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“SOBREVIDA DE LOS PACIENTES CON ASTROCITOMA DE ALTO GRADO
QUE EXPRESAN EL ANTIGENO KI67 ATENDIDOS EN EL HOSPITAL DE
PEDIATRIA CMN SXXI”

Introduccion En el Hospital de Pediatria, la sobrevida de los pacientes con
astrocitoma de alto grado es de menos del 56% a 18 meses. Los factores de
crecimiento celular en condiciones fisiolégicas regulan el crecimiento y la
diferenciacion celular; la sobreexpresion de estos, en los tumores malignos, se
asocia a una mayor agresividad bioldgica, La expresion de Ki-67 se correlaciona
con el prondstico tanto de recidiva como de progresion en estudios realizados en
adultos.

Planteamiento del problema ¢, Cual es la sobrevida que tienen los pacientes que
acuden al HP CMN SXXI con diagnostico de astrocitoma de alto grado que
expresan el antigeno Ki-67 en comparacion con quienes no lo expresan?

Objetivos Identificar el pronostico de los pacientes con astrocitoma de alto grado
que expresan el antigeno KI67 como factor independiente de otros factores como
localizacion, porcentaje de reseccion e histologia.

Material y métodos Cohorte, comparativa, retrolectiva, Se revisaron expedientes
de 1995 a 2005 de pacientes en quienes se diagnostico astrocitoma de alto grado.
Se realiz6 inmunohistoquimica para determinacion de Ki-67. Se realizaron curvas
de sobrevida global, con y sin expresién de Ki67 a 1, 5y 10 afios de acuerdo al
método actuarial.

Resultados Se incluyeron 21 pacientes, 10 mujeres y 11 hombres. El promedio
de edad fue de 10.5 afios. Por localizacién 76.1% fueron supratentoriales, 19.2%
de tallo y 4.7% cerebelo. Por histologia 52.4% tuvieron diagndéstico de astrocitoma
anaplasico y 47.6% de glioblastoma multiforme. Hubo 9 defunciones de las cuales
8 expresaron Ki67 positivo. La sobrevida global de los pacientes con astrocitoma
de alto grado fue de 80.0%, 57.4% y 51.6% a 1, 5y 10 afos. La sobrevida de los
pacientes que expresaron Ki67 positivo fue de 66%, 45% y 36% y negativo de
88%, 57% y 57% (p<0.05) en el mismo periodo.

Discusién Los tumores que expresan el antigeno Ki67, son tumores de alta
proliferacion celular, agresivos e invasores observamos disminucion en la
sobrevida de 20% de quienes expresaron el antigeno Ki-67 en comparacion con
quienes no lo expresaron lo que pudiera sugerir dar un tratamiento mas agresivo a
los pacientes que expresen este antigeno.

Conclusiones Debe incorporarse la determinacion de antigeno Ki67 en el estudio
de todos los pacientes con astrocitoma de alto grado, para contar con mas
elementos para definir el prondstico.



ANTECEDENTES

A) Tumores cerebrales.

Los tumores cerebrales representan el tipo de tumor sdélido mas frecuente en la
edad pediatrica, son segundos en frecuencia general después de grupo formado
por leucemias y linfomas (1). A nivel mundial la incidencia se encuentra entre 10
y 18 casos por millén por afio, la presentacidbn mas frecuente es en hombres, raza
blanca y menores de 5 afios (2). En estudios realizados en poblacion del DF, se
ha encontrado una incidencia del orden 17 casos por millon por afio. La frecuencia
de presentacion de los tumores cerebrales es del 12%(3). Existe una tasa clara de
incremento en la incidencia de estos tumores, en México debieran diagnosticarse
560 casos de tumores del sistema nervioso central por afo, la realidad es que la
frecuencia de deteccidn es mucho mas baja.

La clasificacién de la organizacion mundial de la salud modificada para pediatria
se basa en conceptos histogenéticos y morfoldgicos considerados por Bailey:
1.- Tumores gliales: astrocitomas, oligodendrogliomas, ependimomas, carcinoma
de plexos coroides, gliomas mixto. 2.- Tumores neuronales: gangliomas,
gangliocitomas, gangliogliomas anaplasicos. 3.- Tumores neuroectodérmicos
primitivos: meduloblastomas, meduloepiteliomas. 4.- Tumores de célula de la
pineal: pineocitoma, pinealoblastoma(4).

Los tumores cerebrales mas frecuentes son los que se derivan de la glia hasta en
un 60%, siendo los astrocitomas los mas frecuentes y posteriormente los
meduloblastomas (5).

La expectativa de vida de acuerdo a la SEER (Surveillance, Epidemiology, End
Result) a los 5 afios puede ser de 56%. Teniendo el mejor prondstico aquellos
pacientes con astrocitomas de bajo grado, en fosa posterior y el peor prondstico
aquellos con glioma del tallo y astrocitomas de alto grado (6).

