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1. RESUMEN:

Introduccién: El glioma es el tumor mas comun e intratable en el sistema nervioso central. El
glioblastoma, que representa aproximadamente el 60-70% de los gliomas malignos, tiene el
fenotipo biolégico mas agresivo. El perfil molecular ha proporcionado beneficio clinico para
pacientes con varios canceres avanzados, sin embargo, aparte de la metilaciéon del promotor
del gen de la enzima reparadora del DNA MGMT que predice la respuesta al tratamiento con
Temozolomida (TMZ), los biomarcadores moleculares dentro del escenario clinico, no han
probado ser utiles en el GBM. Durante la uultima década, el glioblastoma se ha caracterizado
en varios subtipos de enfermedad mediante el uso de perfiles de expresion genética.

Objetivo: Evaluar la presencia de los marcadores moleculares FOXM1*3, VEGF, CD133, y
A2B5 en el lecho quirurgico de pacientes operados de glioblastoma y su relacion como factores
prondsticos de recurrencia.

Material y métodos: Se realizo un estudio de cohorte prospectivo, longitudinal, se incluyeron
un total de 17 pacientes operados de gliomas de alto grado de malignidad en el servicio de
Neurocirugia, un total de 19 muestras de aproximadamente 80 gr cada una, una vez
terminando la reseccion tumoral completa macroscépicamente se tomaron muestras del lecho
quirurgico, se realizaron cortes histoldgicos y se abalizaron marcadores moleculares CD133,
A2B5, FOX1*3.

Resultados: total de 17 pacientes de quienes se obtuvieron un total de 19 muestras, ya que 2
pacientes se re intervinieron por recidiva en menos de 3 meses, 10 hombres y 7 mujeres con
edad media de 52.3 afios, con localizacion predominante del tumor en el l6bulo frontal (9
muestras), estirpe astrocitica en el 73.7% (14 lesiones), grado IV en el 57.9% (11 muestras),
con diagnostico histopatolégico positivo en el 52.6% y con marcadores moleculares positivos
en 78.9%, se presento recurrencia tumoral en 15 de los 19 tumores en un promedio de 13.33
meses, de los cuales 5 presentaron CD133 otorgando un RR de recurrencia de 1.091
(0.86-13.77,IC 95%), y A2B5 en 13 pacientes con un RR de recurrencia de 6.5 (0.55-76.17 IC
95%), FOX1*3 en 16 tumores con un RR de recurrencia de 4 (0.733-21.83 IC95%).
Conclusiones: A través de este estudio podemos concluir que detectar la presencia de
marcadores tumorales nos ayuda a correlacionar con los tumores que presentaran recurrencia,
En conjunto, estos resultados demuestran que los gliomas humanos contienen multiples
poblaciones de células con la capacidad de formar tumores, y la deteccién del marcador glial
de superficie A2B5+ y CD133+ esta asociado con la recurrencia tumoral, por lo que dirigirse
eficazmente a estos puede reducir eficazmente la invasion y recurrencia de los gliomas de alto

grado.



1. Datos del alumno

1. Datos del alumno

Apellido paterno
Apellido materno
Nombre

Teléfono
Universidad
Facultad o escuela
Correo

No. De cuenta

Garcia

Najera

Alma Rosa

5545407551

Universidad Nacional Autbnoma de México
Facultad de Medicina
alma.gn20@gmail.com

513217100

2. Datos del asesor

2. Datos del asesor (es)

Apellido paterno:
Apellido materno:
Nombre:

Nettel
Rueda
Barbara

3. Datos de la tesis

3. Datos de la tesis

Titulo

Numero de paginas
ARo
Numero de registro

Analisis molecular e histopatologico del lecho
quirdrgico en pacientes operados de gliomas
de alto grado de malignidad como factores

prondsticos de recurrencia.

44

2019
R-2018-3601-150



mailto:alma.gn20@gmail.com

2. MARCO TEORICO:

Los gliomas con los tumores primarios del Sistema Nervioso Central (SNC) mas
comunes hasta el momento, siguen siendo incurables.. El glioblastoma (GBM), que representa
aproximadamente el 60-70% del glioma maligno, tiene el fenotipo biolégicamente mas agresivo
de todos’.

Los gliomas representan entre el 12% y el 15% de las neoplasias intracraneales y mas
del 60% de los tumores astrociticos. Son tumores agresivos, clasificados segun la OMS como
grado IV. El pico de incidencia varia por edad entre los 40 y 70 anos, la mayoria son tumores
primarios (de novo) y menos del 10% emergen de un tumor de bajo grado de malignidad

(secundario) ya existente y afectan con mayor frecuencia a pacientes menores a 45 afios?.

El glioblastoma es el mas letal, incluso para los pacientes que reciben un tratamiento
agresivo, la mediana de supervivencia es de 12 a 15 meses. Los tumores evolucionan
rapidamente a medida que adquieren nuevas mutaciones; el aumento resultante en la
heterogeneidad gendmica intratumoral conduce al desarrollo de resistencia a los
medicamentos, lo que limita la eficacia a largo plazo de las terapiass.

El glioblastoma es un tumor biolégicamente agresivo que presentan desafios de
tratamiento unicos debido a las siguientes caracteristicas: 1) localizacién del tumor en el
cerebro; 2) resistencia intrinseca de estas lesiones al tratamiento convencional; 3) capacidad
limitada del cerebro para repararse a si mismo; 4) la diseminaciénn de células malignas al
parénquima cerebral; 5) la variable ruptura de la barrera hematoencefalica que complica la
administracién de medicamentos; 6) fuga capilar del tumor, con edema peritumoral resultante e
hipertensién intracraneal; 7) la respuesta limitada a la terapia; y 8) la neurotoxicidad de los
tratamientos dirigidos a los gliomas#4.

2.1 CLASIFICACION:

Los glioblastomas pueden surgir de novo como glioblastoma primario, o pueden
desarrollarse a partir de astrocitomas de grado bajo o, mas a menudo, de astrocitomas
anaplasicos, en cuyo caso se denominan glioblastomas secundarios. Los glioblastomas
primarios se presentan con mayor frecuencia en pacientes de mayor edad ( edad media, 55
anos), tienen una historia clinica corta y el gen supresor tumoral que esta mutado con mayor
frecuencia es el PTEN. Los glioblastomas secundarios a menudo se desarrollan a partir de
astrocitomas de bajo grado durante meses o afos; tipicamente ocurren en pacientes mas

jévenes (edad media <45 anos) y tienen mutaciones en el gen supresor tumoral TP53 y del gen
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que codifica la enzima isocitrato deshidrogenasa 1y 2 (IDH1/2). Los glioblastomas ocurren
raramente en nifos y adolescentes®.

De acuerdo a la actualizacién de la clasificacién de los tumores primarios del SNC por la
OMS realizada en 2016, Los glioblastomas se dividen en: glioblastomas IDH-tipo salvaje (no
mutado) (aproximadamente 90% de los casos), que corresponde con mayor frecuencia al
glioblastoma primario o de novo; glioblastoma IDH mutado (aproximadamente 10% de los
casos), que corresponde al glioblastoma secundario; glioblastoma NOS, un diagnéstico que
esta reservado para aquellos tumores para los cuales no se puede realizar una evaluacion
completa del estado de IDH1/2. Se ha agregado una nueva variante provisional de
glioblastoma: glioblastoma epitelioide. Se une al glioblastoma y al gliosarcoma de células
gigantes bajo el paraguas del glioblastoma IDH tipo salvaje. Los glioblastomas epitelioides
presentan grandes células epitelioides con abundante citoplasma eosindfilo, cromatina
vesicular y nucléolos prominentes (a menudo semejantes a células de melanoma), y células
rabdoideas de presentacion variable. Los glioblastomas epitelioides con IDH tipo salvaje a
menudo carecen de otras caracteristicas moleculares de los glioblastomas IDH de tipo salvaje
convencionales, como la amplificacion del Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico
(EGFR) y pérdidas del cromosoma 106.

