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RESUMEN

Autores: L Mendoza Galvan, E Lopez Aguilar, C Sepulveda Vildosola. Sobreexpresion
de p53 y su asociacion con la histologia y sobrevida en pacientes con astrocitoma.
Introduccion

En el Hospital de Pediatria, la sobrevida de pacientes con astrocitoma de alto grado
es de menos del 56% a 24 meses. Su incidencia anual se ha calculado aproximadamente
en 24.5 por millén en EU y de 17 por milléon en México. Uno de los factores pronosticos
que juega un papel fundamental es la expresion de la molécula p53, una proteina
apoptotica que al presentar mutaciones en su estructura condicionan su sobreexpresion,
alterando la regulacion del ciclo celular y predisponiendo asi a una progresion y
proliferacion celular desmedida con el desarrollo de neoplasias con un mayor grado de
malignidad y peor pronostico.
Planteamiento del problema

Qué prondstico tienen aquellos pacientes en edad pediatrica con astrocitoma que
muestran sobreexpresion de p53 comparado con aquellos que no lo sobreexpresan?
Objetivos

Determinar si existe asociacion entre la sobreexpresion de p53 con la sobrevida de
pacientes con astrocitoma de bajo y alto grado.
Material y métodos

Se realizé un estudio ambilectivo, longitudinal, observacional, comparativo, con una
cohorte, se revisaron expedientes clinicos de pacientes con astrocitoma diagnosticados
durante un periodo comprendido entre enero 1995 a diciembre 2009. Se realizod
inmunohistoquimica a los cortes obtenidos de bloques de parafina y tejido tumoral
fresco mantenido en congelacion para determinar la expresion de p53, considerando
como sobreexpresion cuando mas del 50% de las células por campo de los campos
leidos mostraron inmunorreactividad, dividiendo a los pacientes en dos grupos, los que
lo sobreexpresaron y los que no lo sobreexpresaron para compararlos y evaluar el
pronostico de los pacientes.
Resultados

Se incluyeron 35 pacientes, 18 niflas y 17 hombres. La media de edad al momento
del diagnoéstico fue de 70.4 meses, 4 pacientes fueron menores de 3 afios de edad. De

acuerdo a localizacion, 13 (37.1%) fueron infratentoriales, 12 (34.3%) supratentoriales



y 10 (28.6%) de tallo cerebral. Predominaron los astrocitomas de bajo grado, 23
pacientes (65.7%), en tanto que, nueve pacientes (25.7%) tuvieron astrocitoma
anaplasico y 3 (8.6%) glioblastoma multiforme. Viven actualmente 21 (60%) pacientes.
La sobrevida media global fue de 32 meses (2-169 meses). Con respecto a la
sobreexpresion de p53 un 65.7% (23 pacientes) fueron negativos para la expresion de
¢éste, de los cudles, 16 (69.5%), estan actualmente vivos Vs 5 (41.6%) de 12 pacientes
que si sobreexpresaron p53 (p=0.109). La sobrevida para los pacientes que no
sobreexpresaron p53 fue de 69.5% a 120 meses, contra 40% a 120 meses para aquellos
con sobreexpresion de p53. El riesgo (RR) de desarrollar glioblastoma multiforme
cuando existe sobreexpresion de la proteina p53 es de 4.4 (0.356 — 54.36).
Conclusiones

Dado que la sobrevida en aquellos pacientes que sobreexpresan p53 es menor, es
necesario que en todo paciente con astrocitoma se realice determinacion de expresion de
p53 en tejido fresco al menos mediante inmunohistoquimica y en caso positivo, dar un

tratamiento mas agresivo.



ANTECEDENTES

EPIDEMIOLOGIA

Los tumores cerebrales representan el tipo de tumor sélido mas frecuente en la edad
pediatrica 2 | siendo la segunda neoplasia mas frecuente en general, después del grupo
de las leucemias y linfomas. De éstos, los de mayor incidencia son los de origen glial
(70%), de los cuales, los astrocitomas abarcan el mayor nimero de casos. La maxima
incidencia reportada es a la edad de 8 afios. La incidencia anual se ha calculado
aproximadamente en 24.5 por millén en EU y de 17 por milloén en México" >. Son mas
frecuentes en los hombres, en la raza blanca y aparentemente en el medio urbano’ .
Casi el 20% de los tumores infantiles suceden en lactantes y nifios menores de 3 afios de
edad **

En México, la tasa de incidencia del cancer en edad pediatrica es del orden de 136
por millén por afio, con evidencia clara de tendencia al incremento y, de acuerdo a la
tasa mencionada, en México debieran diagnosticarse aproximadamente 1,700 casos de
tumores de SNC por afo pero lo que en realidad se encuentra es que la frecuencia de
deteccion o su reporte es mucho mas baja, de tal forma que los casos que se estan
atendiendo son menores al nimero real de casos.

El perfeccionamiento y mayor accesibilidad a los métodos diagndsticos de imagen
ha ido cambiando la incidencia registrada. Asi un mayor acceso a IRM y TC pudo haber
incrementado el diagnostico de algunos tumores pequefios que de otra manera, habrian
permanecido indetectables °.

Los resultados en el grupo de menos de 3 afos de edad han sido bastante menos
favorables comparados con otros niflos, pues a menudo son considerables en sus
dimensiones y con frecuencia representan los histiotipos malignos y con una mayor
probabilidad de afeccion metastdsica al momento del diagndstico.

Los tipos de tumor del SNC mas frecuentes en nuestro pais son los que derivan de
las células de la glia hasta en un 60%, siendo los astrocitomas los de mayor incidencia.

A pesar de los abordajes terapéuticos agresivos, los resultados de nifios con gliomas
de alto grado permanecen sombrios; con una sobrevida a largo plazo que va de 56% a
18 meses para aquellos tumores supratentoriales y de menos del 10% para los gliomas

difusos de tallo "



ETIOPATOGENIA

La gran mayoria de las neoplasias de SNC son esporadicas, solo un pequefio
porcentaje estan asociados con desordenes genéticos hereditarios. Los pacientes que
presentan esta predisposicion genética para el desarrollo de tumores del SNC cursan con
entidades o sindromes como neurofibromatosis tipo 1 y 2, esclerosis tuberosa y
sindromes con poliposis adenomatoidea entre otras. Esta asociacion sindromica con el
desarrollo de tumores del SNC ocasiona el 1-2% del total de las neoplasias. El sindrome
de Li-Fraumeni, de caracter familiar, se ha asociado con una alta predisposicion para
desarrollar tumores cerebrales y especificamente asociado con mutaciones en el gen de
pS53.

Cada tipo de tumor tiene su propio comportamiento bioldgico y su prondstico es
determinado por factores de riesgo como su localizacion, edad al momento del
diagnéstico, capacidad infiltrativa local y a distancia, porcentaje de reseccion tumoral
lograda y forma de respuesta al tratamiento, presencia de alteraciones genéticas, indice
de mitosis y proliferaciéon entre otros de tipo imagenoléogico e histopatologico®. Las
posibilidades de supervivencia han mejorado gradualmente en los ultimos 30 afios pero
aun permanecen bajas. La tasa de supervivencia después del diagnostico de tumor
cerebral depende de la edad del paciente, del subtipo histopatolégico y el estadio del
tumor y sintomas presentes.

Se conoce bien la influencia y efecto que tienen ciertos agentes fisicos y biologicos
considerados potencialmente neurocancerigenos, pues estos pueden daniar el DNA o
bien, funcionar como detonantes para la expresion de un disturbio genético ya presente
pero latente y desarrollar una neoplasia. Las radiaciones ionizantes, bien identificadas
como factores asociados al desarrollo de neoplasias del SNC, incluso manejadas a dosis
terapéuticas. Diferentes virus como los retrovirus, papovavirus y adenovirus se han
relacionados con tumores cerebrales en estudios con animales de experimentacion, en
cuyos tejido tumoral se encontraron secuencias de DNA virales.

