ Fusion BRAF-
Mutacién PTEN (~25%) KlAA1 549
PaH 10p (~50%) en IDH1/2 (>60%)

PdH 10q (~70%)
1 Pérdida 1p/19q (>75%) :

Mutacién TP53 (>65%
utacién (>65%) i i) Astrocitoma

Mutacién ATRX (>65%) R pilocitico

PdH 19q (~50%) | Astrocitoma J oligodendroglioma
PdH 10q (>60%) anaplasico anaplasico

Figura 6. Marcadores moleculares en diagndstico de gliomas (WHO,2014).
1.5 Biomarcadores en gliomas

De acuerdo al Instituto Nacional de Cancer un biomarcador es: “una molécula
biolégica encontrada en sangre, otros fluidos corporales, o tejidos que proporcionan
una senal de un proceso normal o anormal, o de una condicion o enfermedad” (NCI),
es decir, los biomarcadores son indicadores de alteraciones a nivel fisiolégico,
celular, sub-celular y molecular en el desarrollo de enfermedades especificas o
respuestas farmacol6gicas de una intervencién terapéutica (Wang y col., 2001; Kros
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y col., 2015). En los ultimos afios se han investigado biomarcadores que puedan ser
obtenidos de forma no invasiva con potencial para: 1) identificar riesgo de cancer, 2)
realizar un diagnoéstico temprano, 3) obtener una clasificacion precisa y 4) lograr un
eficiente seguimiento del tratamiento determindndose en tejido, suero o LCR
(Somasundaram y col., 2009).

Para la deteccion de biomarcadores en tejido se utiliza como herramienta a la
inmunohistoquimica. Algunos de estos biomarcadores tisulares utilizados para
confirmar el diagnostico o que proveen mayor informacién en casos complejos
tumorales son: proteinas del neurofilamento (NFP) y sinaptofisina que funcionan
como marcadores diferenciales entre tumores infiltrados y no infiltrados localizados
en las neuronas; proteina S-100, utilizada para tefiir tumores en las vainas nerviosas
(Schwannomas), ependimomas y melanomas; MIB-1/ki-67, marcador utilizado para
tefiir a las células que estan en fase proliferativa del ciclo celular; y la proteina acida
fibrilar de glia (GFAP), proteina del citoesqueleto usada para identificar a los tumores
de origen astrocitico (Ironside y Ironside, 2012).

Otro candidato para la obtencion de biomarcadores es el suero debido a que los
cambios en la concentracién de sus componentes pueden ayudar a diferenciar entre
un estado fisiol6gico normal y anormal de algun individuo. Algunos autores sefialan
como posibles biomarcadores seéricos para la identificacion de glioma al factor de
crecimiento epidérmico (EGF) el cual muestra niveles en suero correlacionables con
los grados de astrocitoma; YKL-40, factor de crecimiento para células del tejido
conectivo, factor de adhesion y migracion de células endoteliales cuyos niveles en
suero aumentan en presencia de gliomas; CTSD, la catepsina D es una proteasa
aspartica que se encuentra presente en niveles mas altos con respecto a su
expresion basal en gliomas de alto grado; y GFAP, de la cual se ha descrito que se
presenta en niveles detectables en GBM comparado con los niveles de individuos
sanos debido a la alta capacidad de proliferacion que tiene este tumor, provocando
la necrosis de células circundantes de tal forma que es detectable en el torrente
sanguineo como consecuencia del estado comprometido en la integridad de la BHE
(Somasundaram y col., 2009).
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1.6 GFAP

La proteina acida fibrilar de glia (GFAP), descrita en un principio por Eng y col.
(1969), es un filamento intermedio (FI) tipo 11l presente en el cerebro y caracteristico
de los astrocitos maduros (Kiviniemi y col., 2015). Los filamentos intermedios son
proteinas que forman parte del sistema de filamentos del citoesqueleto, el cual
desempenfia funciones que van desde darle forma a la célula hasta dirigir el trafico
intracelular de organulos. Este sistema, junto con los FI, estd formado por los
filamentos de actina o microfilamentos y los microtibulos (Alberts, 2015). La GFAP,
como filamento intermedio, se relaciona con procesos biolégicos de movimiento y
estructura celular, comunicacion y mantenimiento de la integridad de la BHE (Biswas
y col., 2011;).

A través de herramientas computacionales, Biswas y col. (2011) modelaron la posible
estructura tridimensional de GFAP (Figura 7). Estructuralmente GFAP esta dividida
en tres grandes dominios: la “cabeza” amino-terminal, el “cuerpo” helicoidal central,
y la “cola” carboxi-terminal (Middeldorp y Hol, 2011). El dominio N-terminal es el mas
pequefio de todas las proteinas de FI con 68 residuos de aminoacidos ademas
contener la secuencia de nonapéptido (SSYRRIFGG) compartida por todos los Fl
tipo Il (Sukhorukova y col., 2015).

Figura 7. Estructura tridimensional de GFAP (Biswas y col., 2011).
14



La GFAP, clonada en 1989, se localiza en el cromosoma 17 (17921) y esta
compuesto de 8 intrones y 9 exones. El corte y empalme del ARN puede dar lugar
hasta 8 isoformas (Cuadro 4) con estructuras diferentes en el dominio C-terminal y

similares en el N-terminal (Figura 8) (Sukhorukova y col., 2015).

Cuadro 4: Isoformas de la GFAP humana (Middeldorp y Hol, 2011)

Isoforma Transcripto Tamafo (aa)
a Exon 1-9 432
Y Carece (en su mayor =321

parte) del exon 1, nuevo

exon.
oye Exén 1-7, y ex6n 7a 431
K Exon 1-7,y exon 7b 438
A135 Delecion de nuclettidos 374
en exon 3y 6
A164 Delecion de 164 < 366
nucledtidos
Aexon6 Carece del exon 6 < 347

De estas isoformas, la o-GFAP es la mas abundante con 432 residuos de
aminoéacidos (Petzold, 2015), un peso molecular alrededor de 50 kDa y un punto
isoeléctrico de 5.42 (Middeldorp y Hol, 2011).