2.2 TRATAMIENTO

El manejo de los gliomas de alto grado sigue siendo uno de los problemas mas
desafiantes en la neurocirugia. Los gliomas de alto grado son los tumores cerebrales primarios
mas frecuentes en pacientes adultos. Aunque los astrocitomas malignos primarios constituyen
solo aproximadamente el 2% de todos los canceres, se asocian con una discapacidad grave y
una alta tasa de mortalidad. Los pacientes que albergan gliomas de alto grado a menudo se
ven afectados en los afios mas productivos de sus vidas?. A pesar de las opciones adyuvantes
disponibles para GBM, las tasas de supervivencia no han cambiado drasticamente, comparado
con otros tipos de cancer, como el cancer de mama, de acuerdo con informacién de los Centros
para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC). Por lo tanto, la cirugia es una
modalidad importante para establecer el diagndstico (mediante confirmacién histopatoldgica
luego del examen tisular) y mejorar el prondstico manteniendo la actividad funcional del
paciente previa a la intervencion, ya que el grado de reseccién es el principal factor
determinante para la supervivencia. La reseccion completa de gliomas de alto grado y gliomas
de bajo grado aumenta la tasa de supervivencia media en 200% y 160% respectivamente, en
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comparacion con las tasas de supervivencia para pacientes sometidos a resecciéon subtotal
(STR). En un estudio de metanalisis sistematico retrospectivo realizado en mas de 41,000
pacientes con GBM de reciente diagndstico, se encontré que la reseccidon macroscopicamente
completa es superior a la reseccion subtotal con un incremento en la  probabilidad de
supervivencia a un afo del 61% y una supervivencia libre de progresion tumoral a 12 meses
en el 51% de los pacientess.

La cirugia esta indicada si la reseccion es factible con preservacién funcional. Después
de la cirugia de citorreduccion, la supervivencia media después de la recurrencia varia de 8 a
12 meses para las glioblastomas y de 12 a 18 meses para los gliomas anaplasicos. A pesar de
las controversias que rodean el beneficio o la ganancia de supervivencia debido a la alta

morbimortalidad se recomienda la reoperacion si las gliomas son resecables®.

Debido a la infiltracion microscépica del tejido sano por células tumorales de los gliomas
de alto grado de malignidad, la reseccion completa de estos tumores es practicamente
imposible, por lo que en la actualidad se considera que una reseccion igual o mayor al 90% del
volumen tumoral sin comprometer las vias funcionales, es el objetivo realista deseado de cada
neurocirujano. De hecho, incluso una reseccion subtotal del 70% del volumen tumoral, ha
demostrado tener una mejoria estadisticamente significativa en la supervivencia global y el
control de las convulsiones, en lesiones tumorales localizadas en areas no elocuentes, una vez
que se ha realizado la maxima reseccion posible, se puede evaluar realizar una reseccion
supramarginal (TME) , lo cual consiste en realizar la reseccion de unos milimetros extras del
tejido sano que rodea el tumor, es decir, ir mas alla del limite del tumor que se observa en los
estudios de imagen 0.

El tratamiento estandar de GBM de reciente diagndstico, es la maxima reseccion tumoral
segura para el paciente, seguida de radioterapia local concomitante con temozolomida vy, al
término, por lo menos 6 ciclos de Temozolomida adyuvante, pero a pesar de la terapia
estandar, el GBM tiene una alta tasa de recurrencia local (~ 90%) y con una menor respuesta a
la terapia sucesiva. De acuerdo con las directrices de la OMS de 2007 para tumores
cerebrales, los nuevos conocimientos sobre biologia molecular y citogenética han permitido
definir variantes emergentes de GBM"1.

La toma de decisiones quirdrgicas en pacientes con glioblastoma puede ser dificil y, en
muchos casos, bastante subjetiva, lo que presumiblemente conduce a variaciones en la
practica. Se pueden tener en cuenta numerosos factores, como la ubicacién del tumor, el nivel
funcional de los pacientes, la comorbilidad, la edad y la EOR esperada. En la practica clinica,
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algunos abogan por la reseccion primaria en casi todos los pacientes, mientras que otros
recomiendan la reseccion solo cuando la reseccion total o la reseccion por encima de uno de
los niveles umbrales publicados parezcan realistas. Sin embargo, la ganancia en la
supervivencia potencial de una Extensién de la reseccion del 90% del volumen tumoral en un
tumor de 150 ml es presumiblemente diferente que de la misma Extension de la reseccién en
un tumor de 20 ml. Se ha reportado en la literatura que el VTR esta mas estrechamente
relacionado con la supervivencia que la extensién de la reseccion y esta documentado que el
beneficio en la supervivencia es estadisticamente significativo para VTR iguale o menor que 2

ml en el glioblastoma'2.

2.3 MARCADORES MOLECULARES

Los recientes avances en las técnicas de diagndstico molecular proporcionan
herramientas adicionales para la subclasificacién con distinta correlacién bioldgica y clinica. La
mayoria de los marcadores moleculares para gliomas en adultos se estudian mejor en tumores
de alto grado, especialmente glioblastoma, el subtipo mas comun y mas agresivo'3.

Se ha demostrado que las mutaciones importantes para la clasificacion de estos tumores
son importantes en génesis del glioma. Algunos genes criticos para la comprension de la
tumorigénesis y el pronodstico de GBM incluyen O-6-metilguanina-ADN-metiltransferasa
(MGMT), isocitrato deshidrogenasa gen 1y 2 (IDH1 / 2), p53, receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR),
homologo de fosfatasa y tensina (PTEN), fosfoinositida 3-quinasa (PI3K) y deleciones en los
cromosomas 1 (brazo corto) y 19 (brazo largo). Estos genes sirven como biomarcadores de la
agresividad de la enfermedad, proporcionan informacién sobre la fisiopatologia de la
enfermedad y pueden servir como sitios potenciales para el tratamiento especifico0.

El perfil molecular ha proporcionado beneficio clinico para pacientes con varios canceres
avanzados, sin embargo, aparte de la metilaciéon del promotor del gen que codifica la enzima
reparadora del DNA MGMT que precide la respuesta al tratamiento con Temozolomida (TMZ),
los biomarcadores moleculares dentro del escenario clinico, no han probado ser utiles en el
GBM. Durante la ultima década, el glioblastoma se ha caracterizado en varios subtipos de
enfermedad mediante el uso de perfiles de expresion génica. La aplicacion reciente de
estrategias de secuenciacion integrada ha proporcionado una comprensién mas amplia del
paisaje gendémico y las clasificaciones moleculares de GBM. El analisis de secuenciacién de
GBM condujo a la identificacion de mutaciones en los genes de isocitrato deshidrogenasa 1 0 2
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(IDH1, IDH2), tipicamente se encuentran en pacientes mas jovenes y se ha demostrado que
confieren de manera independiente un mejor pronéstico. Estos casos son probablemente
glioblastomas secundarios, que surgen con el tiempo a partir de un astrocitoma de grado
inferior. El analisis del Atlas del Genoma del Cancer (TCGA) de glioblastomas primarios
confirmé los hallazgos anteriores, subclasificando el glioblastoma en al menos 4 subtipos
utilizando un analisis basado en la expresion. El subtipo proneural muestra mejor supervivencia
y a menudo alberga mutaciones de IDH y otras anomalias de metilacion. otros 3 subtipos
(mesenquimal, clasico y neuronal) se segregan de acuerdo con distintos patrones de expresion
génica, pero hay poca o ninguna diferencia de supervivencia entre ellos. Se han completado
perfiles mas extensos que incluyen perfiles de metilacion, que pueden prestarse a mejores
factores de estratificacion e identificar anormalidades genéticas adicionales y alteraciones de
las viast4.