Actualmente se sabe cada vez mas sobre la participacion de cambios epigenéticos en
el cancer que afectan la expresion de algunos genes pero que pueden permanecer en
estado latente durante toda la vida de la célula.

La mayoria de los canceres se deben a cambios genéticos inducidos por mutaciones.

Estas mutaciones del genoma inducidas por agentes de muy variada naturaleza o por



errores espontaneos en la replicacion y reparacion del DNA, afectando escencialmente a
genes de dos tipos: los protooncogenes y los genes oncosupresores. El resultado de la
mutacion es la expresion de proteinas alteradas, sobreexpresion de proteinas normales o
no expresion de éstas. Cualquiera de éstos efectos modifica funciones celulares tan
basicas como el control de la division, manifestandose por una proliferacion excesiva
y continua o en una reduccién de la muerte celular programada o apoptosis °.

Existen procesos celulares basicos y especificos de oxidacion, detoxificacion,
estabilidad y reparacion de DNA para el mantenimiento y adecuada funcionalidad
inmunologica, regulados por genes ya bien determinados.

La proliferacion celular estd controlada por sefales extracelulares y mecanismos de
regulacion intrinseca del ciclo celular. La apoptosis es un mecanismo fisiologico de
eliminacion celular al final de su vida activa, como parte del recambio celular necesario
para contrarrestar la formacion continua por division celular. Interviene en la formacion
de tejidos, morfogénesis y eliminacion de células con dano genético. La alteracion de
este equilibrio en las neoplasias da lugar a un crecimiento incontrolado por una excesiva
proliferacién o por una reducida muerte celular ''""'2,

P53
La proteina p53 consiste en una cadena de 393 aminoacidos, llamada “ el guardian

3

del genoma “, promueve mecanismos de reparacion del DNA mediante deteccion y
detencion de células con dafio de DNA en la fase Gl del ciclo celular.
Alternativamente, puede inducir también muerte celular mediante la activacion de la
apoptosis cuando existen dafios genomicos irreparables. El gen que codifica para la
proteina P53 se ubica en el cromosoma 17 y actia como factor de transcripcion
uniéndose a promotores de genes implicados en la reparaciéon de ADN.

La proteina p53 estd dividida en tercios; rodeando el dominio amino terminal
contiene el dominio de activacion, el nicleo central que contiene el dominio de union-
DNA de secuencia especifica y el dominio multifuncional carboxi terminal que es un
domino de interaccion DNA no especifico. La porcion amino terminal interactua con
muchos factores de transcripcion.

Aunque la proteina actua como un activador transcripcional de genes que contienen
sitios de unién a p53, es también capaz de inhibir fuertemente la transcripcion de
muchos genes carentes de estos sitios de union a p53. La expresion de altos niveles del

tipo salvaje (pero no mutante) de p53 tiene dos resultados: la detencion del ciclo celular

6 la apoptosis, protegiendo al genoma de la acumulacién de un exceso de mutaciones.



Partiendo de tal concepto, las células carentes de p53 muestran mayor inestabilidad
genética y asi, mayor tendencia al desarrollo de tumores.

CITOGENETICA DEL CANCER

Las vias genéticas del p53/MDM?2/Pl4arfy CDK4/RB1/P16ink4 involucradas en el
control del ciclo celular y division celular, estan desreguladas en la mayoria de los
gliomas, asi como los genes que promueven la divisién celular .

Uno de los objetivos que se plantea la biologia molecular en tumores de estirpe glial
es intentar encontrar marcadores o alteraciones genéticas que permitan un mejor
abordaje y clasificacion de los glioblastomas y con ello una mejor prediccion del curso
clinico y tratamiento. Las nuevas clasificaciones de los gliomas de acuerdo a los nuevos
hallazgos de las vias moleculares deben mejorar aquello que concierne a la aplicacion
clinica y el prondstico.

La biologia de los tumores se asocia con el balance de la expresion de proteinas
que controlan de manera positiva o negativa el ciclo celular, la proliferacion,
neoformacion vascular y el reconocimiento del sistema inmune. Estos fenomenos
son resultado de cambios en el nivel de expresion de un gen normal o de la pérdida de
su expresion. La sefial para que la célula normal prolifere comunmente se inicia en la
superficie celular, donde los factores de crecimiento liberados por la matriz extracelular
o por el propio tumor interactian con receptores especificos de membrana,
desencadenando mecanismos de sefalizacion intracelular que afectan la expresion
génica para promover la division celular. Pueden existir alteraciones y mutaciones en
cada una de estas vias que de manera independiente o en conjunto dan lugar a una
pérdida de la regulacion del ciclo celular, la angiogénesis, proliferacion y
favorecimiento de la invasion® También ocurre alteracion genética por arresto en la
transcripcion de un gen que condiciona su inactivacion. Muchos genes supresores de
tumores y genes reparadores de AND pierden la expresion mediante diversos
mecanismos y se ha demostrado la presencia de éste tipo de alteraciones en tumores de
estirpe glial.

Los genes supresores de tumores mantienen la homeostasis tisular controlando la
proliferacion, diferenciacion celular y muerte celular programada. El gen supresor de
tumor p53 ha llegado a ser el tema de vanguardia en la investigacion del cancer pues se
encuentra frecuentemente mutado. El espectro de mutaciones brinda pistas para la

C o N 11,13,14
etiologia y patogénesis molecular del cancer ™.



Del total de casos anuales de cancer a nivel mundial, se estima que aproximadamente
el 36% - 50% contienen una mutacion en el gen p53, lo que le confiere suma
importancia en la patogénesis, diagnostico y tratamiento en el cancer humano.

Desde 1979 se encuentran ya reportes en los que se iniciaba el estudio de la
asociacion pS3/cancer. El gen p53 clonado de celulas neoplasicas de roedores y
humanos mostrd en ese entonces tener una actividad oncogénica débil. En 1989, el p53
fue encontrado mutado frecuentemente en humanos con cancer por lo que la busqueda
de la funcion del mismo se intensifico a partir de entonces, pero a finales de los 80°s,
investigadores descubrieron que habian estado estudiando mutaciones de p53 en lugar
de estudiar el gen salvaje de p53. Observaron que muchas mutaciones de p53 se
comportaban como oncogenes dominantes, pero el gen supresor de tumor silvestre 6
salvaje suprimio tanto la transformacion neoplasica de fibroblastos de roedores in vivo,
como el crecimiento de c¢lulas neoplasicas de roedores y humanas in vivo e in vitro. El
p53 es evidentemente un componente de las vias bioquimicas centrales en la
carcinogenesis humana.

Estudios posteriores indicaron que la proteina p53 estaba involucrada en la
transcripcion genetica, sintesis y reparacion del DNA, en la plasticidad genomica y en la
muerte celular programada '*">"'®, Estos procesos bioquimicos complejos son llevados a
cabo por maquinarias proteicas complejas, por lo que no sorprende que la proteina p53
forme complejos con otras proteinas celulares, y que proteinas oncovirales de ciertos
virus DNA alteren la funcion de €stas maquinarias proteicas mediante su union con p53
perturbando su interaccion con otros componentes celulares proteicos.

El potencial de una mutacion de causar pérdida de la funcion supresora de
tumor y de ganar actividad oncogenica le confiere al gen una capacidad dual de
actuar como supresor o como encogen ; aquellos tumores portadores de
mutaciones de p53 tienden a ser mas agresivos. Las mutaciones somaticas de p53
pueden ser un evento temprano o tardio en la patogénesis de muchos tipos de cancer.

Los glioblastomas, que pueden desarrollarse de novo (glioblastoma primario) o
provenir de recidivas de astrocitomas que progresan a mayores grados de malignidad
(glioblastoma secundario), estdn asociados con pérdida en la heterocigocidad del
cromosoma 10, en el cudl se han identificado muchos genes supresores de tumores,
afecta pacientes relativamente mas jovenes y muestra una sobrevida mas larga y existe
pérdida de funcién de p53. El que surge de novo (tipo 2) ocurre sin una lesion

precedente, encontrandose intacto el gen de p53 pero con una amplificacion del gen



EGFR. Se encuentra en pacientes mas grandes y con una corta sobrevida pues parecen
ser resistentes a la radioterapia y muestran un peor pronostico.

