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Resumen

Introduccidn: existen varios Receptores Tirosina Quinasa que
estan involucrados en el desarrollo, crecimiento y progresion de
las células tumorales, por ejemplo, en los glioblastomas se ha
encontrado que por un posible desequilibrio de ligamiento los
genes PDGFRA, KIT y KDR, ubicados en el brazo largo del
cromosoma 4 (4ql11-q12), podrian estar relacionados con la
progresion de esta neoplasia. Objetivo: reportar dos casos clinicos
de pacientes con diagndstico de glioblastoma y mutaciones en los
genes PDGFRA, KIT, KDR, y su relacién con un peor desenlace.
Casos clinicos: en este articulo se presenta el caso de dos
pacientes con glioblastomas que presentan mutaciones en los
genes anteriormente mencionados resultado de la secuenciacidn
de un panel genético que evalla 324 genes y 37 fusiones génicas
y la progresién clinica acelerada durante el transcurso de la
enfermedad. Conclusion: los cambios producidos en los
glioblastomas por las mutaciones en los receptores tirosina
guinasa a nivel bioldgico podrian describir una mayor capacidad
proliferativa del tumor, lo que en el ambito clinico se ha
evidenciado como un peor prondstico para el paciente, de ahi nace
la necesidad de tener paneles genéticos que ayuden a identificar
el perfil tumoral, e incentivar mas estudios clinicos relacionados a
farmacos que tengan como objetivo dichos receptores.
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quinasa.

Abstract

Introduction: there are several Tyrosine Kinase Receptors that are involved in the development,
growth and progression of tumor cells, for example, in glioblastomas it has been found that due
to a possible linkage imbalance the PDGFRA, KIT and KDR genes, located in the arm length of
chromosome 4 (4911-9q12), which could be related to the progression of this neoplasm.
Objective: to report two clinical cases of patients diagnosed with glioblastoma and mutations
in the PDGFRA, KIT, and KDR genes, and their relationship with a worse outcome. Clinical cases:
this article presents the case of two patients with mutations in the genes, the result of a genetic
panel that evaluated 324 genes and 37 gene fusions and accelerated clinical progression during
the course of the disease. Conclusion: the changes produced in glioblastomas by mutations in
receptor tyrosine kinases at the biological level describe a greater proliferative capacity of the
tumor, which in the clinical setting has been evidenced as a worse prognosis for the patient,
hence the need for have genetic panels that help identify the tumor profile and encourage more
clinical studies related to drugs that target those receptors.

Keywords: Central Nervous System Neoplasms; overexpression; receptors tyrosina kinase.

Introduccidon

Los glioblastomas son el tumor mas comun y maligno entre las neoplasias de la glia (V). Segun el
Registro Central de Tumores Cerebrales de los Estados Unidos (CBTRUS), la tasa de incidencia
anual ajustada por edad de los tumores cerebrales primarios malignos es 7,06/100.000
habitantes y el glioblastoma fue el 49,1% de ellos . Sé caracteriza por ser un tumor de
crecimiento rapido, compuesto por una mezcla heterogénea de células tumorales astrocitarias
pobremente diferenciadas, con pleomorfismo, necrosis y proliferacidon vascular. Segun la quinta
clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud este tipo de tumores no presenta mutacion
en el gen IDH y usualmente presenta mutacion en el gen EGFR, mutacion del promotor de TERT,
trisomia del cromosoma 7 y monosomia del cromosoma 10 ). Puede manifestarse a cualquier
edad, pero afecta principalmente a adultos, con un pico de incidencia entre los 45 y los
70 afios ),