Aspectos clinicos y diagnosticos. No existen signos o sintomas patognomonicos,
sino que estos de manera inicial van en relacion al incremento de la presion
intracraneal la cual puede deberse a una masa que crece y ocupa espacio o bien
a la obstruccién en la circulacién del liquido cefalorraquideo. La cefalea es comun,

aunque la mayoria de los tumores se hacen méas evidentes después de 4 a 6
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semanas de iniciada esta. En los lactantes un incremento en el perimetro cefalico
0 una separacion de las suturas craneales sugiere una lesién ocupante de espacio
(7). Es importante sefialar que los tumores que mas rdpidamente producen edema
de papila son aquellos localizados en el cerebelo, dado ya que de manera mas
rapida obstruyen la circulacion del liquido cefalorraquideo del cuarto ventriculo y el
desarrollo de hidrocefalia obstructiva. El vomito puede presentarse por incremento
generalizado de la presion intracraneana o bien por irritacion directa del nucleo
vagal o del centro del vémito localizado el piso del cuarto ventriculo, puede ser
ciclico y puede ocurrir diario por las mafanas (8). Existen sintomas inespecificos
como cambios en el afecto, asi como los niveles de energia y motivacion. El
sindrome central se presenta cuando se involucra ambos hemisferios o el
diencéfalo, es caracteristica de estos pacientes la presencia de respuestas
oculomotoras, oculocefalicas y oculovestibulares. Cuando un nifio presenta signos
y sintomas inespecificos ya comentados, ademas de datos de pérdida de balance
en la funcion del tronco cerebral como alteraciones en la coordinacion de las
extremidades superiores y afeccién a pares craneales, esto sugerira fuertemente
tumoracién infratentorial. La afecciobn a pares craneales sobretodo VI VII IX
sugieren la posibilidad de una tumoracion del tallo cerebral es alta (9).

El estudio de gabinete de eleccion para establecer el diagndstico es la imagen de
resonancia magnética (IRM) de craneo que es mas sensible y especifica que la
tomografia axial computarizada (TAC). La IRM provee una definicidon anatomica
exquisita diferenciando perfectamente el tejido sano del enfermo (10).

El diagnéstico histopatolégico se obtiene por estudio de microscopia de luz e
inmunohistoquimica del espécimen obtenido por biopsia o por reseccioén total o
subtotal. En las tumoraciones localizadas en tallo cerebral donde el acceso
quirurgico es dificil, la biopsia se obtiene por esterotaxia (11).

Tratamiento: Es multidisciplinario: neurocirugia, radioterapia y quimioterapia sin
dejar el beneficio que otorga la rehabilitacion, participacién del pediatria y
endocrindlogo sobretodo en casos que se desarrolla diabetes insipida o bien
alteraciones neuroendocrinas secundarias al procedimiento quirdrgico o

radioterapia (12). A) neurocirugia.- tiene como objetivos: establecer el diagndstico



histopatoldgico, reducir el efecto de masa de la tumoracibn que ocasiona
obstruccién, mejorar la circulacion del liquido cefalorraquideo y potencialmente
buscar la cura del paciente mediante reseccion completa o cuando esto no sea
posible logrando cito reduccién quirargica (13). B) Radioterapia el éxito estriba en
lograr una muerte selectiva de las células tumorales, de hecho el dafio celular se
puede observar durante los siguientes intentos de duplicacion de la célula
tumoral, impidiendo la supervivencia de la clona celular, eliminado el potencial de
esta a seguir creciendo y de enviar metastasis (14). C) Quimioterapia.- Kovnar es
el primero en utilizar la neoadyuvancia en los tumores cerebrales, sobre la base
que la barrera hematoencefalica es disfuncional en el area adyacente al tumor y
gue esta disfuncion permitiria el paso de la QT al tejido tumoral demostrando una

reduccién dramatica en el volumen tumoral posquirurgico (13).

B) Astrocitomas de alto grado.

Los astrocitomas son los mas frecuentes en aproximadamente 50%. (1,2) De
1200 niflos con diagnostico de tumor cerebral, reportados por SEER de 1969 a
1979, el 32% fueron astrocitomas supratentoriales, 80% de los cuales fueron de
alto grado de malignidad. Existen varias clasificaciones desde el punto vista
histopatoldgico. La de Kernohan los separa en 4 grados siendo Il (astrocitomas
anaplésicos) y IV (glioblastoma multiforme) los de alto grado (5). Mas de los dos
terceras partes de estos tumores tiene su origen en los hemisferios cerebrales, el
resto puede originarse en las estructuras diencefdlicas 6 en cerebelo (14).
Histoldgicamente los astrocitomas anaplasicos se caracterizan por un incremento
en la celularidad con pleomorfismo y mitosis, la relacion nucleo/citoplasma esta
incrementada.

Otro aspecto importante es el conocido como lag-time o tiempo que transcurre
desde la aparicion de los primeros sintomas hasta que se establece el diagndstico
y este puede durar en promedio 3 a 6 meses. Los tumores mas agresivos dan
sintomatologia de mas corta duracion y mas agresiva. Tratamiento.- el manejo

quirurgico es la piedra angular del tratamiento seguido de manejo de RT, con 54 a



56 Gy, resaltando el pobre papel con quimioterapia hasta antes del inicio del
manejo con el esquema de Ifosfamida-Carboplatino-Etopésido. En pediatria el
manejo tradicional con RT posterior a la cirugia no ha mejorado de manera
significativa la sobrevida, debido a que las dosis intratumorales son
frecuentemente subletales paras las células neoplasicas debido al gran tamafio de
la tumoracion que persiste en la mayoria de los casos después de cirugia. En el
hospital de Pediatria del CMN siglo XXI se inicio ensayo clinico utilizando QT
neoadyuvante con 3 drogas: Ifosfamida, carboplatino y etoposido (ICE) con 4
cursos seguido de RT 56 Gy en 25 pacientes encontrando una respuesta objetiva
(mayor 50%) en 11 pacientes la cual se incremento a 14 posterior al manejo con
RT, esta respuesta se atribuye por haberse le logrado una cito reduccion
importante del tumor y potencializaciébn subsecuente con manejo de RT, sin
embargo esta respuesta no se observo en aquellos localizados en tallo cerebral,
debido a que no se cuenta con posibilidad de un acceso quirargico a este nivel y
se pierde el arma primordial de tratamiento y por otro la pobre penetraciéon de la
droga dentro del tumor dado el pobre flujo sanguineo a nivel de tallo cerebral (15).
En dicho estudio se observo un efecto selectivo en astrocitomas de alto grado del
tallo cerebral obteniendo una sobrevida de 18 meses en el 50% de los pacientes
con pocos efectos secundarios. Se puede concluir que la piedra angular de
tratamiento de los astrocitomas de alto grado sigue siendo la cirugia, pero sin
duda el advenimiento de la quimioterapia neoadyuvante ha marcado en nuevo giro

en el manejo de estos pacientes.