En pacientes adultos con glioblastoma, se mostrd una sobrevida de 14.2+- 1.7 meses
cuando el p53 era del tipo salvaje y 29.7+-3.3 meses cuando se encontraba mutado'’. La
sobrevida después de la recidiva tumoral fue independiente del estado de p53, lo que
sugirid6 que la sobrevida se relacion6 con el tratamiento mas que con la agresividad

intrinseca del tumor.

P53 EN CANCER

El gen de p53 en condiciones normales se encuentra secuestrado por su represor
MDM2 que mantiene a la proteina P53 como proteina no funcional. Cuando la célula
entra en division (fase G1-S), MDM2 libera a p53. Este factor de trasncripcion
promovera la transcripcion de otros genes implicados en la apoptosis y reparacion del
DNA '**2! Tales funciones son alcanzadas por la activacion transcripcional del
inhibidor CDK p21/CDKNT1 y por un grupo de genes reparadores.

La mutacion de p53, sobre todo, la de tipo constitucional, es frecuentemente

4,922
encontrada en los tumores de SNC *%

. De los canceres en los que se ha visto la
presencia de mutaciones de p53 desfilan el Ca gastrico, pulmonar, mama, colorrectal,
cérvix, linfoma, prostata, vejiga, leucemias, ovario, pancreas, asi como en Ca laringeo y
faringeo”.

Los astrocitomas difusos genéticamente se caracterizan por la presencia de
mutaciones de TP53 en aproximadamente 2/3 partes de los casos. Se ha reportado
mediante PCR y secuenciacion de ADN anormalidades en la via de p53 que son
comunes en los astrocitomas de alto grado supratentoriales  ». Una de las
caracteristicas moleculares asociadas con un peor pronostico de los gliomas es la
sobreexpresion y/o mutacién del gen supresor de tumores p53 °_Se sabe que la pérdida
de la funcion de p53 es un evento temprano en la tumorigénesis del astrocitoma y
condiciona una falla en la inhibicion del crecimiento celular, inestabilidad genética y
transformacion maligna de las células. En el presente trabajo no realizamos
determinacion de mutacion de p53, simplemente buscamos la sobreexpresion de la
proteina.

Los astrocitomas anaplasicos han mostrado la mas alta prevalencia de mutaciones de

p53 (67%) lo cudl, desgraciadamente no se podra estudiar en el presente protocolo pues



los anticuerpos con que contamos solo nos ayudan a determinar si esta presente o
ausente p53 (expresa o no la molécula) , asi como la intensidad de la expresion. Para
poder conocer su funcionalidad se requeririan estudios de epigenética con los que no
contamos pero que actualmente estudios en el mundo estan tratando de determinar °

En un estudio Stinder encontré que el estado de TP53 fue predictivo en todos los
casos de tumor o enfermedad recurrente en cuanto al tiempo de transformacién maligna.
Se encontrd que el estado mutado de éste fue un predictor independiente desfavorable
de sobrevivencia, periodo libre de progresion y tiempo de transformacién maligna **
Okamoto también asocid la mutacion de TP53 con una sobrevida mas corta en pacientes
con astrocitoma de bajo grado »°. Se observé una sobreexpresion/acumulacion de p53 en
el 46.8% de todos los tumores y en un 91.8% hubo mutaciones postivas de TP53 **. Un
estudio hecho en el St. Jude Children’s Research Hospital reporta que Ila
sobreexpresion de la proteina p53 es utilizada como un marcador sustituto de alteracion
de p53 con respecto a su estado funcional y no siempre esta asociado con una mutacion
de TP53 7. La sobreexpresion de ésta se encontré en un tercio de los pacientes con
gliomas de alto grado. Se encontré sobreexpresion de la proteina MDM2 que regula
mediante inhibicion o al suprimir la actividad transcripcional de p53, en dos tercios de
sus pacientes con diagnostico comentado. Reportan que entre los nifios menores a 4
afos de edad con astrocitoma supratentorial de alto grado, mutaciones de TP53 y
sobreexpresion de la proteina son menos prevalentes.

En wun andlisis alterno, multivariado que incluydo el estudio de la
expresion/sobreacumulacion (sobreexpresion) de TP53 en lugar de estudiar su estado de
mutacion, la expresion no exhibi6d significancia prondstica. La deteccion de una
sobreexpresion de productos de p53 mediante THQ se ha asociado con la
identificacion de mutaciones en el gen TP53 en un gran numero de estudios clinicos
26,27

Erill y cols. investigaron el gen p53 y su producto en 76 pacientes afectados con
carcinoma vesical mediante inmunohistoquimica (mAb DO-7) empleando el sistema
estreptavidina-biotina inmunoperoxidasa. Los controles positivos fueron casos
conocidos como albergadores de mutaciones de TP53 que mostraban una reaccion de
tincion nuclear positiva. Consideraron como reaccion positiva a aquella reaccion
fenotipica nuclear con un conteo de 20% de células tumorales por campo que fueran
inmunoreactivas. El anticuerpo antip53 detecta un epitopo presente en la N-terminal de

p53, mapeando aminoacidos que identifican la forma silvestre del p53 y el mutante. Sin



embargo, dada la corta vida media y los bajos niveles de expresion del tipo salvaje de
pS3, solo las proteinas mutantes de p53 que se acumulan en el ntcleo de las células
tumorales son visualizadas mediante IHQ. Encontraron 23 pacientes de 76 positivos, el
resto con fenotipo negativo pero con deleciones identificadas de p53 mediante PCR.
Reportando asi una asociacidon significativa entre el fenotipo y el genotipo. La
asociacion mas significativa se encontrd entre el estado de p53 y la etapa y grado
tumoral, con alteraciones méas comunmente en tumores avanzados y de alto grado '’

Datos obtenidos de este estudio confirman que la acumulacién de p53 nuclear
detectada mediante IHQ con el anticuerpo DO-7 es indicativo de la presencia de
mutacion de p53 y que significa la sobreexpresion de éste.

La arbitrariedad en la eleccion de los valores limites para reportar los resultados de la
IHQ, junto con el anticuerpo usado y el tipo de tejido analizado puede afectar la
fiabilidad de la evaluacion del estado de p53. Aunque el valor limite de 10% de células
tumorales que demuestran inmunoreactividad nuclear para p53 ha sido utilizado por
varios investigadores, el valor limite de 40% ha sido también utilizado durante la
evaluacion del valor pronostico del fenotipo de p53 en el Ca de vejiga. Estudios
metodologicos que comparan la expresion de p53 mediante IHQ y las mutaciones de
p53 por ensayos génicos han revelado una exactitud superior con valores limites cuando
se muestra una inmunoreactividad nuclear para p53 de 20% de células tumorales '* .

Algunos autores han sugerido una asociacion entre un pobre prondstico y la
determinacion de altos valores de p53 (sobreexpresion) mediante IHQ en ausencia
de mutaciones detectables de p53. Alteraciones en otros genes que participan en la via
del p53 produciendo acumulacion, pueden contribuir para este fenotipo positivo no
relacionado con mutaciones dado que, el DO-7 reconoce ambas formas del p53; el
salvaje y el mutado™. Multiples estudios de tumores primarios asocian la
alteracion en la expresion de pS3 y la deteccion de mutaciones de TPS3 con un
curso clinico agresivo y pobre respuesta a terapias especificas.