En este tipo de neoplasias se han identificado diferentes genes que estan implicados en el
diagndstico, algunos de ellos en el prondstico y otros pocos con poder predictivo en la
respuesta. Dentro de ellos juegan un papel muy importante, los receptores Tirosina Quinasa
(RTQ), los cuales se caracterizan por ser reguladores centrales de vias de proliferacion,
diferenciacién y apoptosis celular. La no regulacién de la sefializacion mediada por estas
proteinas se encuentra involucrada en la patogénesis de multiples neoplasias como los son los
glioblastomas .
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Los RTQ son proteinas transmembrana que catalizan la fosforilacion de los residuos de tirosina
en las proteinas; la fosforilacién de estos residuos influye en tres aspectos fundamentales: su
actividad, localizacién y sus interacciones ). Estas enzimas se encuentran en diferentes
cascadas de sefializacion que van desde la membrana celular hasta el ADN del nucleo por lo que
la alteracidn de las RTQ puede contribuir en la iniciacién o en la progresién del cancer . De la
estructura de estos receptores se puede decir que estdn compuestos de 3 partes: 1) una porcion
extracelular que se une al ligando, 2) una porcién transmembrana y 3) una porcién intracelular
con su dominio catalitico que es capaz de unirse y fosforilar un sustrato determinado. Cuando
el ligando se une al receptor se producen cambios estructurales que permiten el contacto del
adenosin trifosfato (ATP) con el sustrato. Luego se genera una cascada de seiales a través del
citoplasma que causa una respuesta en la expresion génica a nivel citoplasmatico y nuclear.
Muchos RTQ estan involucrados en la oncogénesis ya sea por mutacion del ADN, translocacion
cromosdmica o una sobreexpresion génica ©.

Estas moléculas actian como receptores de factores de crecimiento, hormonas, citoquinas,
factores neurotroficos y otras moléculas de senalizacion extracelular. Tras la activacion por
ligandos, los RTQ envian sefiales a través de dos vias principales las cuales se encuentran
localizadas en la region UTR 3°; estas vias son Ras/MAPK/ERK y Ras/PI3K/AKT, las cuales se
pueden ver alteradas en las células con cancer (Figura 1) 7). Estas cascadas de sefializacién estdn
implicadas en la regulacion de la proliferacién, supervivencia, diferenciacion y angiogénesis
celular. Este reporte de caso se enfoca en tres RTQ: el receptor A del factor de crecimiento
derivado de las plaquetas (PDGFRA) codificado por el gen PDGFRA para su ligando factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF); el receptor del factor de células madre (c-Kit o
CD117) codificado por el gen KIT para su ligando factor de crecimiento de células madre (SCF)
y el receptor 2 del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR-2), codificado por el gen
KDR para su ligando, el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), estando los tres
genes ubicados en el brazo largo del cromosoma 4 (4q11-q12) (Figura 2) ®). En este estudio se
investigd la relacién entre estos oncogenes evaluados de forma rutinaria en un panel de 324
genes © junto con las caracteristicas clinicas, morfoldgicas y moleculares de los pacientes con
gliomas de alto grado; ademas, se describe como estas variantes genéticas podrian tener un
significado prondstico, asi como potencial relevancia para el tratamiento.

En las células normales, la unién de ligandos (o sefiales de adhesién mediadas por integrinas)
induce la dimerizacion del receptor y la fosforilacién de la tirosina. Los RTQ activados, a su vez,
inician las cascadas de sefalizacion de las vias RAS/MAPK, PI3K/Akt/mTOR o FAK/Src mediante
el reclutamiento de proteinas adaptadoras Grb2 y Shc. Esto da como resultado respuestas
celulares como la supervivencia, el crecimiento, la proliferacion, la diferenciacién y la migracion.
En las células cancerosas, la amplificacion de RTK pueden dar lugar a un fenotipo oncogénico
mediante la activacion de vias de invasidn, asi como la proliferacion descontrolada. Imagen
tomada y modificada de Tilak et. al 2021 4,

153



Ortiz-Gémez LD, Vélez-Gémez S, Martinez-Garro JM, Peldez-Sanchez GP.

CES MEDICINA

Enero - abril de 2023

Célula Normal ligando
RTQ v
BRBRERBRRRAE

Migraci6n celular y
proliferacion

Integrinas

Transcripcion

IW&M»

i o Proliferacion
Adhesién celulary
celular crecimiento

incremento
dea
proliferacién

Migracién celular y

proliferacién

— )

@3 @ Transcripcion
Proliferacion

= oO—f odor

Integrinas

Invasion Nuicleo

Figura 1. llustracidon esquematica de vias de sefializacién de algunos RTQ.