C) Factores prondsticos en astrocitomas

El conocimiento de los factores prondsticos permite adecuar el tratamiento al

prondstico de la enfermedad.

La supervivencia media de los pacientes con astrocitomas, segun la clasificacion
de la OMS, es de 5 a 7 afos para los de grado |, de 2.5 a 3 afios para el grado I,

de 1,5 a 2 afios para el grado lll, y de 1 afio menos para el grado IV. (5)



En el Hospital de Pediatria CMN SXXI, se realizdé una evaluacion de los factores
prondsticos de pacientes con astrocitoma en un periodo de 10 afos,
registrandose: edad, sexo, sitio de la tumoracién, grado de malignidad asi como
fecha de la recaida o defuncion. De un total de 39 pacientes, se encontraron 43%
supratentoriales, 13% infratentoriales y 43% de tallo cerebral, con diferencias
significativas en la sobrevida al comparar los dos primeros en conjunto contra el
altimo. Se realizo cirugia y estudio histopatolégico en 26 de ellos reportando 17
con alto grado de malignidad y nueve de bajo grado, con menor sobrevida para
estos primeros en forma significativa. El 41% de las defunciones ocurrieron el
primer afio de vida y el 94% en los primeros 24 meses. Los pacientes con
astrocitoma en cerebelo y aquellos con bajo grado de malignidad tienen mejor
prondstico que los pacientes con tumoracion en tallo cerebral y/o alto grado de
malignidad (16)

Los indicadores histolégicos de anaplasia y por lo tanto de malignidad son: la
atipia nuclear, el nimero de mitosis, la proliferacién vascular y la presencia de

necrosis.(3)

En los ultimos afios se han identificado diversos factores de crecimiento celulares.
Son proteinas que en condiciones fisiologicas regulan el crecimiento y la
diferenciacion celular. La actividad de los factores de crecimiento puede estar
aumentada basicamente a través de dos mecanismos: por un incremento del
namero de copias del gen que los codifica (amplificacion génica), o bien por un
aumento en la produccion de proteina por el gen (sobre expresién) (17). La sobre
expresion de los factores de crecimiento en los tumores malignos se asocia por lo
general a una mayor agresividad biolégica, y su identificacion ha permitido el

disefio de una nueva estrategia terapéutica (18).

El método histolégico mas empleado para medir la velocidad de crecimiento de un
tumor es el indice mitético,(19,20) sin embargo este es un evento breve dentro
de un ciclo celular tipico de 24 a 36hrs por lo que un control mitético bajo, puede

no reflejar la actividad de reproduccion celular y ademas para determinarlo se



necesita una muestra grande de tejido tumoral, sin embargo existen otros métodos
histol6gicos que ofrecen una medida completa de las fases del ciclo celular entre
ellos la citometria de flujo y los antigenos de proliferacion de los cuales el
Ki67(21).

D) El antigeno Ki67

El ciclo de division celular consta de cuatro fases sucesivas: una fase de sintesis
de DNA o fase S; otra de division celular, mitosis o fase M; y dos fases de
transicion, una fase G1 entre las fases My S, y otra G2 entre Sy M 0. La
progresion en el ciclo celular responde a sefales tanto de regulacién positiva
como de regulacién negativa. Las moléculas que inducen la progresion en el ciclo
pueden considerarse oncogenes, puesto que su sobre expresion puede llevar a la
célula a una proliferacion incontrolada y, por tanto, a la formacion de un tumor.

El antigeno Ki67 es una proteina nuclear no-histona que se expresa en todas las
fases del ciclo celular (G1, S, G2 y M) excepto GO. Es una proteina nuclear de
gran tamafio, con numerosos dominios repetidos, que interviene en el
mantenimiento del ciclo celular. Es considerado como un marcador de la
proliferacion de células neoplasicas (22).

Las alteraciones en la proliferacion celular, que surgen de la pérdida de control del
ciclo celular, pueden ser estudiadas y cuantificadas determinando la expresion
nuclear de proteina Ki-67 mediante técnicas de inmunohistoquimica (23).

La expresion de Ki-67 se correlaciona bien con el grado y estadio tumoral. Cada
vez existen mas estudios mostrando que la expresién de Ki-67 es un marcador
prondstico independiente de recidiva como de progresion (24). La determinacion
de Ki67 permite diferenciar grupos de mayor agresividad, que justificaria en ellos
una terapia mas agresiva que la que le corresponderia por sus caracteristicas de
estadio y grado (25).

Coons y cols. observaron que presentaban un mejor prondstico los pacientes con
oligodendrogliomas que tenian menos del 5% de células con expresion positiva
para el marcador de proliferacion Ki-67, respecto a aquellos que tenian mas del

5% de células tumorales positivas (p<0,0001). De igual modo, Heergaard y cols.
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Observaron que los pacientes con expresion de Ki-67 en mas del 3% de sus
células tumorales y de PCNA (protein cellular nuclear antigen) mayor del 4%,
tenian una supervivencia media de 23,5 y 26,5 meses respectivamente, mientras
que la supervivencia media general era de 4,4 afos.(25,26) La supervivencia
actuarial en estos grupos a 5y 10 afios era del 38% y 19% respectivamente. Kros
y cols. en 108 oligodendrogliomas puros encontraron que el indice de Ki-67 junto
con la edad, localizacion y grado eran los Unicos factores con valor prondstico
independiente. Ademas, estos autores observaron que si bien los gemistocitos, los
microgemistocitos y los oligodendrocitos gliofibrilares expresaban todos PGFA,
sb6lo estos Ultimos expresaban Ki67(27). Por otra parte Krouwer y cols.
Observaron que el indice de PCNA se correlacionaba bien con el grado histolégico
pero por si solo no constituia un factor prondstico, mientras que parecian tener un
significado prondstico la existencia de hipertension intracraneal y de hiperplasia

endotelial en el estudio histologico(28).



