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I.-LISTA DE CUADROS
a)Variables Independientes

VARIABLE
Edad

Tipo de reseccidn

Inmunorreactividad EGFR,
FGFR-4, p53, c-met, c-myc

Densidad Vascular

Indice de Proliferacion
Celular

Indice Mitdtico

Mutaciones p53
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CONCEPTUAL
Aios vida cronoldgica

Porcentaje de reseccion en
imagenes pre y
postquirurgicas

Inmunorreactividad EGFR,
FGFR-4, p53, c-met, c-myc

Cantidad de vasos
sanguineos en areas de
viabilidad tumoral

Cantidad de células que se
encuentran en sintesis

Cantidad de células en fase
de mitosis

Mutaciones en el gen
supresor tumoral p53

OPERACIONAL
Edad en afios

Amplia 2 95%, parcial <95%
y Biopsia

Grados: 1(0-25% positividad)
2(26-50%)
3(51-75%)

4(76-100%)

Conteo de capilares (Factor
VIII) por
inmunohistoquimica en 10
campos aleatorios

Conteo de nucleos positivos
por inmunohistoquimica
para PCNA en 10 campos

aleatorios

Conteo celular con mitosis
con Hy E en 10 campos

aleatorios

PCR/SSCP



b)VariablesConfusoras

Page | 9



Il.-RESUMEN

En el periodo comprendido entre 1988 y 1994 se realizé la identificacion retrospectiva y andlisis
de los pacientes con diagndstico de glioblastoma multiforme en el Instituto Nacional de Neurologia
y Neurocirugia (INNN). Se analizaron sus caracteristicas clinicas, de tratamiento quirurgico,
terapéutica adjuvante, y se corroboré su diagndstico histopatolégico. Se analizé la sobrevida a
dichos pacientes para separarlos en dos grupos: un grupo A de pacientes con sobrevida prolongada
(mayor o igual a tres afios), y un grupo B con sobrevida corta(menor a tres ainos). Ambos grupos
estan formados por pacientes con caracteristicas similares en cuanto a edad, caracteristicas
clinicas, tamafio tumoral y tipo de tratamiento. Para determinar si los tumores de pacientes con
sobrevida prolongada constituyen un subgrupo de pacientes con caracteristicas histopatolégicas
diferentes, se planed analizar a partir de bloques de tejido tumoral en parafina el indice mitético,
proliferacién celular y densidad vascular. Dentro de los aspectos moleculares se
analizéinmunoreactividad a p53, receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFR), y c-myc. No
se encontraron diferencias significativas en los estudios realizados entre ambos grupos de

pacientes.
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lIl.-RESUMEN EN INGLES (ABSTRACT)

A retrospectiveanalysiswasconductedfrom 1988 to 1994 in patientswith diagnosis of glioblastoma
multiforme (GBM) at theNationallnstitute of Neurology and Neurosurgery (INNN). Clinicalfeatures,
surgicaltreatment, and adjuvanttherapywereanalyzedwhilehistopathologic diagnosis
wascorroborated. Thesurvivalanalysiswasseparatedintotwogroups: Group A of
patientswithprolongedsurvival (threeor more vyears), and Group B with short survival
(lessthanthreeyears). Bothgroupswereformedbypatientswith similar characteristicsregardingage,
clinicalfeatures, tumor size and type of treatment. To determine whethertumors of
patientswithprolongedsurvivalconstitute a subgroup of
patientswithdifferenthistopathologicalfeatures, analysisfrom tumor tissueembeded inparaffin
blocks wereplanned to be studiedformitoticindex, cellproliferation and vascular density. Withinthe
molecular aspects, Immunoreactivity to p53, epidermalgrowth factor receptor (EGFR), and c-

mycwereperformed. No significantdifferenceswereobtainedbetweenthetwogroups of patients.
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IV.-INTRODUCCION

a) INCIDENCIAY CLASIFICACION DE NEOPLASIAS INTRACRANEALES
Seriesanterioresindicanquelaincidenciacombinadadelasneoplasiasintracraneales
variade2a19/100,000habitantesanualmente,dependiendodichavariaciondelaedadde
lospacientes.Existeun incremento en laincidenciaentrelosOy 4afios(3.1/100,000 habitantes),otra
entrelos15y24afos(1.8/100,000),ylamayorelevaciondelamismasealcanzaentrelos 65y79afiosde
edad (17.9a18.7/100,000)(1).