Es bien conocida la corta vida media de la proteina P53, pero la sustitucion de
aminodcidos resultantes de las mutaciones conducen a la estabilizacion de sus productos
y prolongacion de su vida. Esta acumulacion permite la inmunolocalizacion
microanatémica en cortes de tejidos de tumores primarios. Pese a la aceptacion general
de ésta técnica como reflejo que muestre la mutacidon, la ausencia de la reactividad
nuclear no descarta la presencia de alteraciones en el gen TP53 pues, mutaciones sin

sentido pueden producir transcripciones inestables o proteinas truncadas que carezcan



de localizacion nuclear, dando tinciones negativas y resultados falsos negativos; con lo
que confirman lo que otros autores dicen de la necesidad de realizar en paralelo a la
IHQ, estudios moleculares. Estos eventos ocurren aproximadamente en el 20% de las
mutaciones de TP53 detectadas en ciertos tumores en particular **

La perdida de funcion del gen supresor de tumores p53 ocurre en la
tumorigenesis temprana de los astrocitomas en aproximadamente el 30-40% de los
casos . Esto le confiere a las células capacidad de crecimiento, permitiéndoles la
expansion clonal por la perdida del punto de control en G1 del ciclo celular y de la
apoptosis. La inestabilidad genctica que resulta del dafo a la capacidad de p53 de
mediar la reparacion DNA alterado promueve la adquisicion de nuevas anormalidades
gencticas, llevando a la progresion maligna de un astrocitoma de bajo grado a
astrocitoma anaplasico. Esto se refleja por una alta tasa de mutacion de p53 en los
astrocitomas anaplasicos (60-70%). El control del ciclo celular adquiere compromiso en
el astrocitoma por la alteracion en el control genético de la transicion de G1/S tanto por
la pérdida de los genes pl6/CDKN2 o RB como por la amplificacion de los genes de
ciclina.

Es un fendmeno conocido el hecho de que los astrocitomas anaplasicos muestran una
tasa menor de mutacion que los glioblastomas malignos, si consideramos las vias duales
de la progesion maligna a gliblastoma: una via es la progresion de los astrocitomas de
bajo grado a glioblastoma mediante la expansion de celulas mutadas de p53 y la otra via
en la que los glioblastomas ocurren de novo sin mutaciones de p53. Los ependimomas y
tumores neuroectodermicos primitivos/meduloblastomas solo raramente presentan

mutacion de p53, aunque a menudo contienen un componente astrocitico.

PERDIDA DE APOPTOSIS

El p53 transactiva el gen que codifica para el factor pro-apoptdtico Bax que
desencadena la apoptosis y detiene la transcripcion del gen Bcl-2, cuyo producto
suprime la apoptosis. La activacion de p53 no siempre induce el proceso de
apoptosis, pues hay una seleccion entre la detencion de G1 y la apoptosis, dependiendo
del tipo celular y su condicion. La induccion de Bax causa reacciones mitocrondiales
que llevan a la liberacion de caspasas y cambios en la permeabilidad de la membrana
iniciando la apoptosis. Otros genes transactivados por p53 incluyen el MDM2 (murine

double-minute 2) *°, EGFR (epidermal growth factor receptor), TGF- a (transforming



growth factor- a), DDR (discoidin domain receptor), IGF-BP3 (insulin-like growth
factor binding protein 3), ciclina G y A28-RGS14 (regulador de proteina G). También
funciona como un gen transcripcional represor de genes con las cajas TATA y CAAT
en su secuencia promotora. Los genes reprimidos incluyen al de ciclina A, IGFII, al del
receptor de IGFI, VEGF (vascular endotelial growth factor), bFGF (basic fibroblast
growth factor), interleucina 6, MDRI1 (multiple drg resistance 1), MGMT
(methylguanine methyl transferase), iNOS (inducible nitric oxide synthase), c-fos, c-
jun, hsc70 (heat shock protein 70). Asi la perdida de funcidén de p53 puede causar
liberacion de la represion de éstos genes, lo que conduce a un aumento en la expresion
de factores de crecimiento autocrinos y sus receptores, de citocinas angiogénicas
paracrinas, resistencia a drogas y oncogenes promotores de crecimiento.

Existe una hipoétesis bien aceptada que refiere que la inactivacion de p53 es asociada
con disminucidn en la radiosensibilidad debido a la abolicion de apoptosis dependiente
de p53. (Clarke et al., 1993; Lowe et al., 1993). En las células de glioblastoma con
mutacion de p53, la radiacion no bloquea la progresion del ciclo celular, permitiendo asi
paso de G2-M .

El gen MDM2, proteina que se opone a la funcion de p53 directamente mediante la
inhibicién de su actividad transcripcional y promoviendo su degradacion, se encuentra
amplificado o sobreexpresado en el 10% de los astrocitomas de alto grado, pero en
ninguno de los de bajo grado.

La pérdida de funcion de p53 resulta en una falta de apoptosis dependiente de p53,
confiriendo resistencia a los agentes que dafian el DNA. Por otro lado, la detencion de la
funcion del p53 silvestre (salvaje) no garantiza una mejor sensibilidad al dafio o a los
agentes que dafian el DNA en ciertas células tumorales, particularmente en células de

glioblastoma, en el que participan otros inductores de apoptosis como p21. '*'*#

CLASIFICACION

" Los astrocitomas, tumores neuroepiteliales (astrociticos), juegan una significativa
heterogeneidad histopatologica que los separa en grupos de bajo grado y alto grado en
funcion de su comprotamiento clinico, histopatologico y localizacion . La gradacion
otorgada (Grado I a IV) de acuerdo a la OMS cataloga como grado I a aquellos tumores
con bajo potencial infiltrativo y proliferativo, crecimiento expansivo, con posibilidad de

curacion tras la reseccion quirurgica sola; grado II cuando son de naturaleza



infiltrativa, conservan el bajo potencial proliferativo pero con tendencia a recurrir y
riesgo de progresion a un mayor grado, generalmente alta sobrevida a mas de 5 afos;
grado III ya evidencia de malignidad, mitosis y anaplasia y alta capacidad infiltrativa,
generalmente ameritando radioterapia o quimioterapia adyuvante, su sobrevida
generalmente de 2 a 3 afios tras el diagndstico ; grado IV lesion francamente maligna,
mitoticamente activa, tendencia a la necrosis, cursan con rdpida evolucidon pre y
postquirargica y amplia infiltraciéon a tejido circundante y tendencia a diseminacion
craneoespinal con muerte del mayor porcentaje de estos paciente durante el primer afio
de evolucion tras su diagnostico, respuesta inadecuada al manejo quimioterapéutico
requiriendo terapias muy intensas®’. Los tumores catalogados como de bajo grado
corresponden a los tumores de GI y GII y los de alto grado son los equivalentes a los de

grado Il y IV.

CUADRO CLINICO

La sintomatologia de los astrocitomas esta relacionada con la localizacion, tamafio y
la velocidad de crecimiento **.

Aquellos de crecimiento lento producen efecto de masa sobre estructuras vecinas y
puede llegar a ser demasiado grandes con el tiempo hasta antes de llegar a ser
sintomatico. En cambio los de crecimiento rdpido producen sintomatologia temprana y
la presentan incluso cuando son relativamente pequeiios.

Aunque el cuadro de presentacion depende de la localizacion tumoral, la
presentacion mas comun de las neoplasias intracraneales es la que deriva de un aumento
en la presion intracraneana (PIC) y déficit neurologicos focales. Si los sintomas de
incrementoen la PIC preceden al inicio de signos focales de disfuncion, lo mas probable
es que el tumor se encuentra en ventriculos o en estructuras profundas de linea media.
Si la sintomatologia focal como crisis convulsivas, ataxia, defectos del campo visual,
alteracion de nervios craneales o disfuncion de tractos corticoespinales predominan, es
muy probable que la lesion se origine en estructuras parenquimatosas como hemisferios
cerebrales, tallo cerebral o cerebelo.

La gama de sintomatologia en los tumores intracraneales incluye cefalea,
irritabilidad en nifios pequefios, vomito, alteracién de la marcha y equilibrio, diplopia,

somnolencia, cambios de conducta y personalidad, disminucion en el aprovechamiento



escolar, crisis convulsivas. Los signos que pueden encontrarse son papiledema,
alteracion de nervios craneales, signos de focalizacion de acuerdo al sitio de lesion.