Cromosoma 4
locus 4q12

Tamarfio 896.506 pb

Figura 2. Esquematizacién de locus 4q12 tomado y
modificado de Nobusawa et al. 2011 3,

KIT PDGFRA KDR
21 exones 30 exones 30 exones

154



Mutaciones en los genes PDGFRA, KIT y KDR en pacientes con glioblastoma. CES MEDICINA

Enero — abril de 2023

Presentacion de los casos

Este estudio fue de tipo observacional y de cohorte ambispectivo, debido a que se tomaron
retrospectivamente los datos sociodemograficos y clinicos, mientras que los datos gendmicos
se obtuvieron prospectivamente. La poblacion de estudio fueron pacientes que acudieron al
Instituto de Cancerologia de la Clinica Las Américas-AUNA entre los afios 2019 y 2020, para que
se les brindara tratamiento para gliomas de alto grado. De la poblacion total se tomé una
muestra de 31 pacientes por invitacion abierta con diagndstico de glioblastoma,
oligodendroglioma y astrocitoma. La secuenciaciéon gendmica se realizé a través del panel
FoundationOne®CDx (F1CDx) ® que es una metodologia de diagndstico in vitro basado en
secuenciacion de préoxima generacion para la deteccion de mutaciones como: sustituciones,
inserciones, alteraciones en el nimero de copias (CNA) en 324 genes y reordenamientos de
genes seleccionados, asi como huellas gendmicas que incluyen inestabilidad de microsatélites
(MSI), carga mutacional del tumor (TMB) y, puntuacién de pérdida de heterocigosis (LOH). Los
criterios de inclusion fueron: pacientes mayores de 18 afos, diagnosticados con tumor cerebral
maligno primario a los que se realizé cirugia de reseccidon tumoral o biopsia, ellos deberian
contar con el diagndstico histoldgico de glioblastoma. Adicionalmente los pacientes debian
tener mutaciones en los siguientes tres genes PDGFRA, KIT y KDR o la combinacién de estos; es
decir se podria encontrar al menos dos de estos tres genes mutados.

De la cohorte de 31 pacientes con glioma de alto grado, a quienes se les realizd F1CDx, se
seleccionaron dos pacientes con diagndstico de glioblastoma segun la quinta edicion de la
clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud 2021 con sobrevida menor de los
14,6 meses (19 cuyas caracteristicas epidemioldgicas y genédmicas se muestran en la Tabla 1.

La primera es una mujer de 58 afios que consulta por cefalea que aumenta con valsalva, la
despierta en horas de la madrugada y aumenta con los movimientos de la cabeza. Narra ademas
vomito no precedido de nauseas y oscuraciones. Al Examen fisico se encuentra papiledema y
déficit motor de hemicuerpo izquierdo. En la RM se documenta lesién temporal derecha. Se
lleva a reseccion quirurgica de un 60% (para fines practicos se toma como equivalente a biopsia)
y a las cuatro semanas se inicia protocolo Stupp con radioterapia y quimioterapia con
temozolomida concomitante adyuvante de la cual solo recibe cuatro ciclos ya que presenta
nuevamente cefalea con caracteristicas de hipertensidn endocraneana y hemiparesia izquierda
densa. Se presenta en Junta de neuro-oncologia en que se descarta nueva cirugia o
re-irradiacién y se inicia bevacizumab con poca respuesta.

La segunda es una mujer de 66 afos que consulta por cefalea y crisis parciales simples motoras
derechas que generalizan. Al examen fisico se documenta perdida del pulso venoso y déficit
sutil motor de hemicuerpo derecho. En la resonancia magnética (RM) se encuentra lesion
parietal izquierda. Se hace una biopsia estereotaxica ya que la lesidn estaba en un area
elocuente y no permitia una buena citoreduccién quirurgicay a las 3 semanas se inicia protocolo
Stupp, recibiendo solo cinco de los seis ciclos de adyuvancia programados ya que presenta un
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brusco deterioro clinico, ante lo cual se decide ofrecer solo tratamiento de soporte con
esteroides.