El glioblastoma exhibe una sorprendente heterogeneidad celular y molecular no solo a
través sino también dentro de los glioblastomas. De hecho, un paciente con glioblastoma
probablemente alberga varias enfermedades diferentes dentro del mismo tumor, de modo que
cada tumor es en realidad una constelacion compleja y dinamica de cambios celulares y
moleculares que contribuyen a la patobiologia de la enfermedad?s.

Los biomarcadores moleculares mejor estudiados en los GBMs con implicaciones en
pronéstico son la metilacién del promotor de la enzima MGMT vy el estado de mutacion de la
enzima IDH1. Respecto al promotor de la enzima MGMT, hay que decir que entre el 30% v el
40% de los GBMs primarios lo expresan positivamente. Recientes estudios han mostrado que
el estado de metilacién del promotor no depende de la edad y en la poblacién anciana se
reporta como un marcador de prondstico positivo para la sobrevida total y sirve para predecir la
respuesta a los tratamientos con temozolamide. Los GBMs secundarios, cuya incidencia en la
poblacion disminuye con la edad, tienen la mejor sobrevida total independiente de los
esquemas de tratamiento, expresan mas la mutacién IDH1 comparados con los GBMs
primarios y en la poblacion anciana es infrecuente encontrar una expresion positiva para esta
enzima (< 2%)16.

El CD133 es el biomarcador mejor estudiado y se usa a menudo experimentalmente para
identificar y las células que ayudan a que inicien y propaguen los tumores, se expresa durante
el desarrollo embrionario®”.

Otras alteraciones genéticas valoradas, tales como la mutacion TP53 y la amplificacion
en el receptor Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR) tienen un pésimo prondstico. Estos
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cuatro biomarcadores no se han validado en estudios prospectivos® y no tienen influencia en
decisiones clinicas, excepto la MGMT por su asociacion con mejores respuestas a los
tratamientos con temozolamida’s.

Las imagenes por resonancia magnética (MRI) del glioblastoma generalmente muestran
diferentes componentes: la regién que mejora el contraste, que representa la parte mas
maligna con una fuga de la barrera hematoencefalica; areas necroticas, tipicamente localizadas
dentro del tumor potenciador del contraste; tumor que no mejora; y la region edematosa que
rodea el tumor. Se ha demostrado previamente que el volumen de tumor que mejora el
contraste y la participacién del cerebro elocuente son factores pronésticos negativos
independientes en pacientes con glioblastoma’s.

A pesar de la mejoria en la reseccion quirdrgica, la radioterapia adyuvante y la
quimioterapia con temozolomida (TMZ), los pacientes con glioblastoma obtienen pocos
beneficios del tratamiento estandar actual. La mediana del tiempo de supervivencia de los
pacientes con glioblastoma es de solo 12-15 meses y la tasa de supervivencia a 5 afios fue
solo del 4,7%. Se han realizado esfuerzos sustanciales en la identificacion de marcadores
moleculares especificos y dianas terapéuticas para mejorar el resultado de los pacientes con
pronéstico. Recientemente, la red de investigacion The Cancer Genome Atlas (TCGA)
identificaron tres vias de sefalizacién principales subyacentes a la patogénesis del
glioblastoma: vias de sefalizacion del receptor tirosina quinasa (RTK) / RAS / fosfatidilinositol
3-quinasa (PI3K), p53 y la proteina del retinoblastoma (RB). Varios agentes terapéuticos contra
objetivos implicados en estas vias se han investigado exhaustivamente en ensayos clinicos
actuales para tratar pacientes con glioblastoma. Sin embargo, varios enfoques terapéuticos
unicos o combinados dirigidos a estos efectores todavia no lograron mejorar la supervivencia
general (SG). Por lo tanto, el descubrimiento de nuevos objetivos terapéuticos y moleculares
relacionados con el prondstico tiene una gran importancia clinica’.

2.4 EL NICHO COMO UN OBJETIVO TERAPEUTICO

Las células madre de varios tumores cerebrales, incluido el glioblastoma, se mantienen
en nichos vasculares que imitan el nicho de las células madre neurales. La nocién de que las
células madre del cancer existen en nichos de células madre aberrantes es muy atractiva. Es
ciertamente plausible que las similitudes entre las células madre normales y las células madre
cancerigenas podrian extenderse a la relacion unica que las células madre tienen con sus

microambientes inmediatos. De hecho, la evidencia de que los nichos de células madre
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anormales contribuyen al desarrollo de la enfermedad mieloproliferativa38 sugiere que este
fendmeno podria operar en diversos trastornos neoplasicosAdemas de regular la proliferacién
de células madre y las decisiones de destino de las células, los nichos también tienen un papel
protector, protegiendo a las células madre de los insultos ambientales. Por lo tanto, las células
madre de glioblastoma que son inherentemente resistentes a la radiacion13 podrian estar
protegidas mas alla de las terapias convencionales por factores dentro del nicho vascular,
permitiendo a estas células reformar una masa tumoral después de una respuesta clinica
inicial. Los tratamientos que interrumpen los aberrantes nichos de células madre vasculares
podrian, por lo tanto, resultar activos contra el glioblastoma. Los ensayos clinicos de los
farmacos antiangiogénicos bevacizumab y cediranib (AZD2171) han demostrado una eficacia
alentadora en pacientes con glioblastoma. Este efecto antitumoral podria ser el resultado de la
"normalizacién" de la vasculatura tumoral o del agotamiento del suministro sanguineo tumoral,
que son mecanismos de accion propuestos de farmacos antiangiogénicos. Sin embargo, la
presencia de un nicho de células madre de glioblastoma implicaria que estos farmacos también
podrian funcionar para interrumpir el mantenimiento de células madre’®.
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3. JUSTIFICACION:

En el Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS en el
periodo 2005 — 2011 se atendieron a 1,257 pacientes con tumores intracraneales, de los cuales
41.3% tuvieron diagnéstico de glioma y entre ellos, el glioblastoma predomind con un 46.8%
[Fuente directa].

De manera particular, cuando la localizacién permite una reseccion tumoral mayor al
90% es posible incrementar la sobrevida del paciente mas de un ano, por ello es importante
conocer y emplear nuevas tecnologias que ayuden a verificar la presencia de tumor residualzo.

El glioblastoma es el tumor intraxial del SNC mas frecuente y letal. Actualmente a pesar
de que varios agentes terapéuticos contra objetivos implicados en las vias de sefializacion mas
estudiadas se han investigado exhaustivamente en ensayos clinicos para tratar pacientes con
glioblastoma, aun no se han logrado mejorar la supervivencia general de esta patologia. Ante
esto en necesario el estudio y descubrimiento de nuevos marcadores moleculares relacionados
con el prondstico de esta entidad que potencialemente tengan impacto en el tratamiento y
pronostico de esta entidad’.

La formacion excesiva y extremadamente desorganizada de vasos sanguineos es un
sello distintivo del glioblastoma. Se supuso que esta aberrante vascularidad era importante
para satisfacer las demandas voraces de nutrientes de el tumor de crecimiento rapido. Sin
embargo, la existencia de células madre de glioblastoma y el descubrimiento de nichos de
células madre vasculares en el cerebro normal sugieren un papel siniestro adicional para el
lecho vascular tumoral: la formacion de nichos de células madre anormales que mantienen las
células madre cancerosas 1°.

La informacion que se pueda proporcionar al respecto  permitira un tratamiento
postquirurgico localizado.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Este trabajo propone la evaluacién en el lecho quirdrgico tanto de marcadores
moleculares como el analisis histopatélogico para confirmar la presencia o ausencia de tumor
residual y analizar la relacion de estos resultados con la recurrencia del tumor .