Es meritoria la obtencion de especimen tisular mediante biopsia o reseccion total de
la tumoracion y realizar estudio histopatologico para el diagnostico definitivo,
realizando microscopia de luz, inmunohistoquimica y actualmente estudios
biomeoleculares a fin de definir patrones tanto genéticos como epigenéticos que
pudieran interferir en el prondstico de éstos pacientes y por ende, permitir ofrecer una

terapéutica mas dirigida.

TRATAMIENTO

~El tratamiento es multidisciplinario y depende del grado de malignidad y reporte
histologico y biomolecular. El tratamiento primario estdndar comprende el abordaje
quirtrgico con una reseccion lo mas extensa posible, seguida de radioterapia en aquellos
nifios mayores de 5 afios de edad, asociado con quimioterapia de acuerdo al grado de
malignidad. No se ha logrado tener el impacto esperado en los pacientes con
astrocitoma, sobre todo los de alto grado de malignidad, pues han mostrado
comportamientos atipicos incluso con las terapias especificas més intensivas. .

Una mayor reseccion quirurgica conlleva a una mejor expectativa de vida, pero
existe dificultad para cumplir el criterio oncologico quirurgico de resecar el tumor con
margenes libres de células neoplasicas ya que el tejido adyacente al que se origina el
tumor es tejido funcional con alto riesgo de dejar secuelas funcionales permanentes.
La quimioterapia se ha venido usando cada vez mas en los astrocitomas grado II, pues
por lo general se ha reservado su uso para los pacientes sin respuesta a la cirugia y
radioterapia. La radioterapia precoz tras cirugia en gliomas de bajo grado aumenta el
periodo libre de progresion sin afectar la supervivencia. A los 5 afios de la RT precoz el
55% de los pacientes no presentan progresion frente al 35% de los pacientes tratados de
forma expectante.

La evaluacion y el disefio de diferentes modalidades terapéuticas que apuntan a la
prevencion de la progresion maligna de los astrocitomas y glioblastomas deben basarse
en la estadificacion de los pacientes de acuerdo a su diagnostico genetico.

Para el glioblastoma multiforme, incluso con tratamiento combinado agresivo la
mediana de supervivencia es solo de 12 a 15 meses, con una sobrevida media a los 5

anos inferior al 5%.



PRONOSTICO

~ El grado de malignidad se ha correlacionado con factores como la localizacion,
histologia, edad al momento del diagnostico, capacidad infiltrativa, porcentaje de
reseccion tumoral lograda, respuesta al tratamiento, alteraciones genéticas presentes,
indice de mitosis y proliferacion. Asi, los de bajo grado estan generalmente localizados
en la fosa posterior y los de alto grado situados a nivel supratentorial. La sobrevida
reportada de acuerdo a localizacion ha sido de 82% y 66% a 1 y 5 afios respectivamente
en los supratentoriales, de 100% y 80% a 1 y 5 afios los de ubicacion infratentorial y
los de tallo cerebral con sobrevida a un afio de 76% y a cinco afios de 34%. Las
defunciones que se reportan son en su mayor nimero astrocitomas de alto grado y de
localizacion en tallo cerebral; en 41% han ocurrido durante los primeros doce meses tras
el diagnostico.' En cuanto a los astrocitomas de alto grado, el grado de reseccion
quirtirgica se convierte en el factor clinico prondstico més importante,
independientemente de otros factores; con mejor prondstico cuando se someten a una
reseccion completa o de més del 90% del tumor *.

Es necesario conocer la cinética celular, factores biomoleculares intimamente
ligados a ésta, tanto para proliferacion como para muerte celular, por lo cual, el
entendimiento del rol de moléculas como p53 es de vital importancia para saber si
influyen en el comportamiento bioldgico de estas células tumorales y el prondstico de
éstos pacientes, que a la vez nos permitiran dar esquemas de QT mas o menos

3334
agresivos ~



JUSTIFICACION

En el grupo de pacientes con astrocitoma se han identificado factores prondsticos
que hacen que aquellos de alto grado ameriten manejos mas agresivos. Estos factores
han sido considerados para ajustar tratamientos; sin embargo, la sobrevida que se ha
logrado en el grupo de pacientes de alto grado es de 56% a 24 meses, por lo cudl se
requiere profundizar en el estudio del comportamiento bioldgico molecular de esos

pacientes para brindar terapias mas dirigidas y mejorar la sobrevida global.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA / PREGUNTA DE INVESTIGACION

Los astrocitomas son los tumores cerebrales mas frecuentes en la edad pediatrica y
su comportamiento bioldgico y molecular ha sido poco estudiado en esta poblacion.
Algunos marcadores se asocian con la sobrevida y respuesta al tratamiento de éste tipo
de tumores.

(Existe correlacion entre la sobreexpresion de p53, la histologia y la sobrevida de

los pacientes con astrocitoma?



HIPOTESIS (GENERAL / ESPECIFICAS)

- Aquellos pacientes que sobreexpresan p53 tendran una sobrevida 30% menor

que aquellos que no lo sobreexpresan.

- Agquellos pacientes que sobreexpresen p53 se asocian al menos en un 50% con

histologia de alto grado.

OBJETIVOS (GENERAL/ESPECIFICOS)

GENERAL

- Determinar si existe asociacion entre la sobreexpresion de p53 con la sobrevida

de pacientes con astrocitoma de bajo y alto grado

- ESPECIFICO:

1. Determinar si existe asociacion entre la sobreexpresion de p53 con la sobrevida
global .

2. Determinar si existe asociacion entre la sobreexpresion de p53 con la histologia
tumoral (alto o bajo grado).

3. Determinar si existe asociacion entre la sobreexpresion de p53 con la

localizacion del tumor.



MATERIAL Y METODOS

LUGAR DONDE SE DESARROLLO EL ESTUDIO
Hospital de Pediatria CMN SXXI, Servicio Oncologia Pediatrica

Laboratorio de Investigacion de Tumores del Sistema Nervioso Central

DISENO / TIPO DE ESTUDIO

Ambilectivo, longitudinal, observacional, comparativo
A través de una cohorte que se dividid y compard en funcién de la

expresion de p53

UNIVERSO/POBLACION DE ESTUDIO

Pacientes con astrocioma de alto y bajo grado diagnosticados en el

Hospital de Pediatria entre el 01 enero 1995 y 31 diciembre de 2009.

CRITERIOS SELECCION

INCLUSION

Pacientes con diagnostico de certeza por Patologia de astrocitoma
realizado durante un periodo comprendido entre 01 enero 1995 y 31
diciembre de 2009.

Pacientes de cualquier sexo menores de 18 afios de edad

Pacientes que no hayan recibido ningln tratamiento al momento de
tomarse la muestra de tejido tumoral.

Pacientes con expediente completo de tal forma que se puedan obtener
datos de seguimiento de curso clinico.

Pacientes con los que se cuente con bloque de parafina o muestra de
tejido tumoral en fresco

Pacientes que hayan completado tratamiento en ésta unidad o hayan

tenido seguimiento al menos durante 6 meses.