JUSTIFICACION:

La sobrevida de los pacientes con astrocitoma de alto grado es actualmente de
menos del 50% a 18 meses en nuestro Hospital. Se requiere identificar factores
de riesgo que influyan en la sobrevida de estos pacientes, para de esta manera
poder estratificarlos en grupos y poder brindarles un tratamiento mas adecuado de
acuerdo al riesgo que tengan para morir, de esta manera se crearan terapias mas
agresivas para pacientes que tengan un peor pronostico con respecto a los que no

tengan estos factores de riesgo.



Planteamiento del problema

La sobrevida global de los pacientes con astrocitoma de alto grado en el Hospital
de Pediatria del CMN Siglo XXI es de apenas el 56%, de ahi que se requiere
identificar factores de riesgo de estos pacientes para planear una mejor estrategia
terapéutica y beneficiar de esta manera a aquel subgrupo de pacientes con un

mayor riesgo.

¢, Cual es la sobrevida que tienen los pacientes que acuden al HP CMN SXXI con
diagnéstico de astrocitoma de alto grado que expresan el antigeno Ki-67 en

comparacién con quienes no lo expresan?
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Objetivos Generales

Identificar el pronéstico de los pacientes con astrocitoma de alto grado que
expresan el antigeno KI67 como factor independiente de otros factores como

localizacion, porcentaje de reseccion e histologia.
Objetivos especificos
1. Determinar la sobrevida de los pacientes con astrocitoma de alto grado que
expresan el antigeno Ki67 a 1,5 y 10 afios del diagnéstico.

2. Determinar la sobrevida de los pacientes de alto grado que no expresan el

antigeno Ki67 a 1,5 y 10 afios del diagnéstico.

Hipotesis
Los pacientes que acuden al HP CMN SXXI con diagnéstico de astrocitoma de

alto grado que expresan el antigeno Ki67 tienen una sobrevida del 30% menor en

comparacion con quienes no lo expresan.
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MATERIAL Y METODO

Lugar

Hospital De Pediatria Centro Medico Nacional Siglo XXI

Tipo de estudio
Casos y controles anidados en una cohorte, comparativo, retrolectivo

Criterios de inclusion:

1. Pacientes menores de 15 afios con diagnéstico de astrocitoma de alto
grado establecido en el servicio de Patologia del Hospital de Pediatria del
Centro Médico Nacional Siglo XXI.

2. Pacientes que contaron con los datos necesarios en el expediente para la
hoja de recoleccion.

3. Pacientes en quienes se realiz6 biopsia-reseccion y se conté con bloque de
parafina en el servicio de patologia del HP CMN Siglo XXI.

4. Pacientes que recibido tratamiento en el servicio de Oncologia del hospital

de Pediatria de acuerdo a protocolo.

Criterios de exclusioén

1. Pacientes que abandonaron tratamiento por envio a otro hospital,

2. Pacientes que no completaron tratamiento

Criterios de eliminacién

1. Pacientes en los que el material tumoral obtenido del bloque de parafina no

fue suficiente para establecer la presencia 6 no de la expresion del Ki67.
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VARIABLES

Variable Definicion operacional TIPODE Escala de medicion Unidades de medicion
VARIABLE
Numero de meses que viven los Dependiente Cuantitativa continua Meses y afios
Tiempo de pacientes luego del diagnéstico de
sobrevida astrocitoma de alto grado realizado
global por el servicio de patologia de

HPCMNXXI

Expresion del
antigeno Ki67

Resultado de la determinacion Ki67
en la prueba de inmunohistoquimica
realizado por el servicio de patologia
del HPCMNSXXI.

Independiente

Cualitativa nominal

Presente, ausente

Localizacion de

Sitio donde se encuentra la

Independiente

Cualitativa nominal

Supratentorial

la tumoracion | tumoracion. Tallo
Cerebelo
Porcentaje de la tumoracion Independiente Cualitativa ordinal Biopsia

Porcentaje de

resecada quirargicamente descrita

Reseccion parcial

reseccion. ) . _
en la hoja postquirurgica. Reseccion total
Reportado por el servicio de Independiente Cualitativa ordinal 0L, v
patologia, en relacion al porcentaje
Grado de ]
o de anaplasia encontrado en el
malignidad . y
espécimen de la tumoracién por
estudio histopatoldgico.
Edad del paciente que se encuentra | Universal Cuantitativa continua | Afios y meses
Edad registrada en el expediente al
momento del diagnostico.
Genero que se encuentra registrado | Universal Cualitativa nominal Masculino
Sexo en el expediente. Femenino
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Descripcién general del estudio

Se revisaron todos los expedientes de 1995 a 2005 del Hospital de Pediatria de
los pacientes en quien en este hospital se realiz6 diagnostico de astrocitoma de
alto grado. Se registraron los datos necesarios en la hoja de recoleccion. Ademas
se bhuscaron los bloques de parafina a los cuales se realizé inmunohistoquimica

para determinacién de expresion del antigeno Ki-67.

