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Fas (CD95) su determinacién y densidad
de expresion en muestras de glioblastoma
multiforme de pacientes del occidente de
México

Guevara-Barraza MG, Dominguez-Rodriguez JR*, Ramos-Huizar NP®, Bravo-Cuellar A**

Resumen

Introduccién

El Glioblastoma multiforme es el tumor maligno mas frecuente del sistema nervioso central,
representa del 12 al 15 % de las neoplasias malignas intracraneales, so6lo el 10% de los pacientes
sobrevive a los dos afios del inicio del tratamiento. Uno de los mecanismos que participa en la
apoptosis y pudiese ser un blanco terapéutico, es el Fas (CD95) y suligando. Por esa razon, se estudié la
presencia de Fas en muestras de pacientes de la Unidad Médica de Alta Especialidad del Centro
Médico Nacional de Occidente del Instituto Mexicano del Seguro Social en Guadalajara, Jalisco,
México.

Material y Métodos

Se realizo un estudio de tipo retrospectivo, descriptivo, que incluy6 20 muestras de bloques de tejido
fijado en formaldehido e incluidos en parafina de glioblastoma multiforme, que corresponden al 100 %
de los casos de dos afios. Se determind Fas mediante inmuno-histoquimica, asi mismo, mediante
analisis de imagenes se determiné su densidad (porcentaje del area en que se expresa).

Resultados

Fueron 12 muestras de pacientes masculinos y 8 femeninos con un rango de edad de 38 a 78 afios, media
de 56.4 afios. La localizacion tumoral en 10 pacientes fue frontal, en 9 fue temporal y en un solo
paciente en los niicleos de la base. E1 90% (n = 18) de las muestras fueron positivas para Fas, su
presencia fue mas importante en el rango de edad de 50 a 59 afios sin importar su localizacion, la
densidad de expresion de Fas fue de 0 a 54.5 % con una media de 26.1+15.4%.

Discusion

Se confirma la expresion de Fas en glioblastoma multiforme, sin embargo el hecho de que no fuera
positivo en 2 pacientes y el amplio rango de porcentaje del area en que se expresa, podrian limitar su
utilizacion como nueva estrategia terapéutica.
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Determinacién de Fas en pacientes con glioblastoma multiforme

Determination and expression density of Fas (CD95) in
Glioblastoma Multiforme samples from western Mexico

patients

Abstract

Introduction.

Glioblastoma Multiforme is the most common malignant tumor of the central nervous system. It accounts for 12 to 15% of the malignant
intracranial neoplasms. Only 10% of the patients live more than two years affer treatment is started. Fas (CD95) and its ligand targets one of
the mechanisms involved in cellular apoptosis. Due to this fact we studied the presence of Fas in patients of a Specialized Unit at Centro Médico
Nacional de Occidente del Instituto Mexicano del Seguro Social in Guadalajara, México

Material y Methods.

This is a retrospective, descriptive study. A total of 20 formaldehyde-fixed and paraffin-embedded tissue block samples of glioblastoma
multiforme represent 100% of the cases registered during two years. Fas was determined by immnohistochemistry. Its density and percentage of

area expressed was determined by image analysis.

Results.

12 samples belonged to men and 8 belonged to women. The age ranged between 38 to 78 years, median 56.4 years. The tumors were located in
the frontal lobe in 10 patients, temporal lobe in 9 patients and basal nuclei in 1 patient. 90% (n=18) of the samples were positive to Fas and they
were more common among people between 50 to 59 years old, without localization pattern. Fas expression density ranged from 0 to 54.5,

median 26.1+15.4%.

Discussion.

We confirmed the expression of Fas in glioblastoma multiforme. The fact that Fas was absent in two patients and the wide percentage range
of the area where it is expressed may limit its usefulness as a new therapeutic strategy.
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Introduccién

El glioblastoma multiforme es el tumor maligno mas
frecuente del sistema nervioso central, representa del 12 al
15% de las neoplasias malignas intracraneales, y el 50-60% del
total de los tumores astrociticos. En adultos 90% de los
gliomas se localiza en los hemisferios cerebrales, mientras que
en nifios el sitio méas comun es el tallo cerebral. La punta de
incidencia es la edad media de la vida, siendo 2 veces mas
comun en hombres que en las mujeres.