ELIMINACION

e Pacientes pediatricos con diagnostico histopatologico de astrocitoma que
no cuenten con bloque de parafina o tejido fresco para realizacion de
inmunohistoquimica

e Muestra tumoral insuficiente para realizacion de inmunohistoquimica

e Muestra tumoral inapropiada para realizacion de inmunohistoquimica

- TAMANO DE MUESTRA

e Todos aquellos pacientes diagnosticados con tumor de SNC de enero

1995 a diciembre 2009 especificamente astrocitoma

- TIPO DE MUESTREO
e No probabilistico



VARIABLES

. ESCALA
VARIABLE TIPO DE DEFINICION | DEFINICION DE CATEGORIA
VARIABLE | CONCEPTUAL | OPERATIVA MEDICION
(Universal) | Tiempo Edad Cuantitativa: Meses
Independiente | transcurrido  a | cumplida en | Continua
EDAD partir del | afios al
nacimiento de | momento del
un individuo ¢ | diagndstico
tiempo de vida
en anos
Universal Conjunto de | Aspecto Cualitativa: Masculino
caracteres fenotipico que | Nominal
organicos que | distingue  al Femenino
SEXO diferencian  a | niflo en
una especie en | hombre y
macho y | mujer
hembra/
hombre-mujer
Independiente | Categorizacion | Determinacion | Cualitativa
del tumor segun | de las Nominal - Gradol
caracteristicas caracteristicas
de acuerdo a la | de - Grado Il
clasificacién de | malignizacion - Grado III
la OMS con - Grado IV
clasificacion
HISTOLOGIA de la OMS
mediante GI 'Y GII : Bajo Grado
visualizacion
miroscopica GII y GIV : Alto
directa de las Grado
laminillas
obtenidas de
las piezas
quirurgicas
Independiente | Sitio anatomico | Determinacion | Cualitativa: | 1.Supratentorial
de origen del | de la situacion Nominal - Hemisferio
astrocitoma anatomica que Cerebral
LOCALIZACION ocupa el - Talamo
tumor
mediante TC o - Quiasma
IRM 2. Infratentorial
3. Tallo Cerebral
Independiente | Distribuciéon de | Determinacion | Cuantitativa | (Porcentaje de células
SOBREEXPRESION las células p53 | mediante discreta p53 positivas)
DE P53 positivas dentro | tincién por - Mis del 50%
de la muestra | inmunohisto-

de




tomada para | quimica de las células/campo
laminilla muestras  en con tincion
dirigida por | laminilla. nucelar
medio de Ac positiva
monoclonal
contra el
epitope de p53
Dependiente | tiempo que | Tiempo que | Cuantitativa | Meses
transcurre desde | transcurre Continua
el diagndstico | desde el
de astrocitoma | diagnostico
bta e s
GLOBAL

demuestra  su
curacion
determinada por
la ultima
consulta de
vigilancia

tiempo a la
ultima cita




ANALISIS ESTADISTICO

* DESCRIPTIVO: Para las variables cuantitativas continuas se utilizaron
medidas de tendencia central y valor minimo y méaximo 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

* INFERENCIAL: Para las variables cualitatitivas se utilizaron la moda y
frecuencias simples. Se realizaron curvas de sobrevida global a 1,5 y 10 afios con el
método para determinar porcentaje de sobrevida por grupos, en aquellos que

sobreexpresaron y los que no sobreexpresaron p53.

- CAPTURA DE DATOS Y PACIENTES

Se captur6 a aquellos pacientes con diagndstico de Astrocitoma a través de los
reportes histopatologicos emitidos durante el periodo de enero 1995 a diciembre
2009, de donde se partié para la busqueda de expedientes clinicos de los mismos en
el Hospital de Pediatria CMN SXXI.

La informacion se obtuvo a partir de los datos plasmados en los expedientes
clinicos con busqueda dirigida de datos como la edad al momento del diagnostico,
volumen tumoral basal (pre y postquirirgico), asi como los volimenes tumorales
tras 4 cursos de quimioterapia y tras la radioterapia, la localizacion del tumor,
reporte de histopatologia, fechas correspondientes al diagndstico, a la recidiva y de
la Gltima consulta registrada.

Se realiz6 busqueda de los bloques de parafina, asi como los tejidos conservados
en congelacion del tejido tumoral del banco de tumores del laboratorio de
investigacion de tumores cerebrales y se realizo el estudio de inmunohistoquimica

para determinacién de la expresion de p53 y su cuantificacion.



METODOLOGIA DE DETERMINCION DE LA EXPRESION DE p53

Luego de la captura de todos aquellos pacientes con diagnostico de astrocitoma por
Patologia, se buscaron expedientes y se recolectd informacion sobre edad al
diagnostico, sexo, localizacion de tumor, fecha de diagnostico, quimioterapia utilizada,
dosis de RT en aquellos casos en que se utilizd, fecha de recidiva en caso de
presentarse y estado actual del paciente, obteniendo con ello el periodo libre de
enfermedad y sobrevida global.

Se realiz6 mediante técnica de inmunohistoquimica la determinacion de expresion
de p53 en la células de tejido tumoral conservado en los bloques de parafina y tejido
fresco en congelacion, los primeros fueron del servicio de Patologia de éste hospital, en
tanto que los segundos, se encontraban en mantenimiento en el laboratorio de
investigacion de tumores del SNC.

La técnica de inmunohistoquimica se realizé con registro de los siguientes datos:
nimero de biopsia o pieza quirargica, nombre del anticuerpo a detectar y nombre del
médico solicitante. Se buscd un bloque con un control positivo (testigo) al anticuerpo
para p53, en nuestro caso se utiliz6 como testigo cancer de mama. Se realizaron los
cortes histologicos de los bloques de parafina, de un grosor de 4 micras, éstos montados
en laminillas tratadas con poli-l-lisina y en una sola laminilla se colocaron el caso y el
testigo. Previa desparafinacion de las laminillas a 60°C durante 30 minutos, colocacion
posterior en xilol y etanol, se realiz6 la hidratacion de los bloques de parafina.
Posteriormente se realizd la recuperacion de epitopes, mediante el proceso de
desenmascaramiento de epitopes, con solucion de desenmascaramiento de citrato de
sodio (Diva Decloaker 10X’, Biocare Medical, DV 2004MX, Preparacién a 1X"). Se
procedié a realizar  inmunotincién mediante el sistema de biotina-estreptavidina -
peroxidasa, en la que se incubo el anticuerpo primario anti-p53 (de ratén antihumano,
CLONA DOQO7), el anticuerpo secundario biotinilado (DAKO BIOTINYLATED LINK
UNIVERSAL, REF K0690) y se aplico el complejo estreptavidina-peroxidasa con 4
moléculas de peroxidasa para amplificar la sefial (DAKO ESTREPTAVIDIN-HRP,
REF K0690), posteriormente se reveld con cromdgeno 3,3 D-aminobendicina (DAB)
(BIOCARE MEDICAL, DAB CHROMOGEN KIT, REF DB801L). Realizando una
contratincion con hematoxilina de Gill por un lapso de 3 minutos y deshidratacion
nuevamente de las muestras, se realizd lectura al microscopio de luz. Se considerd
como sobreexpresion cuando mas del 50% de las células por campo de los los campos

estudiados mostraron inmunorreactividad nuclear positiva.



La lectura de las laminillas se realizd por un solo observador, el cual se encontro

cegado al reporte histopapoldgico y evolucion del paciente.

Fig. 1 TINCION NUCLEAR POSITIVA (EXPRESION P53) COLOR CAFE

TABACO

RECURSOS MATERIALES

Bloques de parafina con tejido tumoral
Tejido tumoral en congelacion
Expedientes clinicos del HP

Hojas blancas, computadora, impresora
Para inmunohistoquimica:

Agitador octagonal magnético
Canastilla de acero inoxidable con
capacidad para 30 portaobjetos
Coverplates

Crioviales de 2 ml con tapa rosca
externa

Embudo de cuello corto de vidrio o
plastico

Frascos dmbar y transparentes de boca
ancha  esmerilada de  diferentes
volumenes 100, 250 y 500 ml

Matraz volumétrico de diferentes
volimenes (50, 100, 250, 500 y 1000
ml)

Olla de presion para microondas



papel filtro del #3

Pinzas para cirujano

Pipetas graduadas de diferentes
volimenes (1,5 y10 ml)

Pisetas de 100 y 500 ml

Portaobjetos de 25X75 mm con pantalla
esmerilada tratados con poli-I-lisina

Probeta graduada de diferentes
volumenes (50, 100, 250 y 1000 ml)
Puntas para micro pipetas

Rack (bastidores)