Los cambios en la expresion de GFAP pueden alterar la morfologia de los astrocitos,
lo cual a su vez puede afectar de forman indirecta a otras células y por consiguiente
la estructura del cerebro. La expresiéon de GFAP en el cerebro humano en desarrollo
comienza en la glia radial, la cual esta compuesta de células bipolares en la zona
ventricular, que expresa de igual forma vimentina y nestina, ademas de que puede
actuar como ceélula progenitora neural. Durante la maduracion de las células
precursoras a astrocitos, se observa un cambio en la presencia de los Fl de vimentina

a GFAP, esto se debe a que la expresion de GFAP es directamente proporcional al
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desarrollo del cerebro generando un incremento en la transcripcion de GFAP
(Middeldorp y Hol., 2011).

1 2 3 4 5 6 7 8 9

GFAPq | ] | I\)]\/Ek)[kpoly(m
\/ 39 nt ex9

GFAPS | ] | [@ 7a}-roly(A)

122 ntex7a
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\/ 187 nt ex7b
3a __agnm 3D -135nt
GFAPA135 | poly(A)
39 ntex9

GFAPAexon6 | ? I I WPOMA)
6 nt ex9

-155nt -9nt

GFAPA164 i (W W—polyw
6 ntex9

Figura 8. Isoformas por corte y empalme de la GFAP humana (Middeldorp y Hol,
2011)

Ademas de su rol como proteina estructural del citoesqueleto (Sukhorukova y col.,
2015) en los ultimos afios se ha logrado elucidar a través de investigaciones de
modelos experimentales con ratones y lineas celulares el papel de GFAP en las
funciones fisioldgicas particulares de los astrocitos. La GFAP esté involucrada en la
regulacion del volumen y movimiento del mismo, juega un rol importante en las
interacciones neurona-glia y en el anclaje a la membrana plasmética de los
transportadores de glutamato cruciales para el reciclaje de neurotransmisores. La
presencia de GFAP fomenta la creacién de nuevas conexiones singpticas ademas
de ser requerida durante la vascularizacion del tejido nervioso y la formacion de la
BHE. En caso de lesiones cerebrales, promueve la formacion de una cicatriz glial a
través de los astrocitos reactivos (Figura 9) (Middeldorp y Hol, 2011).
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Figura 9. Funciones atribuidas a GFAP (Middeldorp y Hol, 2011).

La proteina acida fibrilar de glia (GFAP) es un importante componente astrocitico
estructural y funcional. Por lo tanto su deteccidén en suero indica un estado patolégico
de estas células, aunado con la desestabilizacion de la BHE, convirtiéndolo en un
biomarcador con potencial para el diagnostico diferencial especifico de los distintos

tumores cerebrales en la poblacién mexicana.
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2. HIPOTESIS

La concentracion de la proteina acida fibrilar glial (GFAP) en suero varia entre
distintos tipos de tumores cerebrales de acuerdo al tipo celular, grado y factores

etiolégicos.
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3. OBJETIVO
3.1 General

Cuantificar las concentraciones de GFAP en suero de pacientes diagnosticados con

distintos tumores cerebrales y relacionarlas con el diagnéstico clinico establecido.
3.2 Especificos

1. Obtener muestras séricas de pacientes diagnosticados con distintos tipos de
tumores asociados al sistema nervioso, no relacionados al sistema nervioso y sin

patologias.

2. Evaluar los niveles séricos de GFAP de las muestras obtenidas utilizando la
técnica de ELISA.

3. Analizar la expresiéon proteica en tejido tumoral a través de una electroforesis

bidimensional.

4. Correlacionar la concentracion de GFAP y evaluar su viabilidad como biomarcador

diferencial de los distintos tipos de tumores cerebrales.
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4. METODOLOGIA
4.1 Muestra poblacional

Se invitaron a participar en este proyecto a pacientes del Hospital General de México
Eduardo Liceaga usuarios de los servicios de Oncologia y Neurologia durante 2015-
2016 y personas sanas de la Universidad Autonoma de Querétaro. Los participantes
en el estudio fueron divididos en tres grupos. El grupo 1 denominado “grupo de neuro-
oncologia®, integrado por pacientes diagnosticados con diferentes tumores
cerebrales; el grupo 2 denominado “grupo oncoldgico no relacionado”, formado “por
pacientes diagnosticados con tumores no relacionados al SNC vy el grupo 3 “grupo
control”, constituido por individuos que no tuvieran historial clinico relacionado con

alguna patologia tumoral.

Los criterios de inclusion establecidos para todos los participantes del proyecto
fueron los siguientes: ser mayor de 18 afos, sexo indistinto, aceptar participar
voluntariamente en el proyecto y firmar el consentimiento informado. Adicionalmente
los participantes del grupo 1 debian presentar una sintomatologia clinica de tumor
cerebral, misma que debié haber sido confirmada por estudios de imagenologia,
histopatologia y diagnéstico clinico del médico tratante; para el grupo 2 debian
presentar un diagndstico clinico comprobado de tumorigénesis no relacionado al
SNC; finalmente para el grupo 3 los participantes no debian presentar o haber
presentado alguna patologia tumoral y mostrar valores séricos de 6 marcadores
(glucosa, urea, creatinina, acido urico, colesterol total y triglicéridos) dentro de los
rangos de referencia en una quimica sanguinea de rutina. Fue motivo de exclusién

no cumplir con cualquiera de los criterios antes mencionados.