Inmunomarcaje Ki67 (29, 30)

Para la identificacion de las células reactivas del Ki67 se empled la técnica
inmunohistoquimica estreptavidina - biotina usando como anticuerpo primario al
anticuerpo monoclonal mouse antihuman Ki67 antigen clona ki55 a dilucién 1:20,
las muestran se desparafinaron e hidrataron, se realizo recuperacion de sitios
antigénicos y se colocaron en estufa a 125° C por 5 min y se realiz
inmunohistoquimica (técnica en anexo).

Para determinar el patrén de expresion de Ki-67 se realizé un contaje celular
abarcando aproximadamente 1000 células (15 campos microscopicos). Se
considerd una reaccion positiva cuando la célula mostré un ndcleo intensamente
tefiido de marrén y para la distribucion de estas se utilizé la escala
semicuantitativa descrita por Mirhashemi et al 2003:

Minima: menos del 10% de células positivas.

Moderada: entre el 10% y el 50% de células positivas.

Alta: mas del 50% de células positivas.

Tomando como positivos la expresion alta
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Analisis estadistico:

Descriptivo

Para las variables cuantitativas continuas se utilizaron promedios como medidas
de tendencia central y valor minimo y maximo como medidas de dispersion.

Para las variables cuantitativas discretas la mediana fue la medida de tendencia
central y valor minimo y maximo como medidas de dispersion.

Para las variables cualitatitivas se utilizaron moda y frecuencias simples.
Inferencial

Se realizaron curvas de sobrevida global a 1,5y 10 afios de acuerdo al método
actuarial para determinar porcentaje de sobrevida en cada grupo (astrocitomas de
alto grado que expresan y los que no expresan Ki67) y posteriormente se
determind mediante Logrank Test si existio significancia estadistica.

FACTIBILIDAD.
Recursos humanos:

Tesista médico residente de pediatria Médica,

Tutor médico adscrito.

Médico patologo e histotecnélogo
Recursos materiales

Hojas blancas, lapices, computadora, impresora, reactivo para realizacion
de inmunohistoquimica.
Recursos financieros

No se requirié financiamiento, los gastos que se generados fueron cubiertos
por los investigadores.

El proyecto se acepto por el comité de investigacion de HP CMNSXXi con el
namero R-2008-3603-26

Aspectos éticos
Este estudio de acuerdo a la Ley General de Salud fue un estudio sin riesgo por lo
que no requirio de hoja de consentimiento informado. Por otra parte cumplié con

los principios éticos de investigacion de justicia, beneficencia y autonomia.
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Resultados

El presente estudio se realiz6 en la Unidad Medica de Alta Especialidad Hospital
de Pediatria Centro Medico Nacional Siglo XXI.

Se revisaron 35 expedientes de los cuales s6lo se pudieron incluir 21 pacientes
gue contaban también con los bloques de parafina.

De éstos 21 pacientes , 10 fueron mujeres y 11 hombres con una relacion
hombre mujer de 1 a 1.1. El promedio de edad fue de 10.5 aflos con un valor

minimo de 3 y maximo de 17 afos. (Tabla 1)

La sobrevida global para todos los pacientes con astrocitoma de alto grado fue de
81.8% a un afo, 55.7% a 5 aflos y 41.7% a 10 afios del diagnostico. (Tabla 2
imagen 1).

Por histologia 11 pacientes (52.4%) tuvieron diagnostico de astrocitoma
anaplasico y 10 (47.6%) diagnostico de glioblastoma multiforme. Lo sobrevida
para los pacientes con astrocitoma anaplasico fue de 81.8%, 55.7% y 41.7% a 1,
5 y 10 afios; mientras que para los pacientes con diagnostico de glioblastoma
multiforme fue de 70.2%, 50% y 50% en el mismo periodo. Sin existir diferencia
estadistica. (Tabla 3 y 3.1 imagen 2)

Por localizacion 76.1% fueron tumores supratentoriales (n16), 19.2% fueron de
tallo (n4) y 4.7% fueron infratentoriales (n1).

La sobrevida global para la localizacion supratentorial fue de 87.5%, 52.9% y
45.3 % a 1, 5 y 10 afos; mientras que para la localizacion en tallo fue de 50% y
37% a 12 y 30 meses. Al comparar ambas curvas de sobrevida encontramos, al
realizar la prueba de Log Rank, que existi6 diferencia estadisticamente

significativa (p< 0.05). (Tabla 4y 4.1 imagen 3)

La sobrevida para aquellos pacientes que expresaron ki67 positivo fue de 66.5%,
45% y 36% a 1,5y 10 aflos mientras que los pacientes que no lo expresaron fue
de 88.9%, 57.0% y 57.0%. Existiendo diferencia estadisticamente significativa con
p<0.05.

-16 -



De los pacientes incluidos hubo 9 defunciones de las cuales 8 (88.8%)

expresaron Ki67 positivo y 1 no lo expresé (OR 4.5). (Tabla 5y 5.1 imagen 4).
Visto desde otra perspectiva, 12 pacientes que presentaron Ki positivo, 8 de ellos

fueron defunciones, mientras que de los 9 pacientes que fueron Ki negativos sélo

se presento una defuncién

Respecto del porcentaje de reseccidn se realizaron 17 resecciones parciales

(80.95%) y 4 biopsias (19%) estos ultimos por ser tumoraciones de tallo cerebral.