Los glioblastomas multiformes se clasifican en primarios y
secundarios, en el primer caso son aquellos que se desarrollan
de novo, es decir que desde un inicio son glioblastomas, son los
mas frecuentes representando del 60 al 80 % y son mas
comunes en adultos <60 afios. Lossecundarios son aquellos
que se desarrollan a partir de una desdiferenciacién de un
astrocitoma de menor grado (grado II o III anaplasico) y son
mas frecuentes en personas menores de 45 afios.™

Mediante estudios histopatologicos y moleculares se ha
determinado que los gliomas grado IV y los glioblastomas
presentan caracteristicas como necrosis e intensa
proliferacion microvascular que no se encuentran en el
astrocitoma anaplasico ni en el oligodendriglioma
anaplésico.’® Se trata de un tumor altamente maligno muy
infiltrante que puede alcanzar un enorme tamafio antes de
que llame la atenciéon médica. Menos de un quinto de los
pacientes sobreviven al afio del comienzo de los sintomas y

s6lo el 10% a los dos afios del inicio del tratamiento.””

Un mejor entendimiento de los mecanismos que regulan
este tipo de tumor permiten explorar nuevas posibilidades de
tratamiento dado que la quimioterapia, la radioterapia y la
cirugia son ineficaces, recientemente se han propuesto nuevos
esquemas terapéuticos fundamentados en Inmunologia
celular y molecular. Asi pues se ha intentado la
administracion de células dentriticas, inmunizacién con
acidos nucleidos de doble cadena entre otros.

En este sentido resulta altamente interesante la apoptosis o
muerte celular programada la cual depende de la sintesis de
proteinas de novo y de la activacion de factores bioquimicos
como resultado de una modificacion del balance a favor de la
expresion de genes proapototicos sobre los genes
antiapopticos. Las células sometidas a la apoptosis muestran
fragmentacién internucleosémica del ADN, seguido de
alteraciones morfologicas nucleares y celulares, lo que
conduce a una pérdida de la integridad de la membrana y la
formacion de cuerpos apoptoticos. Todos estos procesos
estan mediados por caspasas, que son las principales enzimas
que actiian como iniciadores de la apoptosis y efectores.*"

Entre los mecanismos que disparan la apoptosis se
encuentra el Fas y su ligando (FasL) pertenecientes a la
familia de receptores del factor de necrosis tumoral, la
interaccion de este receptor y su ligando es capaz de inducir
apoptosis en células blanco. De hecho el FasL actua como
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molécula efectora de células T contra células tumorales. Se
trata de una glicoproteina unida a membrana de tipo I que
pertenece a la familia de los receptores TNF/nerve growth
factor receptor. La porcidn extracelular es muy similar a otros
receptores de la misma familia del TNF tales como TNFa,
CD30 ligando, CD40 ligando, linfotoxin y TRAIL (del inglés
TNF-related apoptosis induced ligand) que es el mas parecido al
FasL."™"

El ligando de Fas se expresa en una gran variedad de
células, timo, higado, corazon, rifion, LT activados, células
del SNC entre otros. Induce apoptosis caspasa dependiente,
estas enzimas son proteasas de cisteina, algunas comola 8y 9
se consideran iniciadoras o activadoras de otras caspasas
como la caspasa 3 considerada la ejecutora de apoptosis.
Cuando FasL se une a su receptor en la superficie de la célula,
se acopla a la proteina adaptadora FADD en el dominio
intracelular. FADD posteriormente se une a la caspasa 8 la
cual activa la apoptosis por dos vias: por activacion directa de
la caspasa efectora -3 -6 -7 o por una segunda via conocida
como intrinseca, en la que la caspasa 8 se une a una proteina
Bid la cual interacciona con la membrana mitocondrial
induciendo perdida del potencial de membrana y liberacion
de Citocromo C, moléculas Smac/Diablo, AIF las cuales
junto con la caspasa 9 forman un complejo molecular
denominado apoptosoma el cual activa a la caspasa 3
directamente induciendo la apoptosis.”"