Cada paciente, sin importar el grupo, dio su consentimiento para la obtencion de la
muestra y acceso a algunos datos como edad y diagndstico definido. El documento
de consentimiento informado para este estudio fue redactado basado en la
Declaracion de Helsinki y las Pautas Eticas Internacionales para la Investigacion
Biomédica en Seres Humanos de la CIOMS, en el proceso, se le explicé al paciente

el propésito del estudio, el tipo de muestra que se tomaria, el proceso para realizar
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la toma de muestra, el volumen de la misma y que ésta solo se tomaria una Unica
vez. Se solicitd el permiso para el acceso a los datos de su edad y diagndstico. Se
enfatizo en la confidencialidad y anonimato con la cual seria manejada la
informacion. El paciente tuvo la libertad de aceptar o no participar en el estudio
ademas de conocer la posibilidad de poder salir del protocolo o retirar los datos de
su muestra en cualguier momento sin repercusiéon alguna en su tratamiento, asi como

la posibilidad de conocer los resultados obtenidos del estudio si lo solicitaba.

So6lo aquellos pacientes cuyo procedimiento terapéutico indicara extirpacion
quirurgica se les solicito la donacion de una parte de la biopsia extraida para analisis

de proteinas.

De cada participante se obtuvo una muestra sérica y una biopsia del paciente
diagnosticado con astrocitoma maligno (AM). En el cuadro 5 se sefialan los

diagnésticos de los participantes del proyecto y el tipo de muestra donada.

Cuadro 5: Diagnaésticos de los participantes.

1 Sin patologias H1 Suero
2 Sin patologias H2 Suero
3 Sin patologias H3 Suero
4 Sin patologias H4 Suero
5 Sin patologias H5 Suero
6 Céancer cérvico uterino CCuU Suero
7 Mieloma M Suero
8 Tumor mixto pulmonar TMP Suero
9 Cancer gastrico G Suero
10 Sarcoma S Suero
11 Astrocitoma maligno AM Suero/Biopsia
12 Glioblastoma GBM Suero
13 Astrocitoma pilocitico PA Suero
14 Schwannoma w Suero
15 Astrocitoma de alto grado AAG Suero
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4.2 Recoleccién de la muestra

La toma de muestra consistio en recolectar 5 mL de sangre periférica en un tubo sin
anticoagulante a través de una puncién venosa de los pacientes que cumplieron con
los parametros de inclusion. Los participantes realizaron un ayuno minimo de 8 horas
antes de la recoleccion. La muestra de los participantes fue obtenida por personal
especializado del Hospital General de México Eduardo Liceaga y de la Unidad de
Andlisis Clinicos de la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de
Querétaro. El suero fue separado del paquete globular por centrifugacion a 3500 rpm
durante 10 minutos, alicuotado y almacenado a -70°C hasta que se comprobara la
integridad de los sueros. Por otro lado, el tejido tumoral fue obtenido a través de una
cirugia realizado por el onco-neurocirujano, una tercera parte de esa muestra fue

donada para el proyecto y almacenada a -70°C
4.3 Extraccion de proteinas totales

La extraccion de proteinas totales de la muestra tumoral se realiz6 utilizando como
amortiguador Tris-HCI (50mM, pH 9.0) con una concentracion final de inhibidor de
proteasas (Sigma-Aldrich, 11836153001) al 1X. EIl tejido tumoral se pesO y se
adicioné el amortiguador de extraccion en una proporcion de 5 pyL por cada mg de
muestra. Se realizé una lisis mecanica cortando con bisturi, se recolectd la muestra
la cual se mantuvo durante 2 horas en bafio de hielo en agitacion por vértex. Una vez
transcurridas las dos horas, el extracto fue centrifugado por 15 minutos a 10,000 rpm

a 4°C, el sobrenadante fue recuperado y alicuotado para ser almacenado a -70°C.
4.4 Cuantificacién de proteinas totales

La cuantificacion proteica se llevé a cabo utilizando el método de Bradford. La curva
estandar utilizada para la cuantificacion se realiz6 de acuerdo a los parametros
recomendados por la casa comercial (Sigma-Aldrich, B6916). Se realizaron
diluciones en serie con un rango de 0 a 1.4 mg/mL a partir de una solucion stock de
2 mg/mL de BSA (Bio-Rad, 5000207) En el cuadro 6 se muestra el volumen del
estandar y agua necesarios para la obtencion de las concentraciones especificas de

BSA para la curva estandar.
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Cuadro 6. Curva estandar para cuantificacion proteica.

Volumen del Estandar Concentracion BSA
17.5 pL de 2 mg/mL 7.5 L 1.4 mg/mL
14.3 pL de 1.4 mg/mL 5.71 L 1 mg/mL
10 uL de 1 mg/mL 10 L 0.5 mg/mL
10 yL de 0.5 mg/mL 10 uL 0.25 mg/mL

Se realizaron 2 diluciones de la muestra de tejido para su cuantificacion, 1:20 y 1:50,
y una dilucién de 1:70 para las muestras de suero. Por duplicado se afiadieron 5 uL
de las diluciones y 250 pL del reactivo de Bradford en una placa de 96 pocillos; se
mezclé por pipeteo, la placa fue incubada a temperatura ambiente por 6 minutos y
se leyod la absorbancia a 595 nm. Las absorbancias de la curva estandar fueron
graficadas obteniendo una linea de tendencia central y una ecuacion de la recta. Las
concentraciones de las muestras problema se calcularon interpolando las

absorbancias en la ecuacion de la recta y multiplicando por el factor de dilucion.
4.5 Electroforesis de proteinas

Se prepararon geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10% (Cuadro 7). Todas las
muestras se ajustaron a un volumen final de 20 yL con una concentracion proteica
de 55 mg/mL y buffer de carga 1X (Tris-HCI, SDS, glicerol, azul de bromofenol, -
mercaptoetanol).

Cuadro 7. Composicion de geles para SDS-PAGE.