Tabla 1. Caracteristicas generales de la poblacién

Caracteristica N (21)
Edad 32-17a 105
Genero 21
Masculino 11 52.3%
Femenino 10 47.6%
Histologia 21
Astrocitoma anaplasico 11 52.3%
Glioblastoma 10 47.6%
Localizacion
Supratentorial 16 76.1%
Tallo 4 19.04%
Cerebelo ! 4.76%
Ki 67
Positivo 12 57.1%
Negativo 9 42.9%
Defunciones 9 42.9%
Ki67 positivo 8 38%
Ki67 negativo 1 4.76%
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Tabla 2. Tabla de sobrevida global para los pacientes con astrocitoma de alto

grado

Intervalo N Q pl S1
0-6 21 0.047 0.952 0.952
6-12 20 0.15 0.850 0.809
13a18 17 0.029 0.970 0.785
19-24 16 0.093 0.906 0.711
25-30 14 0.071 0.928 0.660
31-36 12 0.041 0.958 0.632
37-42 11 0 1 0.632
45-48 11 0 1 0.632
49-54 11 0.090 0.909 0.574
55-60 10 0 1 0.574
60-66 10 0 1 0.574
67-72 10 0 1 0.574
75-78 10 0 1 0.574
79-84 10 0 1 0.574
85-90 10 0 1 0.574
91-96 10 0.1 0.9 0.516
97-102 9 0 1 0.516
103-108 9 0 1 0.516
109-114 9 0 1 0.516
115-120 9 0 1 0.516

N : Numero D: Defunciones W: perdida de seguimiento S sobrevida
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103-108

109-114
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1105-120

Imagen 1. Sobrevida global de los pacientes con diagnostico de astrocitoma de

altogrado (n 21)
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Tabla 3.1 Tabla de sobrevida para los pacientes con astrocitoma de alto grado

de acuerdo a histologia

Glioblastoma multiforme (n=10)

Intervalo N Q P1 S1
0-6 10 0.1 0.9 0.9

7al2 9 0.222 0.78 0.702
13-18 7 0 1 0.702
19-24 7 0.14 0.857 0.601
25-30 6 0 1 0.601
31-36 6 0 1 0.601
37-42 6 0 1 0.601
43-48 6 0 1 0.601
49-54 6 0.166 0.833 0.50
55-60 5 0 1 0.50
60-66 5 0 1 0.50
67-72 5 0 1 0.50
73-78 5 0 1 0.50
79-84 5 0 1 0.50
85-90 5 0 1 0.50
91-96 5 0 1 0.50
97-102 5 0 1 0.50
103-108 5 0 1 0.50
109-114 5 0 1 0.50
1105-120 5 0 1 0.50
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Tabla 3.2 Tabla de sobrevida para los pacientes con astrocitoma de alto grado

de acuerdo a histologia

Astrocitoma anaplasico (n=11)

Intervalo N D W Q pl S1
0-6 11 0 0 0 1 1

7al2 11 2 1 0.18 0.818 0.818
13-18 9 0 1 0.055 0.944 0.723
19-24 8 0 1 0.625 0.937 0.619
25-30 7 1 2 0.142 0.857 0.557
31-36 5 0 1 0.1 0.9 0.557
37-42 4 0 0 0 1 0.557
43-48 4 0 0 0 1 0.557
49-54 4 0 0 0 1 0.557
55-60 4 0 1 0 1 0.557
60-66 4 0 0 0 1 0.557
67-72 4 0 0 0 1 0.557
73-78 4 0 0 0 1 0.557
79-84 4 0 0 0 1 0.557
85-90 4 0 0 0 1 0.557
91-96 4 1 0 0.25 0.75 0.417
97-102 3 0 0 0 1 0.417
103-108 3 0 0 0 1 0.417
109-114 3 0 0 0 1 0.417
1105-120 3 0 0 0 1 0.417
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Sobrevida por histologia
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Tabla 4.1 Tabla de sobrevida para los pacientes con astrocitoma de alto grado

de acuerdo a localizacion.

Supratentorial (n=16)

Intervalo N D W Q pl S1
0-6 16 1 0 0.625 0.937 0.937
7al2 15 1 0 0.066 0.934 0.875
13-18 14 0 1 0.035 0.964 0.843
19-24 13 0 1 0.038 0.962 0.810
25-30 12 1 1 0.125 0.875 0.708
31-36 10 1 0 0.18 0.9 0.637
37-42 9 0 0 0 1 0.637
43-48 9 0 0 0 1 0.637
49-54 9 1 0 0.111 0.888 0.565
55-60 8 0 1 0.062 0.937 0.529
60-66 7 0 0 0 1 0.529
67-72 7 0 0 0 1 0.529
73-78 7 0 0 0 1 0.529
79-84 7 0 0 0 1 0.529
85-90 7 0 0 0 1 0.529
91-96 7 1 0 0.142 0.857 0.453
97-102 6 0 0 0 1 0.453
103-108 6 0 0 0 1 0.453
109-114 6 0 0 0 1 0.453
1105-120 6 0 0 0 1 0.453
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Tabla 4.2 Tabla de sobrevida para los pacientes con astrocitoma de alto grado
de acuerdo a localizacion.