En la literatura hay poca informacion acerca de la
expresion de Fas en células de glioblastoma, en un estudio
realizado en Francia mediante PCR-RT donde reportan
100% de expresion en 9 casos positivos a Fas, en un segundo
estudio los mismos autores usando los primeros casos
ampliaron la muestra a 15 encontrando positividad en 87%."
Por otra parte Laterra exponiendo i vitro una linea celular de
glioblastoma multiforme humano a estrés oxidativo demostro
que estas células presentan una mayor susceptibilidad a la
apoptosis inducida por la via de Fas/FasL,"” por lo que en el
presente trabajo se postula que la expresion de estas moléculas
puede variar de poblacién en poblaciéon y de que existe
posibilidad de manipular el FAS/FasL con fines terapéuticos,
conociendo su expresion y su densidad celular.

Material y Métodos

Se realiz6 un estudio de tipo retrospectivo, descriptivo, que
incluy6 20 muestras de bloques de tejido fijado en
formaldehido e incluidos en parafina, de pacientes adultos de
ambos sexos con diagnodstico confirmado de glioblastoma
multiforme, que corresponden al 100 % de los casos de dos
afios (2006-2007) operados en la Unidad Médica de Alta
Especialidad del Centro Médico Nacional de Occidente del
IMSS en Guadalajara, MX. El control negativo corresponde
atejido cerebral de una muestra de paciente al cual se practicd
lobectomia por otras razones.

Para realizar la immunohistoquimica se siguio la técnica
recomendada por el fabricante, con ligeras modificaciones:
Cortes de 4 a 6 p se colocaron en laminillas con carga positiva,
se procedi6 a desparafinar con xylol/10 minutos por tres
ocasiones, se hidrataron las muestras con un lavado
enxylol/alcohol 1:1 por 10 minutos, seguido de dos lavados
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en etanol al 100 % durante 10 minutos para continuar con
otros dos lavados por 10 minutos en etanol al 95 % y
finalmente se lavo en una ocasion con buffer fosfato salino
(PBS). Se desenmascararon los epitopes exponiendo las
muestras a buffer de citrato con Tween-20 al 0.1 % al 95 °C
por 5 minutos. Se inactivaron las peroxidasas endogenas
durante 10 a 20 minutos mediante un bafio con H20 2 al 1%
en PBS + 40 cc de metanol, aforado a 500 cccon PBS 1 X y se
lavo al final con agua desionizada, y se incubaron con suero
bloqueadoral 1.5 % + PBS durante una hora. Al término de la
incubacion se aplico el anticuerpo primario durante 12 horas
al termino de las cuales se lavaron las laminillas con PBS en 3
ocasiones por 10 minutos., para luego proceder a colocar el
anticuerpo conjugado con avidina- biotina durante 30
minutos, se lavaron las laminillas en 3 ocasiones con PBS por
5 minutos. Se incubaron las laminillas en substrato de
peroxidasa durante 30 segundos a 10 minutos. Para revelar el
anticuerpo se utilizd 10 mg de diaminobencidina en 15 cc de
H,O desionizada conteniendo 3 % de H,O 2 durante 10
minutos. Se corrobord al microscopio y posteriormente se
lavé con agua desionizada en tres ocasiones, se deshidrataron
las muestras y se observaron al microscopio.

Analisis estadistico: Los resultados expresan la media de
cada observacion, se reporta unicamente estadistica
descriptiva.

Las imagenes se analizaron por microscopia y se realizo el
procedimiento descrito por Toprack y col.”® Se utilizaron dos
programas de computo: GIMP® (GNU Image Manipulation
Program) e Image J®. ambos programas estan disponibles en
Internet.

GIMP es un programa de manipulaciéon de imagenes
distribuido gratuitamente por la fundacion GNU y cuyo
funcionamiento es similar a Adobe Photoshop®. ImageJ® es
distribuido gratuitamente por los Institutos Nacionales de
Salud de Estados Unidos (NIH). Sirve para el analisis de
imagen asistida por computadora. Cuenta con una amplia
capacidad para analizar una amplia variedad de imagenes,
desde estudios radioldgicos, geles de agarosa, imagenes en 3D
y por supuesto inmunohistoquimica.