Reactivo
~~  HO ' 2im.  1l9mL
1.5 M Tris (pH 8.8) - 1.3 mL
1.0 M Tris (pH 6.8) 380 uL -
30% solucion de
poliacrilamida 500 pk Lt
10% SDS 30 uL 50 uL
10% persulfato de amonio 30 uL 50 uL
TEMED 3 uL 2 uL
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Las muestras fueron incubadas a 95°C por 5 minutos, transferidas a hielo y
centrifugadas 10 segundos a 4°C. A continuacion, se cargaron en el gel y se corrio a
100V durante 2 horas. Una vez finalizada la corrida, los geles fueron tefiidos durante
5 minutos con una solucién de azul de Coomassie (45% metanol, 10% acido acético
glacial, 0.25% Coomassie) y en agitacion toda la noche con agua con el fin de
eliminar el exceso de colorante. Los geles fueron digitalizados y analizados por

densitometria utilizando el software Image Lab (Bio-Rad).

4.6 ELISA

Los niveles de GFAP en suero fueron medidos utilizando el enzimoinmunoensayo de
adsorcién (ELISA) tipo sandwich para realizar la cuantificacion de GFAP humana. Se
analizaron 3 muestras de pacientes sin patologias (H1, H2 y H3), 3 de pacientes con
tumorogénesis no relacionada al SN (TMP, Gy S) y 4 de pacientes con distintos tipos
y grados de tumores cerebrales (AM, GBM, PA y AAG).

El procedimiento del ensayo se realizé siguiendo las instrucciones del fabricante
(BioVendor, RD192072200R). Las muestras, los controles de calidad y las soluciones
estandar fueron diluidos 1:3 antes del analisis. Se hicieron duplicados de 100 uL por
cada dilucion en los pozos del ELISA que contenian anticuerpo anti-GFAP fijado
previamente y a continuacion la placa fue incubada por 2 horas a temperatura
ambiente en agitacion constante, seguido por una hora de incubacion con 100 uL de
la solucidén del anticuerpo anti-GFAP biotilinado seguido de 1 hora de incubacion con
el anticuerpo conjugado estreptavidina-HRP. Entre cada incubacion, se realizaron 3
ciclos de lavado. Posteriormente, la placa fue incubada 10 minutos con la solucion
de substrato (tetrametilbenzidina) a temperatura ambiente sin agitacion y protegida
de la luz. La reaccion colorimétrica fue detenida afiadiendo la solucion de paro
(peréxido de hidrégeno). La absorbancia de los estandares y las muestras fue

medida utilizando un lector de ELISA a 450 nm.

El limite de deteccion (LD) del ensayo en las condiciones de trabajo, definido como
la concentracion de la media de la absorbancia de los blancos (diluyente del

calibrador) mas 3 SD de la absorbancia de los blancos (Abianco + 3 X SDbianco), fue
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medido y calculado. Todos los valores debajo de este limite de deteccién fueron

considerados con un valor de 0 ng/mL.
4.7 Electroforesis bidimensional

El extracto proteico tumoral fue centrifugado al vacio por 1 hora, se descart6 el
sobrenadante y la pastilla fue resuspendida con 125 pL de la solucion de
rehidratacion (8 M urea, 2% CHAPS, 50 mM DTT, 0.2% Bio-Lyte® 3/10 anfolito,
0.001% azul de bromofenol). A continuacion, el total de la muestra rehidratada fue
incubada toda la noche a 4°C bajo la tira de isoelectroenfoque de 7 cm de pH entre
3y 6 (Bio-Rad, 163-2003). Una vez terminada la incubacién, la tira fue colocada en
el equipo de isoelectroenfoque y se prosiguio a realizar la separar las proteinas por
punto isoeléctrico utilizando el programa especificado en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Programa para isoelectroenfoque.

. Amperes . .
Voltaje Tendencia Tiempo
(HA/gel)
S1 250V 50 Lenta 20 min
S2 4000 V 50 Lineal 2 hrs
S3 4000 V 50 Rapida 10,000 V/h
S4 500 V 50 Rapida 20 min

Una vez realizado el isoelectroenfoque se llevé a cabo una segunda dimension para
separar las proteinas por peso molecular en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al
10% La tira de isoelectroenfoque se colocé fisicamente encima del gel de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y se adiciond aragosa para unir la

tiray el gel. La electroforesis se corrié durante 1 hora a 150 V.

Para el revelado, el gel de poliacrilamida se incubé toda la noche en una solucion
fijadora (metanol 30%, TCA 10%, acido sulfosalicilico 3.5%) en agitacion a
temperatura ambiente. Posteriormente, se realizaron 3 lavados de 30 minutos con
una solucién de metanol (30%) y TCA (12%). Se hizo un breve lavado con agua

desionizada y se incub6 el gel durante 1 hora con glutaraldehido al 10%. Una vez

25



terminado el periodo de incubacion, se lavd en agua desionizada durante 6 horas en
agitacion. A continuacion, se tifio el gel incubandolo con una solucién de plata (NaOH
21%, NH40OH conc.1.4%, AgNOs 4%) durante 15 minutos. Se realiz6 un rapido lavado
con agua para eliminar cualquier exceso de plata y se agrego la solucion reveladora
(acido citrico 10%, formaldehido 0.15%). La solucion de paro del revelador (acido
acético 10%) se agreg6 una vez que aparecio el patron de proteinas. Finalmente, se

lavo brevemente con agua y se digitalizé utilizando el software Image Lab (Bio-Rad).
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5. RESULTADOS
5.1 Cuantificacién de proteinas totales en suero

Con el objetivo de cuantificar las proteinas totales de los sueros se realizd una curva
estandar con diluciones seriadas en un rango de 0-1.4 mg/mL de BSA como se
sefala en la metodologia a partir de una solucion stock de 2mg/mL (Cuadro 6). La
ecuacion de la recta para la curva estandar se obtuvo graficando la concentracién de
las diluciones contra la media de la absorbancia obtenida. En la Figura 10 se muestra

una curva estandar representativa de la cuantificacion de proteinas.
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Figura 10. Curva estandar representativa de BSA.