Las dos pacientes presentaron un curso mas torpido que el resto del grupo, con sintomas de
progresion a los 4 y 6 ciclos de adyuvancia respectivamente, lo cual se corroboro
imagenldgicamente. La mediana de sobre vida libre de progresion (SLP) de la primera fue de
6,5 meses y de la segunda de 6,6 meses (siendo la mediana de SLP de 12 meses de los
31 pacientes incluidos con glioma de alto grado) y la sobrevida global (OS) de la primera fue de
12 meses y de la segunda de 14 meses (siendo la OS del grupo de los 31 pacientes con HGG de
19 meses), un poco menores que la cohorte y lo reportado por la literatura 19,

Como se observa en la Tabla 1, para el paciente 1 se reportaron las mutaciones en los genes de
interés, esto es, PDGFRA, KID y KDR, presentando ademas mutacién de CDKN2A/B y TERT. Si
bien el paciente 2 no cumplié con la regla de tener mutaciones en los tres genes ya que este
presenté solo mutaciones en los genes KIT y PDGFRA, se tenia como hallazgo interesante una
variacion en otro RTQ como lo es EGFR, adicionalmente se evidencio otras mutaciones en los
genes CDK4, KEAP1, MDM_2, PIK3R1y TERT.

Tabla 1. Datos epidemioldgicos y genéticos.

Diagndstico

. . . Mutaciones
histoldgico

Paciente Sexo Edad

KIT amplificacién — equivoca, PDGFRA N659K,
Paciente 1 F 58 Glioblastoma amplificacion, KDR amplificacidn — equivoca,
CDKN2A/B pérdida, TERT promotor -124C>T

EGFR amplificacién, KIT amplificacién, PDGFRA
amplificacion, CDK4 amplificacion, KEAP1
A27fs*10, MDM2 amplificacidn, PIK3R1

L449 E451del, TERT promotor -124C>T

Paciente 2 F 66 Glioblastoma

Consideraciones éticas

Como requisito del proceso de evaluacidon y uso de datos se obtuvo el consentimiento
informado por parte de los participantes, ademas este estudio cuenta como aval del comité de
ética de la Universidad CES aprobado en sesién 122 del 08 de mayo 2018.

Discusion
La amplificacién en el locus 4912 que alberga los genes KIT, KDR y PDGFRA, ocurre con una

frecuencia del 15% en los glioblastoma ). Es de anotar que nuestra cohorte de pacientes con
glioma de alto grado se dividia en: 21 (68%) tenian glioblastoma, 5 (16%) tenian astrocitoma
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anaplasico, 4 (13 %) tenian oligodendroglioma anapldasico y 1 paciente tenia oligoastrocitoma,
reportes que se reevaluaron al confrontarlos con el F1CDx, dos pacientes con glioblastoma
fueron reclasificados a astrocitoma anapldsico y un oligodendroglioma anaplasico a
astrocitoma anaplasico, en este caso las dos pacientes con diagndstico de glioblastoma que
poseian la mutacién en el locus 4912 representan un 6,5% del total de los pacientes, a pesar de
que es un valor menor al reportado por la literatura este puede evidenciar la importancia de
realizar el perfilamiento genético para identificar posibles dianas tanto prondsticas como
terapéuticas, como es el caso de la amplificacion del gen EGFR, la cual esta relacionada con un
peor prondstico para pacientes con glioblastomas 1231, es de resaltar que este porcentaje
puede variar debido a las técnicas moleculares implementadas para la deteccion de las
mutaciones (13,

El cambio producido por la mutacidn en estos tres genes aun no se ha descrito a nivel biolégico
y se desconoce su capacidad oncogénica 2. Esta variable generalmente se correlaciona con
altos niveles de transcripcién, que puede dar como resultado un aumento de los niveles de
proteina. La co-amplificacion de KDR ha sido fuertemente correlacionada con la presencia de
amplificacién de los genes KIT y/o PDGFFRA en glioblastomas 3, lo que repercute
significativamente en la proliferacion celular y se ha relacionado con una supervivencia mas

larga del tumor (4 15),

Tras la caracterizaciéon molecular del paciente 2 se identifica una mutacién en el gen EGFR, el
cual se encuentra localizado en el locus 7p12; dicha posicion cromosdmica explica que en este
caso la mutacion se puede deber a una aparicién de novo en el tumor mas que una segregacion
en conjunto con los genes de KIT, KDR y PDGFRA (V). Es de resaltar que la mutacién de EGFR es
frecuente en los glioblastomas %6,