Tubos de ensayo de 12 X 75 mm

Tubos para micro centrifuga de 0.6 y
1.7 ml

Vasos de coplin de plastico y vidrio con
capacidad para 9 portaobjetos

Vasos de precipitados de 50, 100, 500 y
600 ml

Vasos de tincién de 500 ml

Agua destilada

Anticuerpo monoclonal primario anti-
p53 de ratén antihumano, CLONA DO7
H202 al 0.9%

H202 al 30%

Kit de cromogeno DAB

Kit de cromogeno Nueva Fucsina

PBST 1,10X

Sistema de deteccion de proteinas para
[HQ Biotina-Estreptavidina/Peroxidasa
Solucion de desenmascaramiento 1x°,
10X’

Solucion de Hematoxilina de Gill

TBST 1x’, 10X’



RESULTADOS

Se incluyeron un total de 35 pacientes; 18 fueron nifias (51.4%) y 17 nifios, con una
relacion mujer : hombre de 1.05:1. La media de edad al momento del diagndstico fue de
70.4 meses (16-192 meses). Solo 4 pacientes fueron menores de 3 afos de edad. Con
respecto a la localizacion, 12 (34.3%) fueron supratentoriales , 23 pacientes (65.7%)
con localizacion infratentorial; de los cuales, 13 (56.5%) fueron cerebelosos y 10
(43.5%) se albergaron en tallo cerebral.

De acuerdo al grado de malignidad, 23 pacientes (65.7%) cursaron con astrocitoma
de bajo grado, 12 pacientes (34.3%) fueron de alto grado, de los cudles, 9 (75%) fueron
astrocitoma anaplasico y 3 (25%) fueron glioblastoma multiforme.

De los pacientes incluidos, 21 (60%) se encuentran ain vivos; con un 64% de los
hombres vivos Vs 55% de las ninas ( p=0.418). La media de supervivencia de todo el
grupo fue de 32 meses (2-169 meses). De acuerdo a la edad, solo el 25% de los
pacientes menores a 36 meses estan vivos, en comparacion con el 64.5% de aquellos
mayores de 3 afos de edad ( p=0.165).

La mortalidad segun la histologia fue 6 pacientes con astrocitoma de bajo grado
(26%). Cinco pacientes con astrocitoma anaplésico (55.5%) y 3 pacientes (100%) con
glioblastoma multiforme ya murieron (p=0.026).

Un 50% de los pacientes con localizacion supratentorial murieron, comparado con
un 38.4% de aquellos con localizacion infratentorial y 30% de los de localizacién en
tallo cerebral ( p=0.628).

Al realizar la inmunohistoquimica encontramos que 23 pacientes (65.7%) fueron
negativos para la sobreexpresion de p53; de los cuales, 16 (69.5%) estan actualmente
vivos Vs 41.6% de aquellos con sobreexpresion de p53 positiva (p=0.109)

Dos de los 3 pacientes (66.6%) con glioblastoma multiforme, sobreexpresaron p53,
mientras que solo 3 de los 9 pacientes (33.3%) con astrocitoma anaplasico y 7 (30.4%)
pacientes con astrocitoma de bajo grado fueron positivos para la sobreexpresion de
p53.(p=0.460)

Tras un andlisis de regresion multiple, se encontrd que solo una edad menor a 3 afios
(p=0.39) y la histologia de alto grado (astrocitoma anapldsico y glioblastoma
multiforme) (p=0.006) fueron predictores independientes de sobrevida.

La sobrevida de acuerdo al método de Kapplan Meier para los pacientes que no
sobreexpresaron p53 fue de 69.5% a 120 meses contra 40% a 120 meses para aquellos
con sobreexpresion de p53 (Log Rank test p=0.2189)

El riesgo (OR) de desarrollar glioblastoma multiforme cuando existe sobreexpresion
de p53 es de 4.4 (0.356 —54.36).



PACIENTE EDAD SEXO LOCALIZACION HISTOLOGIA EXPRES ESTADO
AL DX ION P53 ACTUAL

1 16 M SUPRATENTORIAL BAJO GRADO 4 MUERTO

2 36 M SUPRATENTORIAL GLIOBLASTOMA + MUERTO
MULTIFORME

3 56 M SUPRATENTORIAL GLIOBLASTOMA 4 MUERTO
MULTIFORME

4 61 H INFRATENTORIAL ANAPLASICO + MUERTO

S| 91 H TALLO CEREBRAL BAJO GRADO 4 VIVO

6 82 H SUPRATENTORIAL ANAPLASICO + MUERTO

7 150 M SUPRATENTORIAL BAJO GRADO 4 VIVO

8 31 H INFRATENTORIAL BAJO GRADO + MUERTO

9 54 M INFRATENTORIAL BAJO GRADO 4 VIVO

10 31 H INFRATENTORIAL BAJO GRADO + VIVO

11 45 M TALLO CEREBRAL ANAPLASICO 4 MUERT

12 92 F TALLO CEREBRAL BAJO GRADO + VIVO

13 60 H INFRATENTORIAL BAJO GRADO - MUERTO

14 48 H SUPRATENTORIAL BAJO GRADO - VIVO

15 31 M TALLO CEREBRAL BAJO GRADO - VIVO

16 40 M SUPRATENTORIAL GLIOBLASTOMA - MUERTO
MULTIFORME

17 192 H TALLO CEREBRAL ANAPLASICO - VIVO

18 61 H TALLO CEREBRAL ANAPLASICO - VIVO

19 87 M TALLO CEREBRAL BAJO GRADO - VIVO

20 46 F TALLO CEREBRAL BAJO GRADO - VIVO

21 58 H TALLO CEREBRAL ANAPLASICO - MUERTO

22 39 F SUPRATENTORIAL BAJO GRADO - MUERTO

23 85 H TALLO CEREBRAL ANAPLASICO - MUERTO

24 36 F INFRATENTORIAL BAJO GRADO - MUERTO

25 103 H SUPRATENTORIAL BAJO GRADO - VIVO

26 69 F INFRATENTORIAL BAJO GRADO - MUERTO

27 132 H SUPRATENTORIAL BAJO GRADO - VIVO

28 149 H INFRATENTORIAL BAJO GRADO - VIVO

29 51 F INFRATENTORIAL BAJO GRADO - VIVO



30

31

32

33

34

35

38

144

66

86

38

62

SUPRATENTORIAL

SUPRATENTORIAL

INFRATENTORIAL

INFRATENTORIAL

INFRATENTORIAL

INFRATENTORIAL

BAJO GRADO VIVO
BAJO GRADO VIVO
BAJO GRADO VIVO
BAJO GRADO VIVO
ANAPLASICO VIVO
ANAPLASICO VIVO
m P53 POSITIVO

P53 NEGATIVO



70.00%
60.00%
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%

10.00%
0.00%

BAJO GRADO

ANAPLASICO
GLIOBLASTOMA
MULTIFORME

Tabla I. Factores Riesgo de Muerte en
Nifios con Astrocitoma

OR 95% Intervalo de Confianza
Sexo (Mujer) 1.165 0.677 2.003
Edad (<36meses) 2.114 1.01 4.424
Histologia 2.217 0.961 5.117
(Astrocitoma
anaplasico o
Glioblastoma
Multiforme)
Localizacion 1.467 0.516 4.17
(Tallo Cerebral)
P53 1.67 0.811 2.193
(Sobreexpresion)

*Fisher exact test
**Chi square test

m HISTOLOGIA

P=
0.418*

0.165*
0.026**

0.109*

0.315%



TABLA II. Analisis de Regresion Multiple

Unstandaridized Coefficients Unstandaridized t Sig.
Coefficients
B Std. Error Beta

Sexo (Mujer) ,068 ,155 ,069 ,435 ,667
Edad (<36meses) -,535 ,248 -,348 -2,161 ,039
Histologia
(Astrocitoma anaplasico

. ,495 ,168 479 2,947 ,006
o Glioblastoma
Multiforme)
Localizacion
(Tallo Cerebral) -,084 ,184 -,078 -,457 ,651
P53 (Sobreexpresion) ,112 ,159 ,114 ,700 ,490