Primeramente se seleccionan aéreas de imagenes de 762
X425 y se salvan a una resolucion de 300 dpi., mediante las
herramientas de color, se realiza el contraste de tal forma que
solo resalten las areas positivas y se ajustan las areas de color
para trasformar la imagen en blanco y negro. A continuacion
se fotografian al menos 5 campos de cada laminilla a una
resolucion de 1000X y se digitalizan las iméagenes a una
resolucion de 1200x1200 dpi y son trasformadas a JPG. En
este punto se emplea el programa ImageJ®, con el cual se
procede a realizar el andlisis de las areas positivas para
obtener su porcentaje.

Se reporta tnicamente estadistica descriptiva,
reportandose tendencias de medida central como la media *
desviacion estandar (SD)y porcentajes de las observaciones.

Resultados

En relacién a las caracteristicas demograficas de los
pacientes, de las 20 muestras estudiadas 12 de ellas fueron del
sexo masculino que corresponden al 60 % de la poblacion
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Tabla 1. Caracteristicas de la muestra

Caso Sexo Edad (afios) Evolucion (meses) Localizacion Expresion de Fas Area que expresa Fas %
1 M 67 4 Frontal Positivo 33.2
2 F 48 6 Temporal Positivo 41.2
3 M 55 3 Frontal Positivo 38.43
4 F 69 7 Frontal Positivo 9.96
5 M 75 5 Temporal Positivo 11.8
6 F 38 7 Temporal Negativo 0

7 M 44 3 Nucleos de la base Positivo 12.3
8 M 64 8 Frontal Positivo 28.5
9 F 78 5 Temporal Positivo 33.7
10 M 69 6 Frontal Positivo 47.1
11 F 48 6 Frontal Positivo 17.3
12 M 58 4 Temporal Positivo 21.6
13 M 59 2 Temporal Positivo 36.3
14 F 63 3 Temporal Positivo 13.6
15 M 47 5 Frontal Positivo 23.9
16 M 56 8 Frontal Positivo 34.8
17 M 57 5 Temporal Positivo 43.1
18 F 46 6 Frontal Positivo 54.5
19 F 48 7 Temporal Positivo 21.3
20 M 39 7 Temporal Negativo 0

estudiada, mientras que 8 femeninos, que representan el 40 %
de la poblaciéon de estudio. Obteniéndose una relacion
masculino:femenino de 1.5:1. En cuanto al rango de edad fue
56.4+ 11.6 afiosy con un rango de 38 a 78 afios de edad (Tabla
D).

En cuanto a las caracteristicas del tumor 10 casos
presentaron localizacion frontal (50%), 9 casos de
localizaciéon temporal (49%) y uno en nucleos de la base (1%).
El tiempo de evolucién al momento del diagnostico fue de
5.35 % 1.75 meses con un rango de 2 a § meses.

La edad juega un papel importante, obteniéndose la
minima expresion en el rango de edad de 30 a 39 afios donde
ninguno de los dos casos incluidos en este segmento fueron
positivos, sin embargo en el rango de edad de 40 a 49 afios fue

expresado por seis pacientes mostrando positividad para Fas
de 22.6 £ 16.1 %. El maximo porcentaje de células positivas
para Fas se encontr6 en el rango entre 50y 59 afios (n = 5) con
36.3 * 8.02 %, posteriormente una tendencia del porcentaje
de células que expresan Fas disminuye con la edad, asi pues el
segmento etario de 60 a 69 afios (n = 5) presenta 28.5+15.1%
de células con marca positiva para Fas y finalmente en el
grupo de 70 a 79 afios de edad si mostrd una reducciéon en lan
pues solo hubo 2 pacientes en este grupo y mostraron 22.8 *
a5.4 % de células positivas.