Tallo cerebral (n=4)

Intervalo N D W Q pl S1
0-6 4 0 0 0 1 100
7al2 4 2 0 0.5 0.5 50
13-18 2 0 0 0 1 50
19-24 2 0 0 0 1 50
25-30 2 0 1 0.25 0.75 375
31-36 1 0 1 0.5 0.5 18.7

Sobrevida por localizacion
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Tabla 5.1 Tabla de sobrevida para los pacientes con astrocitoma de alto grado

de acuerdo a la expresion de antigeno Ki 67.
Kl 67 positivo (n:12)

Intervalo N Q pl S1

0-6 12 0.083 0.916 0.916
7al2 11 0.272 0.727 0.665
13-18 8 0 1 0.665
19-24 8 0.187 0.813 0.540
25-30 6 0 1 0.540
31-36 6 0 1 0.540
37-42 6 0 1 0.540
43-48 6 0 1 0.540
49-54 6 0.166 0.834 0.450
55-60 5 0 1 0.450
60-66 5 0 1 0.450
67-72 5 0 1 0.450
73-78 5 0 1 0.450
79-84 5 0 1 0.450
85-90 5 0 1 0.450
91-96 5 0.2 0.8 0.360
97-102 4 0 1 0.360
103-108 4 0 1 0.360
109-114 4 0 1 0.360
1105-120 4 0 1 0.360
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Tabla 5.2 Tabla de sobrevida para los pacientes con astrocitoma de alto grado
de acuerdo a la expresion de antigeno Ki 67.
Kl 67 negativo (n:9)

Intervalo N D W Q P1 S1
0-6 9 0 0 0 1 0.1

7al2 9 1 0 0.111 0.889 0.889
13-18 8 0 0 0 1 0.889
19-24 8 0 1 0.062 0.937 0.832
25-30 7 0 2 0.142 0.858 0.713
31-36 5 0 2 0.2 0.8 0.570
37-42 5 0 0 0 1 0.570
43-48 5 0 0 0 1 0.570
49-54 5 0 0 0 1 0.570
55-60 5 0 0 0 1 0.570
60-66 5 0 0 0 1 0.570
67-72 5 0 0 0 1 0.570
73-78 5 0 0 0 1 0.570
79-84 5 0 0 0 1 0.570
85-90 5 0 0 0 1 0.570
91-96 5 0 0 0 1 0.570
97-102 5 0 0 0 1 0.570
103-108 5 0 0 0 1 0.570
109-114 5 0 0 0 1 0.570
1105-120 5 0 0 0 1 0.570

-26 -



Sobrevida de acuerdo a expresion de Ki 67
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Imagen 4 Grafica de sobrevida de acuerdo a la expresion de Ki 67 positivo
(P=36%) y negativo (P=57%)
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Discusiodn

La sobrevida de los pacientes con astrocitoma de alto grado ha sido reportada en
la mayoria de los estudios internacionales como mala, con medias de seguimiento
de 6 a 9 meses. A partir de fines de la década de los 90°s, con la introduccién de
la quimioterapia neoadyuvante, la sobrevida se ha visto incrementada, en
particular con el esquema de quimioterapia utilizando tres drogas ( ifosfamida,
carboplatino VP16) ya que se demostré que la barrea hematoencefélica en las
areas adyacentes al tumor estaba disfuncional, y mas aun, al dar esta secuencia
quimioterapica en los 14 dias posteriores a la cirugia, que son los dias en los
cuales las células tumorales entran en ciclo celular, presentando una fraccion de
crecimiento mas acelerada y por lo tanto son mas sensibles al tratamiento(13).

No obstante que la sobrevida en pacientes con astrocitoma de alto grado
reportada por nuestro hospital alcanzé a ser de 56% a 5 afios del diagnostico, es
importante destacar que continua habiendo un grupo de pacientes que tiene mal
pronéstico por lo tanto es importante determinar cuales son esos factores que
llevan a un peor pronostico y de esta manera diferenciarlos y tratarlos de una
manera mas agresiva. (16)

Tradicionalmente se ha considerado que los pacientes con astrocitoma de alto
grado, subgrupo glioblastoma multiforme tienen peor pronostico, de acuerdo a
nuestra serie encontramos que no existié diferencia estadisticamente significativa
al comparar ambos grupos, astrocitoma anaplasico vs glioblastoma multiforme,
con una sobrevida reportada a 1, 5y 10 afios de 81.8%, 55.7% y 41.7% para el
primer grupo contra 70.2%, 50% y 50% en el mismo periodo del segundo grupo.
De hecho de manera paradojica hay discreta mayor sobrevida en glioblastoma
multiforme lo que tal vez pueda deberse al tamafio de la muestra, dado que esto
no corresponde con lo reportado en la literatura. Cabe mencionar que de nuestros
10 pacientes con glioblastoma multiforme 9 expresaron Ki67 positivo.

En cuanto a la localizacion se ha descrito peor pronostico en aquellos pacientes
cuya tumoracion se encuentra en tallo cerebral, estos pacientes tienen mala

sobrevida por tres razones, primero por que dada la localizacion el acceso

-28 -



quirurgico se limita inicamente a realizacion de biopsia, la segunda es por que la
vascularizacion de estos tumores es baja por lo que la penetrancia de la
quimioterapia es baja, y tercero la baja fraccion de crecimiento conlleva a una
mala respuesta a quimioterapia; a pesar de ello la sobrevida reportada en este
estudio es de 18.7% a 36 meses, misma que no es alcanzada por otras series
internacionales. En constaste los de localizaciébn supratentorial tienen una
sobrevida a 1,5 y 10 afios fue de 87%, 52% y 45% existiendo una diferencia

estadisticamente significativa (p<0.05) de acuerdo a Log Rank Test.

En nuestra serie de pacientes la sobrevida global encontrada para todo el grupo
en general fue de 80%, 57% y 51% a 1, 5 y 10 afios sin hacer meseta,
presentando incluso un declive en la curva en el mes 91, lo cual quiere decir que
no podemos considerar a estos pacientes como curados, requiriendo vigilancia
toda su vida, cabe mencionar que una paciente presento recaida y defuncion
incluso después de 10 afios de vigilancia.