El reordenamiento genético en forma de delecidn intragénica es el principal mecanismo de
mutacidn oncogénica, en el caso de los gliomas se ha identificado una fusidon entre los genes
KDR y PDGFRA, que genera una sobreexpresion de estos en los glioblastomas siendo
considerada como una fusién de novo por el tumor 7). La sub-representacién de la fusién
encontrada en estos pacientes podria ser en parte a problemas técnicos, mas que a diferencias
patogénicas entre los tipos de tumor. El hallazgo en los casos reportados es una inversion
paracéntrica con amplificacion segmentaria en el cromosoma 4, que da como resultado la
fusién del exdn 13 del gen KDR con el segmento 10 del gen PDGFRA 7); cuando esta mutacién
estd presente, el éxito del tratamiento con inhibidores de PDGFRA se ve disminuido *7), a
diferencia de los beneficios que se han encontrado en casos de pacientes que tienen
reordenamientos diferentes en estos genes, demostrando asi la necesidad de generar un panel
molecular que sea especifico para la identificacion de mutaciones en gliomas, el cual pueda
orientar adecuadamente el prondstico y la identificacién de posibles dianas terapéuticas 7).
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La radioterapia y la quimioterapia con temozolomida son el tratamiento comunmente utilizado
para los glioblastomas (19 sin embargo, pueden llegar a existir alternativas terapéuticas
basadas en las mutaciones somaticas encontradas en el perfil tumoral, ese es el caso de los
genes KIT, KDR y PDGFRA, los cuales tienen una frecuencia de amplificacion del 4,4%, 3,3% y
8,5% respectivamente 3 Dichas frecuencias pueden variar dependiendo de la poblacién y de
la técnica molecular aplicada.

El desarrollo de farmacos anti-tirosina quinasa se ha centrado en encontrar moléculas
pequeias que sean capaces de inhibir la actividad catalitica de las quinasas a través de
mecanismos que interfieren con la unién de ATP o sustratos (*®. Los inhibidores de RTQ actua
sobre la superficie celular de los receptores que se encuentra normalmente activados en
tumores, con lo cual se han desarrollado y aprobado para uso clinico diferentes inhibidores
tales como: gefitinib, erlotinib, sunitinib, dasatinib; ya que por medio de ensayos in vivo se ha
demostrado que estos reducen la proliferacion en lineas celulares de tumores humanos,
xenoinjertos y aumentan la apoptosis e inducen la detencidn del ciclo celular y disminuyen la
angiogénesis (19

Las moléculas pequefias gefitinib y erlotinib, actian contra el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) y se han probado en ensayos clinicos para gliomas malignos. En un estudio
de fase Il de gefitinib para glioblastomas recidivante, se reporté una mediana de supervivencia
libre de progresién (mPFS) de 6 semanas ?%. En un ensayo de fase |, en el que se usé erlotinib
como monoterapia o en combinacidén con temozolomida, se demostrd una respuesta parcial
(RP) en el 14 % de los casos y una SLP a 6 meses del 11 % (),

El farmaco sunitinib es un inhibidor con actividad contra VEGFR-1-3, PDGFR, c-Kit, FLT-3, RET y
el receptor CSF-1 (CSF-1R), el cual recibié la aprobacion de la FDA para el tratamiento del
carcinoma de células renales avanzado y los tumores del estroma gastrointestinal (GIST) 2% 23);
en el caso de los gliomas, después de demostrar su actividad en estudios preclinicos, ahora se
esta evaluando en pacientes con glioblastoma, ya sea como monoterapia o en combinacion con
otros agentes. Las principales toxicidades asociadas con este medicamento fue mielosupresion
(neutropenia y trombocitopenia) junto con mucositis (4.