Méxicopresentauna de lasincidenciasmasbajaspara eldesarrollo de neoplasias
intracraneales con 1.1/100,000habitantes (2), y previamentehemos reportado que |Ia

frecuenciadelosgliomasennuestropaisesmenoralodescritoenotrasseriesAnglo-

AmericanasyEuropeas(33%vs 38a70%)(3).Dentrodelosgliomas,elgrupodelos
astrocitomassehaclasificadoentrestiposporlaOrganizacién Mundial de la Salud
(OMS):1)Astrocitomadebajogradode malignidad;2)Astrocitomaanaplasico;y3)Glioblastoma

multiforme(4).Dentrodeesta
secuenciaevolutivalasimplicacionespronosticasvariandemaneradramatica,debidoaque
lavidamediaesde5a8afiosparalosastrocitomasdebajogrado,del.5a2.5afospara
losanaplasicos,ydelafioparaelGBM(5,6).EnelgrupodelGBMencontramosque41%
delospacientessobrevivenmenosdeunaino,39%deunoadosafios,12%dedosatres afiosysolo 8%
sobrevive mads de tres afios(3). Losfactoresprondstico asociados con mayor sobrevidasonedad
menorde50afios,cirugiaradical (reseccién mayor del 95% del tumor), subsecuente radioterapia

y quimioterapia, asicomoelestadoneurolégicoconservadoprevioaliniciodeltratamiento(3). Apartede

Page | 12



b)

dichosfactoresclinicos,consideramosqueelGBMdesobrevidaprolongadamayoratres

afospuedeteneralgunaspropiedadesbioldgicasintrinsecasparadichaevolucién.

BIOLOGIA MOLECULAR DE LOS ASTROCITOMAS
Latransformaciénneoplasicaesunproceso multifactorialenelcualsepierdeelcontrol
deproliferacidneinteraccién celularnormal,transformandounacélulanormalenuna

tumoral.Esteprocesoimplicalaparticipaciéndealmenosdosclasesdegenes:oncogenes
ygenessupresorestumorales.Losoncogenespromuevenlaproliferaciénycrecimiento
celularcuyaactivaciénresultaenunimpulso exageradodecrecimientoydivisioncelular.
Porotraparte,losgenessupresorestumoralessongenesnormalesqueactianparainhibirla
proliferaciénycrecimientocelular,cuyainactivacionresultaenformacidonyprogresion tumoral.
LosastrocitomasyelGBMcompartenlalineacelularastrociticadeorigentumoral . A
pesardelosavancesrecientes,hayquesubrayarquelabiologiamoleculardelostumores
cerebralesseencuentramuylimitadaconociéndosesoloalgunas alteracionesendiferentes

etapasdeprogresiondelosastrocitomashaciaelGBM,siendo demanerasimplificadalas siguientes(1):

1)Formaciéndeastrocitomasdebajogrado:elgenp53essupresortumorallocalizadoenel
cromosomal7pquetieneunpapelimportanteendiversosprocesos celularescomo apoptosis,
respuestaa lesiéndel dcido desoxirribonucleico(ADN), angiogénesisy diferenciacioncelular. De esta
manera,mutacionesdelgenp53ypérdidasalélicasdelcromosomal7pocasionangénesis
tumoralenetapasinicialesdelos astrocitomas.

2)Progresidnaastrocitomaanapldsico: sederivadelasalteracionesdeuncomplejo

reguladordelciclocelularincluyendoalgenp16,cinasa4ciclina-dependiente(cdk4)ylas
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proteinasciclinaDl. Otro factor implicadoes lapérdida alélicadel cromosoma 199
observadaen40%deastrocitomasanaplasicosyenGBM.