La cuantificacion proteica total de las muestras se calculé interpolando la media de
sus absorbancias en la ecuacién de la curva estdndar. La media de las
concentraciones proteicas totales obtenida de las muestras séricas de los 15

pacientes fue de 77.28 +24.70 mg/mL. En la Figura 11 se muestra la concentracion
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proteica de cada muestra y su analisis de varianza (P<0.05). El analisis mostrd
diferencias estadisticamente significativas en la concentracion sérica total de
proteinas entre individuos, sin embargo, estas diferencias no presentan un patron

cuya tendencia podria estar asociada con el estado clinico de los participantes.

200
180 1
160
140 A
-
S
|_
o 120 A
o
£ 100 - abcd
abcd } abcd abcd
} bcde [}
80 - E cde cde s bede
t.t 7%
60 -
40 I I I I I I I I I I T I I T T
H1 H2 H3 H4 H5 AMGBM PA W AAGCCU M TMP G S
control neuro-oncolégico oncolégico no relacionado
Pacientes

Figura 11. Concentracion de proteinas totales (PT) en suero (e). (ANOVA-prueba
de Tukey; P <0.05.)

5.2 Electroforesis de proteinas.

Con el fin de comprobar la integridad de los sueros se realizé un SDS-PAGE al 10%
y se analizd la expresion diferencial proteica. Para ello se analizé el perfil de
expresion entre los individuos del grupo “control” y los pacientes de los grupos
“neuro-oncologico” y “oncoldgico no relacionado”. En la Figura 12 (a 'y b) se observan

todas las muestras séricas de los participantes, las cuales presentaron un patron
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similar de bandeo. Se observan bandas definidas comunes entre las muestras y

patrones similares a los reportados (Chromy, 2004) sin signos de degradacion.
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Figura 12. Electroforesis de proteinas de sueros. Geles a y b patron de expresion
proteico de las muestras. Flechas 1y 2, bandas elegidas para analisis

densitométrico.
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Con el fin de confirmar que las diferencias en la concentracion proteica en suero no
eran debido al estado clinico de los participantes se seleccionaron al azar dos bandas
proteicas definidas para realizar una semi-cuantificacion por densitometria y
posteriormente un andlisis estadistico de las mismas. Con el andlisis estadistico
(Figura 13) observamos que la diferencia entre las muestras no esta asociada al
estado clinico de los participantes, ademas, una misma muestra presenta expresion

diferencial entre proteinas.
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Figura 13. Densitometria de geles de proteina. a) banda 1 y b) banda 2. (ANOVA-
Prueba de Tukey; P<0.05).

5.3 Cuantificacion de GFAP por ELISA

Una vez comprobada la integridad del suero se prosiguié a cuantificar GFAP. En
experimentos previos del laboratorio, se desproteinizaron sueros utilizando el kit
Albumin and 1gG Depletion (QIAGEN) con el fin de reducir las proteinas séricas mas
abundantes y asi mejorar la deteccion de GFAP. Sin embargo, los resultados
mostraron que, aunque la cantidad de albumina e IgG disminuia no se mejoraba
significativamente la deteccién de GFAP (datos no se muestran) por lo que se decidié

realizar los experimentos sin desproteinizar los sueros.

Para la cuantificacion de GFAP por ELISA, se realiz6 una curva estandar por
duplicado en un rango de 0 a 5 ng/mL (Figura 14) siguiendo las instrucciones de la

casa comercial (BioVendor, RD192072200R). La ecuacion de la recta se obtuvo
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graficando la concentracién contra el promedio de la absorbancia. La determinacion
de GFAP en las muestras se calcul6 interpolando el promedio de las absorbancias
obtenidas en la ecuacion de la curva estandar. El limite de deteccion (LD) calculado
para el ensayo (Ablanco + 3 X SDblanco) fue definido como 0.179 ng/mL; todas las

cuantificaciones debajo del LD se les asigno un valor de como 0 ng/mL.
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Figura 14. Curva estandar representativa para GFAP del ELISA.

Se utilizé el suero de 10 pacientes con distintos diagnosticos de los cuales el 92% de
los valores obtenidos de GFAP se encontraron debajo del limite de deteccion
calculado (0.179 ng/mL). En la Figura 15 se observa que ningun paciente del grupo
“control” mostroé niveles detectables de GFAP en suero; los pacientes del grupo
“oncoldgico no relacionado” no mostraron GFAP en suero (limite de deteccién 0.179
ng/mL) y el paciente diagnosticado con GBM fue el Unico del grupo de “neuro-
oncologia” que mostro niveles de GFAP en suero por arriba del limite de deteccion
(1.362 ng/mL). Se realizaron al menos tres experimentos independientes con
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duplicado de cada muestra exceptuando los pacientes del grupo control, los cuales

se utilizaron muestras de distintos pacientes por duplicado en cada experimento.
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Figura 15. Cuantificacion de GFAP sérico determinado por ELISA. Pacientes del
grupo “control” (A), grupo “neuro-oncolégico” (e) y grupo “oncoldgico no
relacionado” (m). Los valores obtenidos debajo del LD (0.179 ng/mL) fueron

considerados como 0 ng/mL
5.4 Andlisis del tejido tumoral

Durante el tiempo que se desarrollé esta tesis, Unicamente un paciente doné parte
del tumor que le fue extirpado. En la Figura 16 se muestra el patron de expresion del
extracto proteico total del astrocitoma grado Il donado y de cerebro de rata, este
ltimo utilizado como control debido a la falta de uno de referencia. Se realiz6 un
SDS-PAGE al 10% en el que se cargaron 53 mg/mL de proteina total de extracto, el
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gel fue tefiido con Comassie y se observd el patron de bandas. Se observan
diferencias en los perfiles de expresiéon mostrando una mayor cantidad de bandas de

proteinas en el cerebro de rata en comparacién con el extracto tumoral.
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Figura 16. Electroforesis de proteinas del extracto proteico tumoral. En el carril 1 se
muestra marcador de peso molecular, los nimeros indican el peso (kDa); en el carril
2 y 3 se observa el patrén de proteinas del extracto tumoral y de cerebro de rata,

respectivamente.
5.5 Electroforesis bidimensional

Para un analisis global de la expresion proteica del paciente diagnosticado con AM,
se realiz6 una electroforesis bidimensional del extracto proteico tumoral. En la Figura

17, se muestra el gel obtenido de la electroforesis bidimensional realizada; en €l se
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observa que la mayor cantidad de proteinas migraron en un pH de 4.5 y entre 50 y
70kDa (flecha).