5. OBJETIVOS:

5.1 GENERAL
Evaluar la presencia de los marcadores moleculares VGEF, FOXM1*3, CD-133, y A2B5 asi

como el diagnostico histopatologico en el lecho quirdrgico de pacientes operados de gliomas
de alto grado de malignidad, y su relacidon como factores prondsticos de recurrencia.

5.2 ESPECIFICOS

a) Determinar la presencia de las proteinas VGEF, FOXM1*3, CD-133, y A2B5 en muestras de
tejido proveniente de el lecho quirdrgico al término de la reseccion tumoral de pacientes
operados de gliomas de alto grado de malignidad.

b) Identificar la presencia de células tumorales por medio de estudios histopatologicos y
correlacionar con la deteccion marcadores tumorales en muestras del lecho quirdrgico de
pacientes operados de gliomas de alto grado de malignidad.

c) Correlacionar la presencia o ausencia de los marcadores moleculares VGEF, FOXM1*3,

CD-133, y A2B5 asi como el diagndstico histopatolégico en el tejido del lecho quirdrgico con la
recurrencia de la enfermedad.
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6. HIPOTESIS DE TRABAJO:

Es posible detectar células tumorales en el lecho quirtrgico de gliomas de alto grado de
malignidad las cuales permitan evaluar la presencia de marcadores moleculares que se
asocien con la recurrencia de la enfermedad en un tiempo mas corto.

7. MATERIAL Y METODOS:

7.1 DISENO Y TIPO DE ESTUDIO:

Estudio de cohorte prospectivo, longitudinal de pacientes con gliomas de alto grado de
malignidad.

7.2 POBLACION DE OBJETIVO

Pacientes con diagnostico de gliomas de alto grado de malignidad operados en el
Hospital de Especialidades de CMN Siglo XXI a los que se les haya realizado reseccion del

tumor macroscépicamente completa.

7.3 PERIODO:

Pacientes operados entre Enero 2014 - Enero 2018

7.4 VARIABLES DEMOGRAFICAS:

Nombre de la variable Definicion conceptual Definicion operacional

Sexo Conciencia de pertenecer a Con base a la historia clinica
un sexo u otro, es decir,
varon o mujer.

Edad Tiempo transcurrido a partir Con base a la historia clinica
del nacimiento del individuo
a la actualidad.
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7.5 VARIABLES CLINICAS:

Nombre de la variable

Definiciéon conceptual

Definicion operacional

Estudio histopatologico

Localizacion del glioma.

Grado de reseccion

Nombre de
la variable

Es el estudio del sufrimiento
o dafo de las células que se
observan en un tejido.

Es la zona anatomica que
abarca el glioma en
elcerebro.

Es el volumen que puede ser
resecado por el neurocirujano
sin afectar areas
elocuentes.No podemos
evaluar el volumen porque no
lo vamos a medir. Se hara
solamente la correlacién con
el estudio de imagen
potquirdrgico en el que se va
a determinar unicamente si
hay o no hay tumor residual.

Definicion conceptual

Definiciéon operacional

De acuerdo a la
interpretacion del
neuropatélogo.

De acuerdo con los estudios
de imagen y sintomas
clinicos.

De acuerdo con el tamafio y
localizacion del glioma, la
experiencia del neurocirujano
y tecnologia que cuente el
hospital.

Definicién
metodolégic
a

Glioma grado
v

Tumor difusamente infiltrante y
pobremente diferenciado de las
células gliales, suele originarse
en la sustancia blanca y la
denominaciéon multiforme esta
dada por la heterogeneidad
que se identifica a nivel
microscopico. EI mas comun
es el GBM multiforme.

Histopatologicamente. GBM Independient

con componente
Astrocitico o
Oligodendrocitico:
Actividad mitética. Mayor
densidad celular y mas
nucleos pleomorficos que un
grado lll. Proliferacion
microvascular y/o necrosis.

e y discreta

18



Glioma grado
1l

Tumor

A2B5

CD-133

Tumor de forma neoplasica de
alta malignidad, infiltrantes vy
con posibilidad de metastizar.
EIl mas comun es el
Astrocitoma anaplasico.

Masa tumoral detectada en el
paciente al momento que
ingresa al Servicio de
Neurocirugia.

Marcador de células madre
neurales. Es un gangliosido de
superficie celular que se
expresa en células precursoras
neurales en el cerebro adulto y
en las células madre de la
zona subventricular
embrionaria.

Marcador de células madre
neurales. Se encuentra en las
células madre neurales del
cerebro fetal y ependimales del
cerebro adulto. Permite aislar
poblaciones de células madre
de diferentes tipos de cancer.
La sobre-expresién de la
proteina se asocia con la
recidiva del tumor.

Histopatoldégicamente.

Astrocitoma: Actividad
mitética. Mayor densidad
celular y méas nucleos
pleomoérficos que un grado
[I. Mayor numero de
astrocitomas gemistociticos
que el grado Il. Proliferacion
vascular y necrosis.
Oligodendroglioma: Se
observan los componentes
de un tumor neoplasico pero
sobresale la estirpe celular
oligodendrocitica. Glioma
mixto: Se observan las
caracteristica neoplasicas
con mas de una estirpe
celular.

A partir de la TAC con
contraste es posible obtener
cortes axiales, se
seleccionara los de mayor
dimensiones.

Inmunohistoquimica:
Identificacion por
anticuerpos especificos.

Inmunohistoquimica y RT +
gPCR

Independient
ey discreta

Independient
e y continua

Dependiente
y continua

Dependiente
y continua
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FOXM1

VEGF

Marcador de malignidad. Es un
factor de transcripcidn
involucrado en el ciclo celular y
organogénesis. Se presenta en
tejidos fetales o con alto
recambio celular. La isoforma
C se expresa en tumores y se
considera la mas
representativa porque no hay
expresion en cerebro sano.

Marcador de angiogénesis. Es
una proteina que induce la
vascularizacién de novo
(angiogénesis). Se relaciona
con la formacion de edema.

RT + gPCR: Extraccion de
RNA total, sintesis de cDNA
e identificacion por primers
especificos.

Dependiente
y continua

Dependiente
y continua
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7.6 DESCRIPCION METODOLOGICA

7.6.1 INSTRUMENTO Y ESCALA DE MEDICION DE LAS VARIABLES

Nombre de la variable

Instrumento de medicién o
técnica de laboratorio

Escala de medicién

Glioma grado 111 6 IV

Tumor

Tumor residual

GFAP
A2B5

CD-133

FOXM1
VEGF

Histologia convencional

RM TAC de contraste

Inmunohistoquimica,

Inmunohistoquimica + PCR-
tiempo real

PCR-tiempo real

Analisis microscépico de
variable ordinal con 4
categorias.

Se aplicara formato del
Anexo |

Se obtendra el volumen por
medicién directa: Altura X
Ancho X Profundidad X
Factor 1.15

Cuantificacion
densitométrica de variable
continua que se obtiene de
combinar el areay la
intensidad. En pixeles.

Cuantificacion
densitométrica y deteccion
de florescencia

Cuantificacion por deteccion
de fluorescencia. Los
valores se interpolan en una
curva, se normalizan y se
reportan como veces con
respecto a un control.

7.7 CRITERIOS DE INCLUSION:

1) Todos los pacientes mayores de 16 afios que fueron sometidos a reseccion de gliomas de

alto grado de malignidad en los que se haya logrado una reseccidén macroscopicamente

completa
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2) Pacientes que acepten ingresar al proyecto después de la firma de la carta de
consentimiento informado.

7.8 CRITERIOS DE EXCLUSION

1) Pacientes externos al Instituto Mexicano del Seguro Social

2) Pacientes menores de 16 afios

3) Pacientes con cirugia previa de gliomas de alto grado de malignidad realizada en otra
institucion médica.