3)ProgresionaGBM:losglioblastomaspuedendesarrollarsedenovo(GBMprimarios)oa travésde una

progresidonde un astrocitomade menor grado de malignidad (GBM
secundario)(7).LosGBMprimariossedesarrollanenpacientes deedadavanzaday
muestransobreexpresionde EGFR,mutacionesdel gen PTEN(MMAC1)identificado
comogensupresortumoral,delecionesdeCDKN2A(p16)y enmenorfrecuenciala

amplificaciéndeMDM?2.LosGBMsecundariossedesarrollanenpacientesjévenesy
presentanmutacionesfrecuentesenelgenp53.Engeneralloscambioscromosdmicosson
gananciadelcromosoma7,pérdida delcromosoma9p,10y17p. Unhallazgocomun
encontradoentre60a90%depacientesconGBMindependientementedelsubtipoesla pérdida

parcialototaldelcromosomal0(8)(9).

c) ASPECTOS CLINICO-TERAPEUTICOS
ElIGBMaligualqueelrestodelasneoplasiasintracranealestieneunapresentacion
clinicamuyvariadadependiendolos diferentessignosysintomasdelalocalizacion
anatémicaqueocupe.Existenfactoresintrinsecosqueagravanelprondsticodeestetipo
tumoral,comosualtoindicedecrecimientoconuncortociclocelularde aproximadamente
dosdiaslocualocasionaunseveroedemaperilesional(10);otrosfactoresasociadossonla
tendenciahemorragica,radiorresistenciarelativaysu altoindicederecurrencia(11).

Desde 1884 Bennett y Godlee reportaron los primeros tratamientos quirdrgicos en gliomas
cerebrales (12), y es hasta 1967 en que Jelsma y Bucy demostraron que Ia
reseccionquirurgicaextensa incrementa la sobrevida y mejora lacalidad de vida en pacientes con
gliomas malignos (13-16). Asi, la reseccidnquirdrgicaamplia continua siendo la piedra angular en el
Page [ 14




tratamiento de pacientes con GBM (11-12,14-16), sin embargo, a pesar de los avanzados estudios
de neuroimagenesta lesiénno se logra
delimitarconprecisiénlocualdificultasuresecciontumoralcompleta(17).

Laradioterapia hademostrado ampliamentesueficacia terapéuticaenestudios
clinicosprospectivos(1)ydebeindicarseentodosloscasos,exceptoenpacientesenetapaterminal
(11).Seutilizande5000a6000radsfraccionadosenunpromediode30sesionesdurante  cinco  aseis
semanas (11,18,19) prefiriéndoselaaplicacionacampo local 2-3 cm a la periferiade
losmargenesdelimitados en estudios contrastados deneuroimagen(1),sin embargo, la tolerancia
del tejido perilesionalnormal es un factor limitante a dicha
modalidadterapéutica.Conrespectoalaquimioterapia, sehamostradosuutilidadalestar
aunadaaltratamientoquirurgicoyderadioterapia(1,20).

Actualmente se desarrollan nuevas alternativas de tratamiento con base en la inmunoterapia
y genéticamolecular (11), pero desafortunadamente los tratamientos
existentesofrecensolopaliacionynocuradelospacientes conGBM, donde unaamplia
reseccionquirdrgica, radioterapia yquimioterapia adecuadas incrementan lasobrevida de
unamaneranosatisfactoria(3).

Hastaelmomento,elprondsticodelos pacientesconGBMespobreconunpromediode sobrevida
delbmeses(3)ysolopocospacientestienenunasobrevida mayoratresafios (21-23). Algunostumores
parecentenermayorresistencia alaterapéuticaestablecida, asi comounamayoragresividad
bioldgica,siendoquedichostumoresno sepuedenidentificar
enbasealosfactorespronésticocldsicosdeedad,extensiénquirdrgica, tamafiotumoral y
terapéuticaadyuvante(3,10,24-28).

En base a la biologia molecular, las mutaciones al gen supresor tumoral p53 vy la
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amplificaciénconsobreexpresiéndelEGFRson lasalteracionesgenéticasmascomunes
descritasparaelGBM(29,30).Elgencomotal esunsupresor tumoraldenominadocomo
el"guardiandelgenoma"actuandoatravésdecuatroviascelulares:1) arrestocelularenla faseGl
delciclocelular;2) inicioenlareparaciondelDNA; 3) inducciéondeapoptosis; y 4) promocionde la
diferenciaciéncelular (31). Otra funcidnalterna es producir un decremento enlaexpresiondel

antigeno de proliferacion celular nuclear (PCNA) (32). Mutaciones en el gen p53 desarrollan

alteraciones en el ciclo celular, inestabilidadgendmicaypromueven
laanaplasia.Elgenp53seencuentradescritocomola masfrecuentealteraciéngenéticaen
neoplasiasenhumanos(33),incluyendoneoplasias intracraneales, siendo depredominio

enastrocitomasde bajo gradoencontrado en40a
65%deloscasos(34).Elgenp53seencuentralocalizadoenelbrazocortodelcromosoma
17enlabandal3.1 yconsistedellexones,encontrando quelasmutacionesbasicamentese presentan
del exon5 al 8, sin encontrarse hasta el momento astrocitomascon
mutacionesfueradedichosexones(35).