Figura 17. Electroforesis bidimensional del extracto proteico tumoral del paciente

diagnosticado con AM. Flecha: Proteinas.
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6. DISCUSION

El aumento en la incidencia de cancer a nivel mundial ha promovido el desarrollo de
ensayos predictivos, diagnosticos y prondsticos para la enfermedad (Strimbu y Tavel,
2010). En este sentido, biomoléculas como proteinas, acidos nucleicos, anticuerpos
o péptidos con capacidad indicadora diferencial en procesos fisioldgicos, patoldgicos
y de respuesta farmacoldgica se han posicionado como posibles biomarcadores
(Henry y Hayes, 2012). Ademas de su capacidad como indicador, la busqueda de un
biomarcador que pueda ser obtenido con minima invasividad ha provocado que los
investigadores centren su atencién en los componentes de la sangre periférica, cuyo
dinamismo refleja diferencias entre estados celulares y por ende se convierte en el

tipo de muestra ideal (Hanash y col., 2008).

En las dltimas décadas, algunas biomoléculas presentes en suero como el antigeno
prostatico especifico (PSA), la proteina del aparato mitdtico nuclear (NuMA), el
antigeno de cancer 125 (CA-125) y la gonadotropina corionica humana (hCG) han
sido consideradas biomarcadores y utilizadas como herramienta para el diagnéstico
de cancer (Yotsukura y Mamitsuka, 2015). De igual manera, la proteina acida fibrilar
de glia (GFAP) ha sido estudiada como marcador con potencial diagnostico debido
a que se expresa Unicamente en células gliales, y cuya presencia en suero es

condicionante de estados patologicos.

En el presente estudio se cuantificaron los niveles séricos de GFAP sérico de
pacientes mexicanos diagnosticados con distintos tipos de astrocitomas, con el
objetivo de valorar el potencial de GFAP como marcador diferencial y confirmar su
utilidad diagnéstica especificamente en la poblacién mexicana debido a la diversidad
genética entre poblaciones a nivel mundial y a la variabilidad etiolégica de la

patologia.

Al analizar los niveles de GFAP en el suero de los participantes con estados
fisiopatoldgicas diferentes por medio de la técnica de ELISA, se encontré de entre
todas las muestras evaluadas Unicamente el paciente diagnosticado con tumor glial

grado IV (glioblastoma) presentd niveles detectables en suero. Lo anterior
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corresponde con lo reportado por Jung y col. en 2007 cuyos hallazgos establecen un
100% de correlacion entre la deteccion de GFAP en suero y pacientes

diagnosticados con GBM del departamento de neurocirugia en Frankfurt, Alemania.

Sin embargo, hay otras patologias reportadas en la bibliografia con niveles elevados
de en suero, como en pacientes con un fuerte trauma, hemorragia (ICH) e infarto (IC)
cerebral (Foerch y col., 2006; Nylén y col., 2006; Honda y col., 2010; Mayer y col.,
2013). Dado que no hay similitud sintoméatica entre una ICH o IC y un tumor cerebral
pudimos descartar la posibilidad de falsos positivos. Foerch y col. en 2012
profundizan en el estudio de la utilidad diagnostica de GFAP como biomarcador
diferencial, realizando un ensayo con pacientes que presentaban alguno de los
cuadros clinicos de ICH e IC. En dicho trabajo se reporta un aumento significativo en
los niveles séricos de GFAP en ICH respecto a los niveles de IC. En este sentido, es
importante resaltar que GFAP en suero siempre se ha asociado a estados
patoldgicos debido a su expresién especifica de tipo celular, por lo que su presencia
en circulacion periférica no es justificable si no hay dafio cerebral. Sin embargo,
reportes publicados por Kiviniemi y col. en 2015 sefialan la deteccion de GFAP en
suero como consecuencia de neurocirugia siendo el Unico caso de GFAP circulante
no asociado directamente a patologias clinicas concluyendo que los niveles post-
operacion en suero de GFAP es debido al trauma cerebral inducido por la cirugia y

no por la presencia del tumor.

GFAP es una proteina con un peso molecular de 50 kDa (Sukhorukova y col., 2015),
demasiado grande para atravesar la barrera hematoencefalica (BHE) por lo que para
su deteccion en suero debe presentarse un desarreglo estructural de células
astrociticas ocasionado por un rompimiento mecanico o muerte celular necrotica
(Mayer y col., 2013; Ticky y col., 2015).

En las primeras etapas del desarrollo del glioma (Grado | y I1), el tumor es sostenido
por la propia vasculatura del cerebro, por lo que no hay una disrupcion de la BHE.
Sin embargo, mientras que glioma progresa aumentando su malignidad y agresividad

(Grado 11l y 1IV), las células endoteliales que forman parte de la vasculatura cerebral
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son separadas de la estructura principal y forman nuevos puntos angiogénicos en el
sitio del tumor (Dubois y col., 2014). Lo anterior, aunado al desplazamiento de los
pies perivasculares de los astrocitos, y a la alteracion en la expresion de las uniones
estrechas, genera la desestabilizacion de la BHE provocando fugas focales
permitiendo el paso de moléculas a través de ella como GFAP (Watkins y col., 2014).