4) Pacientes mujeres embarazadas

5) Todos aquellos pacientes que se nieguen a formar parte del protocolo y firmar el
consentimiento informado.

7.9 CRITERIOR DE ELIMINACION

1) Pacientes sin expediente clinico

2) Pacientes que soliciten salir del protocolo

3) Pacientes con diagndstico histopatoldgico definitivo diferente a gliomas de alto grado de
malignidad.

4) Pacientes que fallezcan por una causa distinta a la enfermedad

5) Pacientes que pierdan su seguro social y por lo tanto dejen de acudir a su consulta

7.10 TAMANO DE LA MUESTRA

Se incluyeron todos los pacientes operados de gliomas de alto grado de malignidad en el
servicio de Neurocirugia del Centro Médico Nacional Siglo XXI entre el enero 2014 y Enero
2018 que cumplieron con los criterios sefialados.

7.11 MUESTRA DE TEJIDO TUMORAL

Se obtuvieron muestras de aproximadamente 80 mg del lecho quirdrgico de pacientes
que aceptaron ingresar al protocolo, con diagnostico de glioma de alto grado de la siguiente
forma:

1) Se identifico el tumor y se tomo una muestra de tejido tumoral evitando areas

elocuentes
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Una vez terminada la reseccion tumoral se tomaron muestras aleatorias del lecho
quirurgico, identificando las muestras de acuerdo a su localizaciéon anatémica.

2) Se tomaron muestras del lecho quirdrgico, tomando de la misma area una muestra para
fijacién con paraformaldehido al 4% + 0.2 de glutaraldehido en amortiguador de fosfato,
para diagnostico histopatologico y la otra muestra se congelara con nitrégeno liquido,
para marcadores moleculares.

7.12 DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO

Las muestras de tejido se fijaron con paraformaldehido al 4% + 0.2 de glutaraldehido y
fueron embebidas en parafina, se realizaron cortes histolégicos sobre laminillas con poli-L-lisina
para ser tedidas con hematoxilina y eosina. Estos cortes fueron analizados por el
neuropatélogo para determinar la estirpe celular, y viabilidad para realizar la técnica por

inmunohistoquimica.

713 IDENTIFICAQION DE MARCADORES MOLECULARES USANDO
INMUNOHITOQUIMICA.

Un fragmento de tejido, fue colocado en el fijador paraformaldehido al 4% + 0.2 de
glutaraldehido en amortiguador de fosfato (220mosm) y se dejé 72 horas en el fijador a 4°C. Se
procesaron para ser incluido en parafina, después se obtuvieron cortes en microtomo de tejido
cerebral de 12 micras de espesor los cuales fueron montados en laminillas con adhesivo poli-
lisina (sigma). Los cortes fueron almacenados en cajas de plastico hasta su procesamiento.

Los cortes se deparafinaron a 60°C por 30 minutos y se hidrataron en alcoholes
decrecientes hasta llegar a alcohol al 70%, se enjuagaron en agua destilada y se colocaron en
amortiguador de citratos pH 6.0, 0.12 M, por 15 minutos en una olla de presion, se dejan 20
minutos en agitacion, seguido de eso se enjuagaran con PBS-triton (1%) y se inhibid la
peroxidasa enddgena con peréxido al 0.5% por 10 minutos, se enjuago con PBS-T, enseguida
se incubaron los tejidos en camara humeda con suero normal bovino por 2 horas, se escurri6 el
exceso y se coloco el anticuerpo CD-133, o A2B5 diluidos en PBS-SNH (1%) —tritén (0.1%) en
una dilucion 1:150 , cada anticuerpo, se incubo por 24 horas. Seguido de esto los tejidos se
lavaron con PBS-Triton tres veces por diez minutos y se incubaron con el 2do anticuerpo
marcado con Biotina contra la especie del primario a una dilucién 1:200 durante 2 horas
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(dilucion en PBS- Tritén). A continuacién se lavo con PBS-Tritén tres veces por diez minutos. Se
hizo una segunda incubacion con streptavidina, por 2 horas se lavaron con PBS-triton tres
veces Yy finalmente una con agua destilada. Se revelaron con 3°3".diaminobenzidina mas H>0>
(12 ul) se enjuagaron por 5 minutos, se contrastaron con hematoxilina de Harris, se
deshidrataron y se montaron con Entellan (Merck) se dejaron secar 1 dia. Las laminillas fueron
evaluadas por el neuropatélogo experto en el area para determinar la extirpe celular y grado de
malignidad.

7.14 CUANTIFICACION DE TRANSCRITOS POR RT-PCR TIEMPO REAL (RT-QPCR)

Extraccion de RNA total por los sistemas RNeasy Plus Micro o RNeasy Plus Mini
(QIAGEN, Alemania): 10-30 mg de tejido tumoral, se agregara de 350-600ul de amortiguador
RLT Plus+ B-ME (1ml:10ul) y se homogenizara en columnas QI/Ashredder por centrifugacién, 2
min a velocidad maxima. El eluido del homogenado se transfiere a la columna gDNA Eliminator,
se centrifuga 8,000xg por 30 seg, al eluido de la columna se le agrega 1 vol de etanol al 70%,
se mezcla se transfiere a la columna RNeasy, se centrifuga 8,000xg por 30 seg. La columna se
lava con 700ul de amortiguador RW1 y 2 veces con 500ul de amortiguador RPE + etanol, en
cada lavado se centrifuga 8,000xg por 30 seg. Por ultimo, la columna de seca por
centrifugacion y se hidrata con 15-40 pl agua grado biologia molecular durante 15 min a 4°C. El
RNA total se recupera por centrifugacién a 8,000xg por 1 min, se guarda a -80°C y se medira al
dia siguienteconcentracion del ARN total por espectrofotometria a 260 nm y la pureza por el
indice de 260/280 nm.

Sintesis de cDNA: 0.5-1ug de RNA total diluidos en 6ul de agua, 1ul de hexameros
(random primers, Fermentas, USA) y 1ul de deoxinucledtidos (ANTP’s, Fermentas, USA) seran
incubados a 65°C por 5 min, posteriormente se anadiran 1 ul del amortiguador de reaccion 10x
y 1ul de su enzima RT-MMLYV (transcriptasa reversa, Fermentas, USA). La reaccion se lleva a
un termociclador (Bio-Rad, USA) utilizando el siguiente programa: 10 min a 25°C un ciclo, 50
min a 37°C un ciclo y 15 min a 70 min un ciclo. La calidad de la muestra se comprobara por la
amplificacién del gen IPO8.

Amplificacion de genes: 250ng de cDNA o 1.5fg — 3pg de gBlocks IDT, 1 pl de reactivo
LightCycler Tagman Master (Roche, EUA), 1 pl primers + sondas IDT ZEN para los genes
CD-133 y CD-15 se llevan a un volumen de 10 ul de reaccién en capilares. La reaccion se
realizara en el termociclador LightCycler 2.0 con el programa recomendado: peincubacion 10
min a 95°C; amplificacion 20 seg a 95°C, 10 seg a 51-57°C (segun el gen), 1 seg a 72°C por 40
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ciclos; enfriamiento 30 seg a 40°C. Los valores seran normalizados con el gen control IPO8.
Los valores de la curva seran graficados y se obtendra la ecuacion de linealidad para la
interpolacion de los valores de las muestras. Se considero como ausencia del marcador a los
valores iguales o menores a los obtenidos con el control negativo (agua).