Porotraparte,la amplificacionosobreexpresion del  EGFRsehaobservado aproximadamente
en50%delosgliomasmalignosnotratados(36),ydentrodeellosenel GBM enun37a38%(37),
asociandosedichasobreexpresidnaunprondsticopobreen GBM(38).0trosdoselementos asociadas
aunpobreprondsticoengliomasmalignosson
enbasealadeterminacidnporinmunohistoquimicadelreceptordelfactordecrecimiento
fibrobldstico4(FGFR-4)(39) yfactordecrecimientohepatocitico(HGF)(40). En base a lo anterior vy
reconociendo que hasta el momento se conoce solouna minimaparte en la etiologiamultifactorial
eneldesarrollodelosastrocitomasmalignos,consideramos guelos pacientes
conGBMdesobrevidaprolongadapuedentener propiedades

intrinsecasidentificablesensuanalisismolecular.
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V.-METODOLOGIA

Tipo de Estudio: Observacionalretrospectivo comparativo.

Area de Estudio: Prondstico.

El presente estudio se realizéen pacientes con diagndsticodeGlioblastomaMultiforme
dellnstitutoNacionaldeNeurologiayNeurocirugiadeEnerode 1988aDiciembrede1994. Se incluyeron
los pacientes que cumplieron con loscriterios establecidos en el presente
protocolo,dividiéndosealtotaldepacientesendosgrupos,siendoelgrupodeestudioelde

pacientesconsobrevidaigualomayoratresafios.Elgrupocontrolfueeldepacientescon

sobrevidamenoratresafiosy fueseleccionadoconcaracteristicasclinicas y de
tratamientosimilaresaldeestudio.Enambosgruposserealizéla obtenciényconfirmaciéndel
diagnédsticode las muestras histopatoldgicas. Posteriormente se planed realizarel

analisismoleculardirectamente
deltejidoinmersoenparafina(22,34,41);porinmunohistoquimicaserealizéladeterminaciéndesobreex
presiéondeEGFR,p53, y c-myc. Loanteriorfuecorrelacionado

conanalisisdesobrevidaatravésdelmétododeKaplan-Meyer.

a) PREGUNTA DE INVESTIGACION
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¢Existen diferencias en los aspectos histopatoldgicos y de biologia molecular entre pacientes
con sobrevida prolongada de glioblastoma multiforme y pacientes con mismo diagndstico pero

con sobrevida promedio?

b) JUSTIFICACION E IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION
Por medio del presente proyecto se intentard identificar diferencias moleculares entre los
pacientes con GBM que hayan presentado sobrevida prolongada y sobrevida promedio.
Se intentara obtener experiencia de aspectos moleculares de GBM no obtenida previamente
en nuestro medio.
c)OBJETIVOS
Principal: Determinar diferencias histopatoldgicas y de inmunorreactividad para EGFR, p53, c-myc,
asi como la frecuencia de mutaciones del gen p53 entre glioblastomas de sobrevida corta y

prolongada.

Especificos:
-Determinar influencia de aspectos histopatolégicos;
-Determinar influencia de la inmunorreactividad;

-Determinar influencia de las mutaciones en p53.

d) HIPOTESIS
GBM de sobrevida prolongada:
-menor indice mitético, de proliferacion celular y densidad vascular;
-menor inmunorreactividad a EGFR, c-myc.

-mayor inmunorreactividad a p53 y mayor frecuencia de mutaciones de gen p53.

Page | 18



e)

f)

g)

h)

i)

CRITERIOS DE INCLUSION
1.-PacientescondiagndsticoconfirmadodeGBMenelINNNde1988a1994.
2.-Pacientessometidosareseccionquirargicaamplia.