Dependent Variable: Status (deceased)




DISCUSION

Aunque se han probado diferentes abordajes terapéuticos alrededor del mundo para
mejorar la sobrevida a largo plazo en pacientes pediatricos con gliomas malignos, esta
no excede el 60%. Es bien conocido que tumores histologicamente idénticos tienen
diferentes comportamientos bioldgicos y muestran distintos marcadores biologicos lo
que sugiere que estos tumores son un grupo heterogéneo de la misma enfermedad

El conocimiento de los diferentes mecanismos biologicos implicados en el
crecimiento y progresion tumoral alienta hacia un mejor sistema de estratificacion. La
separacion en grupos de riesgo de acuerdo a marcadores moleculares permitira
realizaciéon de nuevos protocolos terapéuticos, con intensificacion de tratamientos
quimio y radioterapéuticos para aquellos pacientes ubicados en el grupo de alto riesgo,
permitiendo dar tratamientos menos toxicos a aquellos pacientes de grupos de bajo
riesgo. Adicionalmente, el identificar marcadores moleculares puede conducir al
desarrollo de drogas dirigidas, lo que, en combinacion con la QT y RT puede ofrecer a
los pacientes con astrocitoma y glioblastoma un mejor prondstico.

La importancia de identificar células de iniciacion en tumores cerebrales es que
ofrece conocimiento acerca de la fisiopatologia en pacientes pedidtricos con tumores
cerebrales, provee una nueva vision o idea de los mecanismos de resistencia de los
tejidos cancerosos a los tratamientos actuales, identificando nuevos blancos celulares
para el tratamiento.

La sobreexpresion de p53 en gliomas pediatricos malignos ha sido previamente
reportada por Pollak et al y Ganigi PM et al. Aunque En nuestra serie, la prevalencia de
la sobreexpresion de esta proteina fue ligeramente mas baja que la reportada por Ganigi,
esta es similar a la reportada por Pollack (34% vs 53.7% y 35.6% respectivamente),
confirmamos que el hallazgo de ambos autores que los pacientes con sobreexpresion de
p53 presentan un peor pronostico (en nuestra serie, 69% en aquellos nifios que no
expresan p53 estan vivos Vs 40% de los que sobreexpresan p53). Nuestro porcentaje de
sobrevivencia es mayor que el reportado por el Children’s Cancer Group en el 2002
(44% y 17% respectivamente) y puede deberse a los diferentes protocolos
quimioterapéuticos y de radiacion, con una distribucion desigual de astrocitomas de
bajo grado y glioblastomas malignos en ambas muestras.

En contraste con Pollack et al, encontramos que los nifios por debajo de 4 afios de
edad no sobreexpresaron p53 de una manera menos frecuentes que los mayores de 4
anos (44% vs 30% respectivamente). De manera similar, edades menores a 3 afios
continllan siendo una variable independiente importante, como estos nifios no pueden
recibir RT durante su tratamiento por el riesgo de importante dafio neuroldgico con la
radiacion en un cerebro en desarrollo.

La asociacion entre sobreexpresion de pS3 y la histologia tumoral ha sido también
previamente identificada, siendo mucho mas frecuente en glioblastomas que en
astrocitomas anaplasicos o gliomas mixtos. En nuestra serie, encontramos un riesgo 4.4
veces mayor de tener glioblastoma multiforme si se sobreexpresa p53, aunque estos
resultados deben ser tomados con cautela por el pequefio nimero de muestra.

Aunque la sobreexpresion de p53 no fue estadisticamente significativa, significancia
clinica, pues aquellos pacientes que la mostraron tuvieron una sobrevida menor, siendo
en aquellos que sobreexpresaron la proteina p53 28% menor comparada con los que no
la sobreexpresaron.

Se intent6 hacer un anélisis de la evolucion del paciente tras la reseccion quirtrgica,
asi como luego de haber recibido quimioterapia y/o radioterapia, sin embargo, se cuenta
con informacién insuficiente e incompleta en los expedientes, pues algunos paciente



cuentan con registro del tamafio tumoral determinado mediante estudio tomografico
antes de la cirugia o QT 6 RT pero no se registran mediciones en su seguimiento por lo
que no fue posible hacer el analisis y para poder evaluar si la respuesta al tratamiento
también se asocia a la sobreexpresion de p53.
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ANEXO 1

‘ INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

E SEGURIDAD Y SOLIDARIDAD SOCIAL

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

México DF,a__ de de 2009

Por medio de la presente autorizamos que nuestro hijo(a)
participe en el proyecto de
investigacion titulado “CORRELACION DE LA EXPRESION DE p53 CON LA
RESPUESTA AL TRATAMIENTO Y SOBREVIDA DE PACIENTES CON
ASTROCITOMA", que ya fue registrado ante la Comision Nacional de Investigacion
Cientifica del IMSS con el numero

El objetivo del estudio es determinar si existe asociacion entre la expresion de pS3
con la sobrevida de pacientes con astrocitoma de bajo y alto grado, asi como con la
sobrevida global y libre de progresion. Tambien se pretende determinar sin la expresion
del gen supresor de tumores p53 influye en la respuesta al tratamiento y si existe
asociacion entre su expresion con el patron de histologia tumoral, asi como con la
localizacion.

Se nos ha explicado sobre el tipo de participacion que se requiere, se me informa que
se requiere estudiar el tejido ya obtenido del astrocitoma extirpado a mi hijo y que se
mantiene en bloques de parafina 6 en el banco de tejidos tumorales del hospital de
Pediatria, con el objetivo de realizar en este técnicas de biologia molecular, como la
inmunohistoquimica en busqueda de la expresion del gen supresor de tumores p53.
Entendemos que el estudio no implica ya mayor abordaje o invasion a nuestro hijo, pues
se utilizara el tejido ya obtenido durante la cirugia.

Los investigadores responsables se han comprometido a aclarar cualquier duda que
tengamos sobres los procedimientos que se llevaran a cabo, los riesgos, beneficios o
cualquier otro asunto relacionado con la investigacion o con el tratamiento de nuestro
hijo(a).

Hemos sido informados de que la participacion en el estudio es voluntaria y
podemos retirar a nuestro hijo(a) en cualquier momento, incluso aunque ya hayamos
firmado esta carta, y sin que esto repercuta en la atencion médica que recibimos del
IMSS. De la misma manera, se nos ha ofrecido que la informacion derivada del estudio
sera confidencial.

Entendemos que por el momento nuestro hijo(a) tal vez no tenga ningun beneficio
directo de este estudio, pero que si los resultados finales son como se esperan, se podria
contar con un nuevo abordaje diagnostico y una nueva modalidad terapcutica que
mejore el pronostico de los pacientes con astrocitoma.

Objetivo del Estudio: Determinar si la expresion de la molécula de p53 en los
astrocitomas de pacientes pediatricos se asocia con el prondstico de éstos



Atentamente.

Nombre y firma del Padre Nombre y firma de la Madre
o0 tutores o representantes legales

(Testigo) (Testigo)

Investigador principal Investigador Asociado
Dr. Javier Enrique Lopez Aguilar
Unidad de Investigacion Médica en Tumores
de Sistema Nervioso Central
Hospital de Pediatria. CMN SXXI.

Tel. 56 27 69 00 Ext. 22500



ANEXO 2

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

CORRELACION DE LA EXPRESION DE p53 CON LA RESPUESTA AL
TRATAMIENTO Y SOBREVIDA DE PACIENTES CON ASTROCITOMA

Folio

Nombre

Filiacion

Edad : Afos Meses

Sexo Masculino () Femenino( )
Diagnostico
PQ

Localizacion

Fecha de diagnostico

Edad al diagnostico

Fecha de ultima cita

Fecha de recaida

Fecha de defuncion

Causa de defuncidn:

Sobreexpresion de p53 :

Positiva () Negativa ()
QT recibida
Radioterapia si( ) No( )

Numero de sesiones Gy




	Portada
	Índice
	Texto 