7.15 ANALISIS ESTADISTICO DE MARCADORES MOLECULARES

Los valores de los marcadores moleculares obtenidos por inmunohistoquimica y PCR-
tiempo real se identificaron segun el lecho quirdrgico con o sin evidencia de tumor residual.
Por ultimo, los resultados se analizo por la prueba ANOVA no paramétrica (Kruskall Wallis) y
con el programa de computo Microsoft y PSPP, se realizaron graficas de frecuencias, asi como
de productos cruzados.

8. ASPECTOS ETICOS

RIESGOS DE LA INVESTIGACION: Esta investigacion se considera sin riesgo de acuerdo a la
Ley General de Salud contenida en la Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos
en materia de Investigacion para la salud en seres humanos, titulo segundo, capitulo I, articulo
17, publicada en el Diario Oficial de la Federacion el dia 6 de enero de 1987. Es sin riesgo ya

que solo se va tomar informacion de expedientes

APEGO A NORMATIVAS Y TRATADOS. EI presente proyecto se ajusta a los preceptos enun-
unciados en la declaracién de Helsinki y sus revisiones asi como a lo estipulado en la Ley
General de Salud en cuanto a la investigacion médica en sujetos humanos. Consentimiento
informado. Se obtuvo consentimiento para uso de la informacion en el contexto del protocolo:
Asociacién de los marcadores moleculares con el grado de malignidad, sobrevida, calidad de
vida y cognicién en pacientes con glioma cerebral. Potenciales beneficios. Los pacientes no
tienen beneficio directo.

POTENCIALES RIESGOS. No hay riesgos afnadidos al paciente porque solo se obtiene
informacionn de expedientes.

CONFIDENCIALIDAD DE LA INFORMACION: La base de datos esta codificada y la
informacion solo es accesible a los investigadores con lo cual se garantizara la confidencialidad
de la informacion.

Seleccion de los potenciales participantes. Se incluyeron todos los pacientes con las

caracteristicas necesarias para el estudio, no se discriminé a nadie.
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9. RECURSOS, FINANCIAMIENTO Y FACTIBILIDAD:

9.1 RECURSOS FINANCIEROS

Recursos Humanos: Residente, tutora y asesores.

Recursos Materiales: Expedientes clinicos, laboratorio de inmunohistoquimica, sistema de

imagenes.

9.2 FACTIBILIDAD

La investigacion fue factible ya que la recoleccion de pacientes se hizo en el servicio de
Neurocirugia del Hospital de Especialidades de CMN SXXI, La infraestructura, equipo vy
personal con los que cuenta el laboratorio de neuromorfologia y biologia molecular ubicados en
planta baja del Hospital de Especialidades “Dr. Bernardo Sepulveda Gutiérrez”, Centro Médico
Nacional “Siglo XXI” fueron suficientes para realizar las técnicas de inmunohistoquimica y RT-
PCR tiempo real, los estudios de imagen se realizaron en el mismo Hospital y el resto de los
recursos materiales se llevaron a cabo por parte del investigador.

El presente estudio concluyo con resultados favorables ya que se conté con la
experiencia en el manejo de pacientes y el reconocimiento de las metodologias.
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11. RESULTADOS

En el estudio se incluyeron un total de 17 pacientes durante el periodo comprendido de
enero 2014 a enero 2018, los cuales fueron sometidos a reseccion tumoral con diagndstico de
glioma de alto grado, quienes no habian presentado alguna otro tratamiento, se obtuvieron
muestras del lecho quirdrgico una vez que se observo microscépicamente reseccion completa
del tumor, un total de 19 muestras ya que de los 17 pacientes, 2 fueron sometidos a
reintervencion quirdrgica por presentar recidiva tumoral antes de los 6 meses, el seguimiento

fue de 4 a 43 meses hasta el momento de corte del estudio.

La poblacién estudiada se constituyo por pacientes del genero masculino en el 58% de
los casos (10 pacientes) y genero femenino en el 42% de los casos (7 mujeres) (Gréfica 1). En
los resultados descriptivos cuantitativos la media de edad fue de 52.3 anos con un rango
minimo de 23 afios y maximo de 79 afnos.

Grdfica. 1
Proporcion de genero de pacientes operados

La localizacion tumoral, de acuerdo a la frecuencia fue de 9 pacientes con la lesion en el
I6bulo frontal, 4 en el I6bulo parietal, 3 en el I6bulo temporal, 3 pacientes en los que la lesion
invadia mas de un lébulo, 2 frontoparietal y 1 temporoparietal (Tabla 1), segun el hemisferio en
el cual se localizaba, se encontr6 un predominio discretamente mayor en el hemisferio
izquierdo 10 lesiones y en el derecho 9 lesiones (gréfica 2).
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Tabla 1. Localizacién tumoral por 16bulo cerebral

Loébulo Frecuencia
Porcentaje
Localizacion Frontal 9 474
Temporal 3 15.8
Parietal 4 21.1
Temporal-parietal 1 53
Frontal-parietal 2 10.5
Total 19 100.0
Hemis’eric
3 -
E
Hewisferio

Grdfica 3. Localizacion tumoral segiin el hemisferio cerebral



Segun el grado de malignidad del tumor, el glioblastoma (grado IV) fue el que se
presento con mayor frecuencia, con un porcentaje del 57.9% (11 tumores), grado Il 21.1% (4
pacientes), grado Ill 15.8% (3 pacientes) y solo 5.3% como grado | (1 paciente) (Tabla 2).

Tabla 2. Grado de malignidad tumoral

Grado Frecuencia To % Valido
I 1 53 53
IT 4 21.1 21.1
I 3 15.8 15.8
v 11 579 579
Total 19 100.0 100.0

De acuerdo con la estirpe celular, un porcentaje de 73.7% (14 lesiones) pertenecian a
tumores derivados de los astrocitos, 10.5% (2 lesiones) a oligodendrocitos, y 3 tumores mixtos,
2 astrocitos y células ependimarias y 1 astrocitos y oligodendrocitos.
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En cuanto al diagnostico histopatolégico del lecho quirurgico, el 52.6% de las muestras
presentaron un diagnéstico negativo (10 muestras) y el 47.4% (9 muestras) se encontraron

positivas al diagnéstico histopatologico (Tabla 3).

Tabla 3. Diagnostico histologico de células tumorales

Diagnéstico Frecuencia Porcentaje Porc’e‘ntaje Porcentaje
Vilido acumulado
Si 9 474 474 474
No 10 52.6 52.6 100.0
Total 19 100.0 100.0
En cuanto a la expresibn de marcadores tumorales en el lecho quirurgico se

encontraron sobre expresados en un porcentaje de 78.9% (15 pacientes) y en el 21.1% (4
pacientes) no (tabla 4).

Tabla 4. Marcadores con sobre expresion positiva en lecho quiriirgico

Diagnéstico Frecuencia Porcentaje Porcentaje Porcentaje acumulado
Vilido
Positivo 15 789 789 789
Negativo 4 211 21.1 100.0
Total 19 100.0 100.0

Referente a la expresion positiva de FOX1*3, se encontré sobre expresion en 16
lesiones, tomando como rango 0.04 £ 0.02, no se encontré sobre expresado en 3 lesiones,
VEGF se encontré positivo en las 19 lesiones, mientras que CD-133 con un rango de 0.40 +
0.27 se encontr6 sobre expresado en 5 lesiones, 3 de las cuales correspondan a
Glioblastomas, y no se presento sobre expresado en 14 lesiones, asi también A2B5 se
presento sobre expresado en 15 lesiones y solo en 4 no se presento sobre expresion (Graficas
56y7).
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Grdfica 5. Sobre expresion positiva de Grdfica 6. Sobre expresion positiva de Grdfica 7. Sobre expresion positiva de A2B5
FOX1*3 CD-133

Si comparamos el diagnodstico histopatolégico con el diagnéstico de marcadores
tumorales observamos que de las 15 muestras que presentaron marcadores moleculares
positivos, solo 8 fueron diagnosticadas por histopatologia con presencia de tumor, sin embargo
de las 9 muestras identificadas con tumor por histopatologia, solo en 1 no se encontrd sobre
expresion tumoral, debido a que los marcadores moleculares se encontraban en rangos
normales, sin embargo el paciente hasta el momento del corte aun no presentaba recibida
tumoral después de 43 meses de seguimiento (Tabla 5).