3.-Radioterapia postquirurgicade50a60Gy.
4.-Quimioterapiapostquirdrgicaconcarmustina (BCNU).
5.-Pacientesconseguimientopostquirirgicocompletohastaanalisisdesobrevida.

CRITERIOS DE EXCLUSION

1.-Pacientes que no fueron intervenidos quirdrgicamentedebido alalocalizaciéndel tumor
(invasidnaestructurasdelalineamediaoGBMmulticéntrico).
2.-Pacientesintervenidosquirurgicamentesoloparaobtenciéndebiopsia.

3.-Pacientesconenfermedades sistémicasseveras.

CRITERIOS DE ELIMINACION
1.-Pacientesperdidosenelperiododeseguimiento.

2.-Nocontarconlamuestraespecificadetejidoenparafina.

SESGOS

1.-De seleccidn: suceptibilidad (grado de enfermedades, momento en el curso de la

enfermedad, tratamiento previo), muestreo, medicidn.

ASPECTOS ETICOS Y DE BIOSEGURIDAD
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j)

k)

No se considera necesario el tener carta de consentimiento informado debido al disefio
retrospectivo del estudio y a que no se realiza ninguna intervencién en los pacientes

respetando las normas de investigacion del INNN y los principios de la declaracidon de Helsinki.

VARIABLES INDEPENDIENTES

Tabla 1

VARIABLES CONFUSORAS

Tabla 2.

VI.-RESULTADOS

Se encontraron 12 pacientes del Grupo A (sobrevida mayor o igual a 3 afios) y 24 pacientes del
Grupo B (sobrevida menor a 3 afos).

Se realizé la confirmacién histopatoldgica de las laminillas tanto por el Doctor Daniel
RembaoBojorquez en el INNN, como por el Dr Ignacio Félix en el Centro Médico Nacional 20 de
Noviembre del ISSSTE.

El analisis por inmunohistoquimica para EGFR, p53 y c-myc se realizé en el laboratorio de
Neuroinmunologia con la Doctora Lucinda Aguirre Cruz.

En el andlisis estadistico se utilizd el programa SPSS software 10.0 (StatisticalPackageforthe
Social Sciences). En el analisis epidemiolégico y clinico no se encontraron diferencias para ambos
grupos en cuanto a edad, sexo, indice Karnofskyprequirdrgico, tipo de resecciéon quirdrgica, y
aplicacion de quimio y radioterapia. Dentro de las variables clinicas se realizé el andlisis de
sobrevida por el método Kaplan-Meier, teniendo un promedio de 15.7 meses en el grupo de

sobrevida corta (n = 24), y de 59.2 meses en el grupo de sobrevida larga (n = 12). De manera obvia,

Page | 20



el andlisis de logaritmo de rangos mostro diferencia estadistica significativa entre los grupos (p <
0.0001).

En el andlisis de inmunohistoquimica para p53 se encontrd que existe mayor expresion del
mismo en el grupo de pacientes de sobrevida larga aunque sin diferencia estadistica significativa
(3.6+0.52 vs 3.0+0.78; p=0.060). De la misma manera, no se encontré diferencia alguna en el
analisis de c-myc y EGFR. Quedd pendiente completar el andlisis histopatolégico de conteo de
mitosis, proliferacién vascular, inmunohistoquimica para PCNA, factor de crecimiento
fibroblastico(FGFR) y de crecimiento hepatocitico (HGFR), asi como el analisis de PCR para

determinacion de mutaciones del p53.

VII. DISCUSION

La sobrevida prolongada en pacientes con GBM es muy limitada y existen variaciones en diversos
reportes de la literatura entre 1 a 5% (22). De igual manera, en los diversos reportes institucionales
no se especifica si el estudio histopatolédgico fue sometido a evaluacién adicional para confirmar el
diagndstico. Ante la posibilidad de una sobrevida prolongada en GBM, siempre se debe considerar
la posibilidad de diagndstico inicial erréneo.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) clasificé a los astrocitomas de Grado I-IV basandose en
celularidad, actividad mitdtica, atipia nuclear, vascularidad y necrosis (42). Desde hace mas de una
década es conocida la subclasificacion de glioblastomade novo (glioblastoma primario), o
glioblastoma secundario cuando se desarrolla a partir de una lesiones de menor malignidad. En la
actualidad, ambas formas de clasificacién estan sujetas a error ya que dependen del andlisis inter e
incluso intra-observador que puede variar. De igual manera, la clasificacion de glioblastoma

primario y secundario carece de implicaciones prondsticas.
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Los aspectos clinicos como edad, indice Karnofsky o la quimioterapia existente al momento del
periodo del presente estudio (BCNU-Carmustina entre 1988- y 1994 en el INNN) no lograron una
significancia para predecir sobrevida prolongada, lo cual concuerda con previos estudios (23).