De las 20 muestras que se analizaron, 18 resultaron
positivas para Fas, lo cual representa un 90% de positividad.
En relacion al analisis del area positiva las 18 muestras
obtuvieron un area media de 26.14 + 15.4 % con rango que

hﬁ] Revista Médica MD

Volumen 6, nimero 1; agosto - octubre 2014-17



Guevara-Barraza y cols.

-

e e e 5 =ra 3 ri
Figura 1. Inmunohistoquimica; A Control negativo, tejido cerebral de pacientes lobotomizados por
otras razones, B Control positivo, C y D muestras positivas, las areas marrén indican la presencia
de Fas, E y F muestras de pacientes que no expresaron Fas.

vari6 de 0 a 54.50 %. Estos resultados sugieren que solo una
parte del tumor resulta positiva (Figura 1).

Discusion

El control de la apoptosis es una opcion de evidente utilidad
en cancerologia, por lo que el estudio de Fas resulta
imprescindible. En el presente trabajo confirmamos por
histoquimica la presencia de Fas en 18 de un total de 20
muestras de pacientes con glioblastoma, siendo consistente
con lo reportado en series similares, la Unica diferencia en
nuestra poblacion es que 90% fueron positivos para Fas frente
a 27% reportado en el estudio de Guevara, esta diferencia se
puede explicar debido a que en este estudio se incluyeron
pacientes con un rango de edad de 0 a 80 afios y nosotros de 20
afios en adelante.” Sin embargo nuestras observaciones estan
de acuerdo con las de Tochibana y col., quienes reportan
positividad para la expresion de Fas en 13 de 15 pacientes
(8 6% )'16-20

En relaciéon a la edad en nuestra serie observamos una
tendencia en campana siendo el grupo etario de 50 -59 afios de
edad el punto maximo de expresion de Fas y disminuye hacia
ambos extremos de la curva, lo que sugiere que la edad puede
influir en la expresion de este receptor de muerte. Un hecho
importante es que Sawhney en 2006 reporta que en linfocitos
TCD8+ periféricos la expresion de Fas aumenta con la edad y
nuestra observacion con el glioblastoma es al contrario, ya

Determinacién de Fas en pacientes con glioblastoma multiforme

que varios tumores expresan también el ligando y pueden
inducir apoptosis en células del sistema inmune, que de hecho
es un mecanismo considerado de escape tumoral.”

Por otra parte es importante remarcar que los dos casos
negativos que observamos en el presente estudio
correspondieron a los pacientes mas jovenes, respecto a esto
vale la pena mencionar que en estos pacientes es mas
frecuente que se trate de glioblastoma secundario,™ por lo que
seria interesante ampliar la muestra para ver si efectivamente
existen diferencias de expresion de Fas entre el glioblastoma
primario y secundario, porque esta situacion podria ser una
limitante para la utilizacién terapéutica de Fas.

Una nueva aportacion presentada en este trabajo es que se
determind el area de expresion de Fas, la ventaja del método
que empleamos originalmente reportado por Toprak y cols, es
que este método nos permite pasar de un estudio cualitativo a
uno cuantitativo." Resultando que el 4rea con marca positiva
para Fas es muy variable yendo desde 0 hasta 54.5 %
indicando la heterogeneidad que existe en las células de un
mismo tumor.

Enlaactualidad la posible utilizacidn terapéutica de Fas fue
puesta de manifiesto por Weller quien trabajando con células
cultivadas con glioma reporta que estas son susceptibles a la
apoptosis mediada por Fas, mas recientemente en un modelo
de ratas con células de la linea 36B10 de glioma maligno que
expresan Fas fueron tratadas con células transfectadas con
células que expresaban el FasL obteniendo un 75 % de
supervivencia de estos animales, lo que resulta alentador, sin
embargo, debemos tomar en consideracion dos hechos
importantes, no todos los pacientes expresan Fas y que
gracias a la metodologia utilizada observamos que la
expresion de este receptor en un mismo tumor es muy variable
por lo que se requeriria algo mas que una simple
manipulacidon para que este tipo de terapéutica pueda ser
efectivo en humanos.”*

En conclusion la utilizacién de Fas con fines terapéuticos
convendria al menos en un primer tiempo considerarla como
unaterapia adyuvante.
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