Otro farmaco, usado es el dasatinib con alta especificidad para varias quinasas, incluidas BCR-
ABL, Src, c-Kit y PDGFR-b (), hasta ahora la monoterapia no ha logrado generar cambios en el
crecimiento y desarrollo de los gliomas de alto grado, incluso cuando estos fueron
seleccionados por la sobreexpresién de PDGFRa ?®), pero por sus cualidades intrinsecas como
lipdfila, tamafio y unidn a proteinas, dasatinib es un agente que puede llegar a ser prometedor
por su capacidad de penetrar la barrera hematoencefalica; ademas, su retencién esta limitada
por el liquido cefalorraquideo (LCR) y la glicoproteina P (P-gp). Trabajos recientes han
demostrado que la coadministracién de dasatinib con el inhibidor de mTOR everolimus en
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glioma con mutaciones en PDGFRa aumenta sustancialmente las concentraciones de desatinib
lo que ayuda a reducir la progresién tumoral 27),

Si bien no es un inhibidor de RTQ, merece mencionarse el Bevacizumab que es un anticuerpo
monoclonal, el cual inhibe la funcion del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)
que estimularia el VEGFR, este se caracteriza por ser importante para el proceso de
angiogénesis en los tumores, la administracion de este medicamento va dirigido a el
componente vascular aumentado de los glioblastomas y puede usarse solo o combinado con la
quimioterapia generando una reduccidn significativa del tamafio tumoral, sin embargo, no se
ha comprobado que bevacizumab tenga un influencia positiva con el tiempo de sobrevida
absoluta. En el afio 2009 la Food and Drug Administration (por sus siglas en ingles FDA) aprueba
el uso de este farmaco para el tratamiento de los glioblastomas recurrentes (%8,

Las terapias dirigidas con inhibidores de los RTQ tienen un gran potencial para el tratamiento
de los glioblastomas, sin embargo su eficacia esta limitada principalmente por la distribucion
cerebral deficiente debido a la presencia de la barrera hematoencefalica (?°; existen nuevas
estrategias farmacoldgicas como los nanoportadores, ultrasonido enfocado, administracién
intranasal, sistemas implantables de liberacion de farmacos o administracion intraarterial, los
cuales se estdn implementado para aumentar las propiedades farmacocinéticas de los
inhibidores ), |a adherencia al tratamiento convencional en los pacientes con glioblastoma es
menos del 50% (30), esto en gran parte se debe a los cambios gendmicos presentados por el
tumor, que pueden ir desde mutaciones puntuales hasta metilaciones en las regiones
promotoras. De la correcta identificacion molecular de dichas variaciones depende si se pueden
implementar combinaciones de terapias basadas en el perfil gendmico del tumor, un ejemplo
de ello son los inhibidores de los RTQ, los cuales aun contindan en estudios clinicos para
demostrar el efecto que tiene sobre los glioblastomas, los ensayos que se han realizado hasta
el momento no han demostrado resultados significativos, lo cual se puede deber a las
debilidades en el disefio y a las técnicas moleculares que se han propuesto para el
reconocimiento de las mutaciones en los RTQ, seria importante generar evidencia de la
efectividad de los inhibidores para que estos puedan ser utilizados con mayor libertad en la
practica clinica > ?%; todo esto deja como interrogante la necesidad de desarrollar paneles
moleculares que sean mas exactos y que incluyan genes que funcionen como diana terapéutica.

Conclusién

Se conoce que varias RTQ son activadas en las células tumorales e impulsan el crecimiento y
progresion tumoral, la presencia de la amplificacidn en los genes KIT, KDR y PDGFRA se sugiere
como una potencial diana terapéutica, en donde los farmacos anti-tirosina quinasa representan
un tratamiento para los pacientes con glioblastoma, siendo probablemente mas eficientes que
las terapias convencionales, sin embargo, aun falta evidencia clinica que apruebe este tipo de
farmacos para el manejo concomitante y/o adyuvante con la temozolomida en este tipo de
tumores sdlidos.
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