De tal forma, la diferencia en la cantidad de GFAP sérica observada entre las
muestras de los pacientes diagnosticados con astrocitoma pilocitico (AP) o grado | y
glioblastoma (GBM) o grado IV se debe a que en los gliomas de bajo grado la
interaccion astrocito-célula no se ve alterada por lo que la BHE se encuentra intacta
(Nduom y col., 2013) evitado el paso de GFAP a torrente sanguineo. Por otro lado,
una de las caracteristicas del GBM es la formacién de poros en las células
endoteliales que forman la BHE (Wolburg y col., 2012) por lo que la deteccién en
suero de una molécula como GFAP es indicativo de un estado fisiologico alterado de
la BHE.

En nuestro ensayo, no fue posible detectar niveles séricos de GFAP en los pacientes
diagnosticados con astrocitoma maligno y astrocitoma de alto grado, ambos
clasificados como grado Ill. Sin embargo, en ensayos realizados por Ticky y col. en
2015 pacientes diagnosticados con Grado Il mostraron niveles de GFAP detectables
en suero. Esta discrepancia se puede deber a que clinicamente los tumores son
graduados baséndose en su morfologia y malignidad (Louis y col., 2007). No
obstante, molecularmente varian en sus modificaciones genéticas como lo reportan
por Yue y col. en 2009 quienes describen cambios moleculares como la
sobreexpresion de Ki67 y mutacion de p53 asociados a la progresion tumoral de los
astrocitomas, aumentando su agresividad y modificando su malignidad. Debido a que
el desarrollo del cadncer puede estar asociado a distintas alteraciones en vias de
sefalizacion como PI3K-PTEN-mTOR vy la via candnica de MAPK, éstas se verian
reflejadas en una variacion en la agresividad y malignidad del tumor explicando la
deteccion GFAP en suero en tumores catalogados como Grado Il (Dhillon y col.,
2007; Yuan y Cantley, 2008).
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Por otro lado, la prote6mica y la gendmica se vislumbran como aproximaciones en la
busqueda de biomarcadores relacionados al cancer donde en conjunto pueden

establecer un diagnaostico preciso y disefiar terapias personalizadas (Sawyers, 2008).

En el campo de la protedmica, la electroforesis bidimensional (2DE) es una técnica
gue permite el analisis global de proteinas totales a una alta resolucién (Rabilloud y
col., 2010). El uso de esta técnica puede proveer de informacién complementaria
para una clasificacién precisa debido a la deteccién diferencial de la expresion
proteica existente entre muestras (Narayan y col., 1986); razon por la cual fue la

técnica empleada para el analisis proteico de la muestra de tejido tumoral donada.

Es muy baja la probabilidad que un glioma sea extirpado quirdrgicamente como
alternativa terapéutica razén por la cual en el tiempo destinado para el muestreo de
este proyecto Unicamente se obtuvo la donacion de una muestra limitando en el
planteamiento inicial de comparar patrones proteicos de distintos astrocitomas. En
este sentido, la comparacion entre varios tipos de tumores gliales, clasificados en la
misma graduacion y con caracteristicas clinicas similares podria ser el mejor
acercamiento para generar una base de datos de las variaciones en la expresion

proteica, ya sea el aumento o la inhibicién de proteinas especificas.

Se planted la utilizacion de cerebro de rata y biopsia de cerebro humano para analizar
diferencias de expresion proteicas en las muestras tumorales. Sin embargo, el patrén
obtenido de la electroforesis de proteinas mostro diferencias entre el extracto tumoral
y de cerebro de rata. Lo anterior, junto con el analisis prote6mico realizado por Foldi
y col. en 2011 donde muestra un patron representativo de la expresion proteica en
una 2DE de cerebro de rata el cual, comparandolo con aquellos obtenidos por
Narayan y col. en 1986 de tumores cerebrales y del presente ensayo se llego a la
conclusion de no ser un sistema de comparacion adecuado debido a la diferencia en
la distribucion de proteinas existente entre ambas especies. De igual forma, aunque
la obtencion de una biopsia de cerebro humano podria mostrar datos interesantes,
las caracteristicas diferenciales en relacién a la proporcion glia-neurona de las

diferentes regiones del cerebro y las propias condiciones asociadas al tiempo y
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recoleccion de la muestra complican la posibilidad de utilizar este tipo de muestra
para comparar los patrones proteicos con los del tumor glial. Por lo tanto, debido a la
no idoneidad de las alternativas antes mencionadas, se plantea como perspectiva de
este trabajo continuar muestreando biopsias soélidas y realizar el andlisis proteémico
por 2DE con el objetivo de establecer una comparativa entre tumores del mismo
grado, seleccionar proteinas expresadas diferencialmente para realizar un analisis
subsecuente con espectroscopia de masas (MS), HPLC-MS y/o MALDI-TOF para
elucidad secuencia, estructura y posibles interacciones entre proteinas en el fenotipo

tumoral (Banerjee y col., 2012).
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7. CONCLUSIONES

En condiciones glio-patolégicas es posible detectar GFAP en suero utilizando como
herramienta ELISA.

La especificidad de la expresion sérica de GFAP la convierte en un biomarcador con
potencial de diagndstico diferencial entre astrocitomas Grado IV y los demas de

menor graduacion.
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ANEXOS

CONSENTIMIENTO INFORMADO.

La Universidad Autbnoma de Querétaro y el Hospital General de la Ciudad de
México. Esta llevando a cabo un estudio para evaluar la utilidad diagnostica de
proteinas en suero y saber si existe una correlacion con un tipo de tumor cerebral.

En este estudio solicitaremos la participacion de distintos grupos de pacientes;
Participantes con posibles tumores en el sistema nervioso, participantes con tumores
no relacionados con sistema nervios y otros sin ningun tipo de tumor.

Estamos solicitando que nos facilite una muestra de sangre de 5 ml., que se tomara
en el mismo momento en que se le programe la cita para la toma de sangre de sus
estudios de rutina en el laboratorio.