Tabla 5. Comparacion entre diagnostico molecular e histopatolégico

Recuento Tumor histoldgico Total
Si No
Marcador en lecho Si 8 7 15
No 1 3 4
Total 9 10 19
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En cuanto a la relacion entre los pacientes que presentaron diagnéstico molecular

positivo y los que presentaron recurrencia tumoral encontramos de los 15 tumores con

marcadores tumorales positivos, presentaron recurrencia tumoral en algun punto del

seguimiento, de los 4 que no mostraron marcadores moleculares positivos, hasta el momento

del corte del estudio, aun no presentaban recurrencia (Tabla 6).

Tabla 6. Comparacion entre marcadores tumorales y la recurrencia

Recuento Recurrencia Total
Si No
Marcador en lecho Si 15 0 15
No 0 4 4
Total 15 4 19

Con respecto a la recurrencia del tumor y su relacion con la presencia de células
tumorales en el estudio histopatolégico, encontramos que de los 8 muestras
diagnosticadas con células tumorales, 7 presentaron recurrencia tumoral en algun punto
del seguimiento y 1 no, mientras que de las 11 muestras en donde no se observaron
células tumorales, 8 presentaron recurrencia tumoral y solamente 3 no lo hicieron.

Tabla 7. Correlacion entre el diagnostico histopatolégico y la recurrencia del tumor

Recurrencia Recurrencia Total
Si No
Tumor histolégico Si 7 1 8
No 8 3 1
Total 15 15 4 19

32



La media de sobrevida libre de la patologia fue de 13.33 meses, con un minimo
de 4 meses de recurrencia y un maximo de 43 meses, que fue el tiempo de corte del
estudio, recordemos que los 15 tumores que presentaron marcadores tumorales
positivos presentaron recurrencia (Grafica 11).
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Grdfica 11. Sobrevida libre de la enfermedad en los pacientes con
recurrencia de la lesion



12. DISCUSION

Los gliomas de alto grado de malignidad son lesiones que provocan gran
morbimortalidad, las caracteristicas de la poblacién que se estudio coinciden con lo reportado
de la epidemiologia de estas neoplasias en cuanto a la edad de presentacion, localizacion
tumoral, edad de presentacion, histologia tumoral.

En nuestra poblacién no existen antecedentes de este tipo de analisis asociado a la
implementacién de manejos mas agresivos para la patologia en cuestion, lo cual podria aportar
gran cantidad de informacion que puede servir de guia para la eleccion mas adecuada del
tratamiento. Dentro de los resultados encontramos una mayor frecuencia de diagnostico de
gliomas de alto grado en el sexo femenino, sin haber una diferencia estadisticamente
significativa, lo cual coincide con el resto de los reportes mundiales en los cuales no se observo
predominancia de género, la localizacion frontal de los gliomas de alto grado en es otro de los
datos que coinciden con la literatura mundial, en nuestra poblacion se presento con una
frecuencia de 47.4%, con una discreta predileccion por el hemisferio izquierdo (10/19 tumores),
como ya sabemos los gliomas tienen preferencia por zonas elocuentes.

La edad promedio de nuestros pacientes fue de 52.3 afios con un rango minimo de 23
afnos y maximo de 79 afos, lo cual coincide con otros estudios clinicos reportados, al igual que
en el grado de malignidad encontramos que el 57% de nuestra poblacion presento como
diagnodstico Glioblastomas (Grado 1V), y segun su estirpe celular el 73.7% (14 lesiones) eran
derivados de los astrocitos.

Se realizé también la correlacién entre la presencia de marcadores moleculares
diagnosticados en las muestras del lecho quirdrgico en donde se encontraron positivos en 15
de las 19 con la presencia de células tumorales por histopatologia de las mismas, en donde se
observaron células tumorales en 9 de las 19 muestras. Se encontré recurrencia tumoral en 15
pacientes, con un seguimiento de 43 meses en total, que fue el momento de corte del estudio,
15 de los 19 pacientes presentaron recurrencia tumoral con un promedio de 13.3 meses. Se
realizo la correlacién entre los pacientes con que presentaron marcadores moleculares
positivos y la recurrencia tumoral, asi como los que presentaron células tumorales detectadas
por histopatologia y la recurrencia, observando que 15 de los 15 pacientes que presentaron

marcadores moleculares positivos presentaron recurrencia tumoral, mientras que de los 10
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pacientes en los que no se detectaron células tumorales por medio histopatologico 8
presentaron recurrencia tumoral.

También se realizo la correlacion entre la deteccidon de marcadores moleculares vy la
presencia de células tumorales diagnosticadas por histopatologia con la sobrevida libre de la
enfermedad, observando que de las 15 muestras identificadas con marcadores moleculares,
solo 8 de ellas fueron identificadas por medios histopatolégicos con células tumorales, en 7 de
ellas no se observaron, mientras que de las 9 muestras identificadas con presencia de células
tumorales por estudio histopatolégico en 8 se encontraron marcadores moleculares positivos en
1 de ellos no se detectaron, asi también llama la atencion a su vez que coincidié con la
literatura mundial, de las 10 muestras en donde no se identificaron células tumorales por medio
histopatologico, en 7 de ellas si se detectaron marcadores tumorales, coincidiendo con la
literatura mundial en donde los marcadores moleculares presentan una mayor sensibilidad,
haciendo una correlacion entre estos datos y la recurrencia de la lesion, todos los pacientes en
quienes se identificaron marcadores moleculares positivos (15/15) presentaron recurrencia
tumoral, y los 4 en donde no se encontraron sobre expresados, hasta el momento de corte del
estudio aun no se presentaba recurrencia tumoral, el valor maximo de seguimiento en estos
pacientes hasta el momento es de 43 meses y el minimo de 14 meses, en los pacientes en
quienes se observaron células tumorales por medio histopatoldgico, solo 1 de ellos no presento
recurrencia tumoral, que fue en quien no se presentaron marcadores moleculares positivos, de
los 10 pacientes en quienes no se observaron células tumorales, 8 de ellos si presentaron
recurrencia tumoral, lo que nuevamente nos lleva a coincidir con el resto de la literatura

mundial, en donde los marcadores moleculares presentan mayor sensibilidad.

Se analizé la presencia de marcadores moleculares CD133, VEGF, FOX1*3, y A2B5 con
la recurrencia tumoral; El marcador glial de superficie A2B5 se expresé de manera consistente
en un gran porcentaje de células tumorales, el cual esta relacionado principalmente con el inicio
y mantenimiento del glioma, mas que con el comportamiento, se encontré positivo en 15 de
nuestras 19 muestras, de las cuales 13 presentaron recurrencia tumorales, lo cual le confiere
un riesgo relativo de recurrencia de 6.5 (0.55-76.17 IC 95%); la molécula CD133, es un

que

marcador de células troncales de cancer, ha relacionado positivamente con el

o g . . . . . se . . .
pronéstico de varias neoplasias, incluida el glioblastoma, correlaciona en diversos estudios

con angiogénesis, que es un fendmeno indispensable para la supervivencia de un tumor, pues
de alli depende su nutricién.
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Como es bien sabido la molécula CD133 es menos abundante y menos consistente
comparada con A2B5, en nuestra poblacion estudiada lo encontramos positivo en 5 de los 15
pacientes presentando un riesgo relativo de recurrencia de 1.091 veces (0.86-13.77 IC 95%), 3
de estos 5 se presentaron en glioblastomas, presentando recurrencia a los 3, 4 y 22 meses de
seguimiento respectivamente; FOX1*3 se presento positivo en 16 pacientes de los cuales 15
presentaron recurrencia, otorgando un riesgo relativo de recurrencia de 4 (0.733-21.83 1C95%).
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13. CONCLUSION

Conocer las vias moleculares que subyace al cancer ha logrado que se construyan
moléculas dirigidas a blancos terapéuticos muy especificos, y que se mejore en forma
ostensible el prondstico de los pacientes.