Recientemente se ha estudiado la importancia y el valor de los anticuerpos a
proteina expresados en las células proliferantes, como el Ki67 el cual ha sido
estudiado en varios tipos de tumores, sin embargo hasta esta década se ha visto
su importancia en tumores astrociticos. El antigeno Ki67 reconoce una proteina
gue es expresada en todas las fases del ciclo celular excepto en las fases GO y
fases tempranas de G1, que son justamente las que se expresan en aquellas
células de los tumores que se consideran con mas baja proliferacion celular, por lo
tanto menos agresivos, dicho de otra forma, los tumores que expresan el antigeno
Ki67, son tumores de alta proliferacién celular, agresivos e invasores, lo que
pudiera sugerir dar un tratamiento mas agresivo a los pacientes que expresen este
antigeno. Llama la atencién que en nuestra serie que de las 9 defunciones, 8
expresaron el antigeno Ki67 positivo; es importante también mencionar que de los
12 pacientes que expresaron Ki67 positivo 8 fueron defunciones, lo cual da un

riesgo 4 veces mal alto de fallecer en comparacion con quienes no lo expresaron.
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En nuestra serie de pacientes la sobrevida a 1, 5y 10 afios para el grupo de
pacientes que expresaban el antigeno ki67 positivo fue de 66%, 45% y 36%
comparada con el grupo de pacientes que no la expresaron con una sobrevida de

88%, 57%, 57% al mismo periodo existiendo diferencia estadistica (p<0.05).

David Ellison, en una cohorte de 123 pacientes adultos, demostrd disminucion en
la sobrevida de los pacientes que expresaban Ki67 en comparaciéon con quienes
no lo expresaban (p 0.04). En esta misma cohorte no se encontr6 una relacion en
la sobrevida de los pacientes que expresaban p53, estos resultados indican que
realizar la inmunohistoquimica para ki67 predice un patrén de sobrevida en

pacientes con tumores astrocitarios.

La histopatologia convencional parece quedarse limitada y por lo tanto ya no
puede ser considerada como suficiente para realizar el diagnostico y pronostico

de estos pacientes.

Por ultimo, es importante mencionar, que sin ser el objetivo del trabajo el de
calcular costos y beneficios, debe resaltarse que éste es un estudio de
inmunohistoquimica relativamente sencillo y econémico, dado que el kit completo
para 100 pacientes tiene un costo de $ 500 dolares, lo que cada prueba tendria un
costo de 5 dolares, siendo mucha la informacién que éste antigeno nos puede

proporcionar.
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CONCLUSIONES

Del presente trabajo podemos concluir que debe incorporarse la determinacion de
antigeno Ki67 en el estudio de todos los pacientes con astrocitoma de alto grado,
para contar con mas elementos para definir de manera mas precisa el pronostico
de los pacientes de forma particular , y asi poder individualizar el tratamiento,
ofreciendo a estos pacientes una mayor posibilidad de sobrevida, incorporando
quizas una cuarta droga para estos pacientes identificados con peor pronostico,

los cual da pie a un nuevo protocolo de investigacion.
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Anexo 1

TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA PARA DETERMINACION KI67

Se realizaron cortes de 4 micras de los bloques de parafina, los que se colocaron
sobre laminillas especiales que contaban con testigo positivo para este antigeno.
Se utilizo el anticuerpo monoclonal mouse antihuman Ki67 antigen clona ki55 a
dilucion 1:20.

Previo a la inmunotincién, las muestras de tejido se desparafinaron en estufa a 602
por 2 horas y se incluyeron en xilol para posteriormente hidratarlas en alcoholes
graduales (90°, 80°y 70°).

Se realizo recuperacion de sitios antigénicos utilizando una solucién de citrato
buffer previamente diluido al 1:10 con pH de 6 en autoclave, durante 5 minutos y
se colocaron en estufa a 125° C por 5 miny se realizé inmunohistoquimica

El proceso de inmunotincion se inicié con la aplicacion de 200 microlitros de
reactivo bloqueante de peroxidasa enddégena metanol-H202 al 3% previamente
preparado y se incubaron las muestras durante 20 minutos a temperatura
ambiente. Se bloqued la colagena con 200 microlitros de una solucion de suero
de caballo al 20% durante 15 minutos.

Sin lavar se cubrieron las muestras con 200 microlitros del reactivo de anticuerpo
anti-Ki-67 clon monoclonal mouse antihuman Ki67 antigen clona ki55 a dilucién
1:20. durantel hora. Posteriormente se afadieron 200 microlitros del anticuerpo
secundario dilucion 1:200 por 15 minutos, seguido el complejo avidita -biotina al
10%, durante 15 minutos. Entre pasos, eliminamos el exceso de reactivo y
enjuagamos cada vez con PBS.

Se reveld la reaccion introduciendo las muestras en una solucién de sustrato
cromogeno DAB preparada unos minutos antes de usar e inmediatamente se llevd
la muestra a estufa de 37°C, durante 3 minutos. Las laminillas se tifieron con
hematoxilina de Harris durante 12-15 segundos para contrastar.
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Anexo 2
HOJA DE RECOLECCION DE DATO

Folio

Nombre

Filiacion

Edad : Afos Meses

Sexo Masculino ( ) Femenino( )

Diagnostico

PQ

Localizacion

Fecha de diagnostico

Fecha de ultima cita

Fecha de recaida

Fecha de defuncion

Causa de defuncion:

Antigeno Ki67: presente ( ) Ausente ( )
QT recibida

Numero de ciclos

Radioterapia si( ) No( )
Numero de sesiones Gy

Cirugia: Total subtotal biopsia

Respuesta a quimioterapia: Completa ( ) Parcial( ) EE(

IMC al diagnostico
IMC al final del tratamiento
Desnutricion Si( ) No( ) Grado

) EP(

RC: 100% desaparicion del tumor
RP: 50 a 99% reducciéon tumoral
EE: menos de 50% de reduccion tumoral

EP: mas de 25% de progresion tumoral

)
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