Al momento de la planeacion de la presente investigacion, anormalidades del gen p53 fueron
descritas en tumores cerebrales. Mutaciones del p53 fueron encontradas en 40% de los
astrocitomas fibrilares difusos de bajo grado, asi como en glioblastoma. Lo anterior sugeria un rol
del p53 en el desarrollo temprano del glioblastoma (35), sin embargo no se encontré una
asociacion significativa con sobrevida.

El analisis de inmunohistoquimica de nuestra estudio no logro encontrar diferencias en la
expresion del gen p53, c-myc o EGFR, sin embargo hubo una discreta tendencia a mostrar
sobreexpresién para el gen p53 en los pacientes con sobrevida prolongada. Lo anterior pudiera
sugerir la posibilidad de progresiéon de una lesion de menor malignidad, sin embargo no hay una

asociacion definitiva.
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VIII.-CONCLUSIONES

Teniendo similares condiciones clinicas e histopatoldgicas en pacientes con GBM, factores
intrinsecos tumorales aun no completamente definidos deben ser la causa de diferencias
significativas en sobrevida, asi como resistencia o suceptibilidad a las diferentes formas de
tratamiento.

Siendo nuestro estudio una serie relativamente pequefia, y ademds con la falta de varios

resultados, desafortunadamente no se puede llegar a conclusiones validas.
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IX.-PERSPECTIVAS

Ha pasado mas de una década desde la planeacion del presente estudio. El objetivo sigue siendo el
mismo de intentar identificar factores prondsticos que favorezcan una sobrevida prolongada, asi
como en un futuro modular dichos factores para un incremento global en la sobrevida de pacientes
con glioblastoma.

Actualmente los marcadores moleculares que han ganado mayor interés en cuanto a prondstico
y respuesta terapéutica son:
1.-Deleciéon completa del brazo corto del cromosoma 1 y del brazo largo del cromosoma 10
(aunque su significado en particular en GBM es controversial) (43);
2.-Hypermetilacién del MGMT (Oe—methylguanine—DNA methyltransferase) como factor predictivo
de respuesta a quimioterapia con temozolamida o radioterapia (44);

3.-Mutaciones del gen 1y 2 de isocitrato-deshydrogenasa (IDH1/IDH2)(45).
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Los tres marcadores son considerados de buen prondstico, mientras que en contraste, la
pérdida del PTEN y CDKNA2A, y la amplificacidn del EGFR se han encontrado en tumores de mayor
agresividad.

La biologia molecular de tumores es una herramienta importante con cierta relevancia
pronostica en pacientes con glioblastomas, sin embargo aun se debe hacer una correlacion con las
caracteristicas clinicas e histopatoldgicas.

Otras opciones terapéuticas como los anticuerpos monoclonales contra el factor A de
crecimiento endotelial (Bevacizumab) ha desarrollado multiples lineas de investigacidon, sin
embargo no mostrd relevancia en sobrevida en pacientes con reciente diagndstico de GBM (46).

Dentro del manejo clinico, en la Ultima década la combinacion de estudios preoperatorios de
imagen (tractografia, resonancia funcional en zonas elocuentes), los avances quirdrgicos
(microscopia aplicada a la neuronavegacién, fluoresceina intraoperatoria, cirugia en paciente
despierto con mapeo cortical, aspiradores ultrasdnicos, técnicas de lasser percutaneo en tumores
profundos, neuroendoscopia, etc.), y los avances de radiocirugia estereotdcticapermiten realizar
resecciones mas amplias y con menores efectos adversos.

Existen un gran numero de lineas de investigacion para el manejo y prondstico de GBM. Aun falta
mucho por hacer pero es crucial no ceder en el avance para poder disefiar e implementar formas

de tratamiento mas efectivas.
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