También deseamos que nos conteste una breve encuesta con algunos datos
generales: nombre, edad, sexo, actividad laboral que realiza y que tipo de
enfermedad se le ha diagnosticado. Esto con el fin de correlacionar estos datos con
los marcadores en sangre que queremos medir. Asi mismo le solicitamos su
consentimiento en el caso de que fuera candidato del servicio de cirugia, para poder
tener una pequefia muestra de tejido extirpado. Usted puede consentir darnos solo
la muestra de sangre o solo el tejido o bien, consentir en donar los dos tipos de
muestra o ninguna.

En su sangre se realizard un estudio que ayudard a evaluar la presencia y
especificidad de proteinas que han sido relacionadas con enfermedades del sistema
nervioso central, con la finalidad de poder encontrar nuevas formas diagnosticas
menos invasivas y se utilicen como pruebas diagnésticas de rutina. Unicamente se
evaluaran tres proteinas en su suero y posteriormente su muestra sera destruida. Si
usted lo solicita, estos resultados se los podemos proporcionar.

En el caso del tejido, estamos haciendo un analisis mas general, en el que
evaluaremos la presencia de diferentes de proteinas en distintos tipos y grados de
los tumores. Para ello realizaremos una extraccion total de las proteinas y lo
compararemos con otros tipos de tumor para identificar diferencias y similitudes de
las proteinas que se estan expresando en su tejido.

Necesitaremos de al menos 5 minutos para la toma de la muestra de sangre y 5 min
para contestar la encuesta. No tendra que tomar ningn medicamento ni tratamiento
experimental para someterse a este estudio. Su tratamiento (si fuera el caso) es
independiente de este estudio y el Unico responsable de tal tratamiento es su médico.

En el caso de la muestra de tejido esta sera donada solamente si usted lo autoriza.
Ya que puede someterse a este procedimiento quirdrgico por recomendacion
terapéutica de su médico tratante y no querer participar en esta investigacion. El

47



procedimiento quirdrgico es responsabilidad de su médico y su realizacion es
independiente de esta investigacion.

Los datos proporcionados en la encuesta, asi como los estudios que realizaremos
con su(s) muestra se encriptaran, es decir, sus nombres seran sustituidos por un
namero, de tal forma que solo el responsable del proyecto podra tener acceso a la
correlacion entre la muestra del paciente y los datos personales. De esta forma todos
los datos seran analizados de forma estadistica con un numero asignado y los
resultados se publicaran como estadistica de poblacion. Los resultados de este
estudio se daran a conocer en informes oficiales tras un analisis estadistico y NUNCA
aparecera su nombre o se referird a usted de manera personal.

Usted no obtendra ningun beneficio directo del estudio por proveernos su(s)
muestra(s). Esta(s) es para realizar un estudio que servird para comprender mejor la
utiidad de estas proteinas y su posible utilizacibn diagnostica para su
implementacion en un futuro.

A usted no se le pagaré por participar en este estudio.

El objetivo de este estudio es encontrar una alternativa diagnostica que mejore las
posibilidades de diagnostico precoz a pacientes con enfermedades del sistema
nervioso.

Usted puede seleccionar libremente y sin ninguna consecuencia el no participar en
este proyecto. Es usted libre de tomar su decision y no esté sujeta a la pérdida o
condicionamiento como beneficiario en esta institucion.

Si usted decide tomar parte en este estudio, podra retractarse en cualquier momento
y por lo tanto eliminaremos de nuestra base de datos toda informacion que nos haya
brindado.

Si usted tiene alguna duda sobre el estudio, contacte a la Dra. Angelina Rodriguez.
Responsable de este estudio en la Unidad de Microbiologia, en la Universidad
Autonoma de Querétaro. Tel. (442) 1921200 ext.65214. Correo electronico:
angelina@uag.mx.
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CARTA CONSENTIMIENTO PARA LA TOMA DE SANGRE Y ENCUESTA.

Estoy de acuerdo en donar una muestra de 5 ml. de sangre para evaluar tres proteinas
séricas, de acurdo al proyecto: “ANALISIS PROTEOMICO DE BIOMARCADORES
TUMORALES EN SUERO Y TEJIDO DE PACIENTES DIAGNOSTICADOS CON
DISTINTOS GRADOS DE GLIOMAS EN EL SERVICIO DE NEUROLOGIA DEL HOSPITAL
GENERAL DE MEXICO: ALTERNATIVA DIAGNOSTICA “, cuya responsable es la Dra.
Angelina Rodriguez.

Me han dado la oportunidad de preguntar todas mis dudas y estas han sido respondidas.

He leido el formulario que también me solicitan y estoy enterado de que estos datos se
manejaran de forma confidencial.

Tengo una copia de este consentimiento informado
Nombre y Firma del paciente:

Fecha:

Nombre y Firma del testigo

Fecha

Nombre y Firma del responsable del proyecto.

Fecha.

Encuesta.

Nombre:

Apellido paterno:

Apellido materno:

Edad.

Sexo:

Cual es su actividad laboral:

Patologia diagnosticada:
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CARTA CONSENTIMIENTO PARA LA DONACION DE TEJIDO.

Estoy de acuerdo en donar una muestra de TEJIDO (50-200 microgramos) para evaluar
proteinas diferenciales, de acuerdo al proyecto: “ANALISIS PROTEOMICO DE
BIOMARCADORES TUMORALES EN SUERO Y TEJIDO DE PACIENTES
DIAGNOSTICADOS CON DISTINTOS GRADOS DE GLIOMAS EN EL SERVICIO DE
NEUROLOGIA DEL HOSPITAL GENERAL DE MEXICO: ALTERNATIVA DIAGNOSTICA
“, cuya responsable es la Dra. Angelina Rodriguez.

Me han dado la oportunidad de preguntar todas mis dudas y estas han sido respondidas.

Tengo una copia de este consentimiento informado

Nombre y Firma del paciente

Fecha

Nombre y Firma del testigo

Fecha

Nombre y Firma del responsable del proyecto.

Fecha.
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