A través de este estudio podemos concluir que detectar la presencia de marcadores
tumorales nos ayuda a correlacionar con los tumores que presentaran recurrencia, En conjunto,
estos resultados demuestran que los gliomas humanos contienen multiples poblaciones de
células con la capacidad de formar tumores, y la deteccion del marcador glial de superficie
A2B5+ y CD133+ esta asociado con la recurrencia tumoral, por lo que dirigirse eficazmente a
estos puede reducir eficazmente la invasion y recurrencia de los gliomas de alto grado.
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14. ANEXO

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD DE INVE2!'STIGACION Y POLITICAS DE SALUD COORDINACION DE
INVESTIGACION EN SALUD

HOSPITAL DE ESPECIALIDADES CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI SERVICIO DE
NEUROCIRUGIA

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN PROYECTOS DE

INVESTIGACION

TITULO: ANALISIS MOLECULAR E HISTOPATOLOGICO DEL LECHO QUIRUR- GICO EN
PACIENTES OPERADOS DE GLIOMAS DE ALTO GRADO DE MALIGNI- DAD COMO
FACTORES PRONOSTICOS DE RECURRENCIA.

LUGARY FECHA: NO. DE REGISTRO:

Le invitamos a participar en el estudio " Analisis molecular e histopatologico del lecho quirurgi-
co en pacientes operados de gliomas de alto grado de malignidad como factores pronésticos de
recurrencia". Le pedimos leer cuidadosamente esta carta, si hay palabras o términos que Ud.
no comprenda, por favor pida al médico o al personal que le dio este formato le aclaren
cualquier duda.

1. Justificacion y objetivo

En el Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS en el periodo
2005 — 2011 se atendieron a 1,257 pacientes con tumores intracraneales, de los cuales 41.3%
tu- vieron diagnostico de glioma y entre ellos, el glioblastoma predominé con un 46.8%.

El presente estudio tiene como objetivo analizar la presencia de los marcadores moleculares
GFAP, OLIG2, FOXM1*3, VEGF, MGMT, CD-133, CD-15 y A2B5 en el lecho quirurgico de
pacientes operados de gliomas de alto grado de malignidad y su relacion como factores
prondsti- cos de recurrencia.
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2. Procedimiento.

Se le van a realizar todos los estudios y tratamiento necesarios para pacientes con si misma
en- fermedad, para lo cual es necesario que asista a su consulta habitual de 4 visitas por ano
durante 5 afos, en cada visita tendra que asistir a los servicios de neurocirugia y neurologia, y
posterior- mente radio oncologia, lo que le llevara un total de 2-4 hrs en los hospitales por dia.

Si usted decide aceptar participar en este protocolo, se le solicitara su autorizacién para tomar
un pedazo de tumor o glioma durante la cirugia y por Unica vez. También quisiéramos saber si
esta de acuerdo en que conservaremos la muestra para que en el futuro podamos hacer otros

estudios complementarios.

Se realizaran pruebas neuropsicolégicas mediante la aplicacion de 5 cuestionarios, estas
pruebas se realizaran el mismo dia de sus visitas programadas a los hospitales.

3. Posibles riesgos y molestias:

El protocolo no representa ningun riesgo para su salud, pero si puede sentir alguna molestia si
los resultados en las pruebas neuropsicolégicos no son lo que usted esperaba, ya que estas
pruebas determinan su estado de animo, independencia en sus actividades y capacidad para

realizar ejer- cicios de memoria o que requieran de su atencién.
4. Posibles beneficios que recibira al participar en el estudio

No recibira algun beneficio por participar en este estudio. En beneficio sera para los pacientes
futuros al momento que identifiguemos los marcadores moleculares que hacen que los tumores
tengan recurrencia mas rapido, afectando la salud del paciente mas rapidamente. Toda esta in-
formacion permitira al medico a tomar mejores desiciones con respecto al tratamiento a elegir y
a los cuidados que se deberan realizar después de la operacion, para que les ayude a vivir mas
tiempo y con una vida mas independiente de sus familiares.

5. Participacion o retiro.

Su participacion en este estudio es completamente voluntario. Si usted decide no participar, se-
guira recibiendo la atencion médica brindada por el IMS, se le ofreceran los procedimientos es-
tablecidos dentro de los servicios de atencién médica del IMSS. Es decir, que si usted no desea
participar en el estudio, su decision, no afectara su relacion con el IMSS y su derecho a obtener
los servicios de salud u otros servicios que recibe del IMSS.
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Si en un principio desea participar y posteriormente cambia de opinién, usted puede abandonar
el estudio en cualquier momento. El abandonar el estudio en momento que queria no
modificara de ninguna manera los beneficios que usted tiene como derechohabiente del IMSS.
Para los fines de esta investigacion soélo utilizaremos la informacion que usted nos ha brindado
desde el momento en que acepto participar hasta el momento en el cual nos haga saber que ya
no desea participar.

6. Privacidad y confidencialidad

La informacién que nos proporcione que pudiera ser utilizada para identificarlo/a (como su nom-
bre, teléfono y direccién) sera guardado de manera confidencial y por separado al igual que sus
respuestas a los cuestionarios, los resultados de sus pruebas clinicas y moleculares, asi como

las evaluaciones neuroldgicas y neuropsicolégicos, para garantizar su privacidad.

El equipo de investigacion y médicos especialistas involucrados en el cuidados de su salud sa-
bran que usted esta participando en este estudio. Sin embargo, nadie mas tendra acceso a la
in- formacién que usted nos proporcione durante su participacion en este estudio, al menos que
us- ted asi lo desee.

7. Personal de contacto para dudas y aclaraciones sobre el estudio.

Si tiene alguna pregunta o quiere hablar con alguien sobre este estudio de investigacién puede
comunicarse de 9-16 hrs de lunes a viernes con el Dr. Israel Grijalva Otero investigador respon-
sable de la unidad de investigaciones Medicas a los teléfonos 55 78 02 40 y 56 27 69 00 exten-
sién 21365 o0 21366 del IMSS.

8. Personal de contacto para dudas sobre sus derechos como participante en un estudio de
investigacion.
Si usted tiene dudas o preguntas sobre sus derecho al participar en un estudio de investigacion

puede comunicarse con los responsables de la comision de ética en investigacion 56276900
21216 de 9-16 hrs.

9. Por favor marque con una X la opcion que se presente a bajo

Si, autorizo que se tome parte del tejido tumoral durante mi cirugia para las pruebas de
mar- cadores genéticos Unicamente en este estudio.

____Si, autorizo que se tome parte del tejido tumoral durante mi cirugia para las pruebas de
mar- cadores genéticos de este estudio y su empleo para futuros estudios.

40



10. Declaracioén del consentimiento informado

Se me ha explicado con claridad en que consiste este estudio, declaro haber leido (o que
alguien me ha leido) el contenido de este formato de consentimiento. Comprendi todas las
explicaciones que me dieron y tuve oportunidad de hacer pregunta y todas mis preguntas han
sido contestadas con satisfaccion. Al firmar este formato estoy de acuerdo con participar en el
estudio que se des- cribe.

Nombre y firma del paciente

Nombre y firma de quien obtiene el <consentimiento
Nombre y firma del Testigo 1

Nombre y firma del Testigo 2
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