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ASOCIACION DE LA EXPRESION DE CD133 (PROMININ-1) CON EL PRONOSTICO DE
ASTROCITOMAS EN POBLACION PEDIATRICA

RESUMEN

El cdncer cerebral en la edad pediatrica ocupa el primer lugar de todas las tumoraciones solidas,
los astrocitomas representan el 60% de los casos. El cdncer se origina de células troncales que se
marcan positivamente con CD133, y su expresidn se ha asociado con mal prondstico en el glioma
de los adultos, sin embargo, el comportamiento molecular de los gliomas de los adultos y nifios es
diferente y no existen reportes de la asociacion de CD133 con el prondstico de esta tumoracién
en pacientes pediatricos. Por otro lado CD133 se ha relacionado con la angiogénesis tumoral.
Realizamos un estudio ambispectivo, observacional, longitudinal y comparativo. Se incluyeron
casos con diagndstico de astrocitoma de cualquier grado entre 1995 y 2008, que recibieron
tratamiento estandar, se recopilé informacidn clinica y se obtuvieron muestras tumorales previo
al tratamiento de bloques de parafina para fines diagndsticos de los cuales se tomdé una muestra y
se realizd inmunohistoquimica (CD133 Cell Signaling clona C24B9). Se encontraron 30 casos que
cumplieron con los criterios de inclusiéon, hombres 50% de la muestra, mediana de edad 78.8
meses (rango 16-192), menores de tres afos 10%, histologia: bajo grado 70%, astrocitoma
anaplasico 20%, glioblastoma multiforme 10%; inmunohistoquimica positiva para CD133 14 casos
con tincién membranal y citoplasmatica. Los tumores de alto grado fueron positivos para CD133
en 66.6% de los casos mientras que los de bajo grado 52% (p=0.240). La sobrevivencia del grupo
CD133+ fue 22.5% menor que la del grupo CD133- (Log Rank Test 0.2749). Los astrocitomas en
nifios que muestran expresion de CD133 tuvieron menor sobrevida aunque no hubo significancia
estadistica debido a que la heterogeneidad de la muestra, se observan diferencias de la expresién
de CD133 en los diversos grados de los tumores, siendo mayor en los de alto grado. Los tumores
CD133 positivos deberian recibir tratamientos mas agresivos que incluyan antiangiogénicos.



ANTECEDENTES

Los tumores del sistema nervioso central (SNC), son los tumores sélidos mas comunes en la
infancia. En nuestro pais representan el 10% de los canceres infantiles (incluyendo leucemias y
linfomas), y para nuestro hospital el 6.1% de los egresos hospitalarios”.

Los astrocitomas son los tumores del sistema nervioso central (SNC) mas comunes®. Actualmente,
la OMS utiliza una escala de grados para clasificarlos (Grado I, II, Il y IV) en funcién de la conducta
bioldgica, conforme avanza el grado el tumor es mas agresivo® *, ademas con esta clasificacion se
predice respuesta al tratamiento y prondstico”.

El prondstico de los astrocitomas grado IV, en series que contienen pacientes pediatricos y
adultos, la supervivencia media raramente excede los 12 meses>*. Un estudio realizado en el
Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI, en astrocitomas de alto grado, en el
que se utilizé quimioterapia (ifosfamida, carboplatino y etopdsido) previo a la radiacidn, consiguid
supervivencia global a 60 meses del 67% de los casos y libre de enfermedad del 56% °.

Astrocitomas de bajo grado.

Los astrocitomas de bajo grado (Grado | y Il de la OMS) representan el 11% de los tumores
primarios del SNC. Algunos de éstos pueden desarrollar una diferenciacion maligna con el paso del
tiempo y dar lugar a glioblastomas secundarios (lesiones grado IV); existe progresién en 50 a 70%
de los gliomas de bajo grado para transformares en alto grado®. Aunque de forma tipica son mas
indolentes que sus contrapartes de alto grado, pueden asociarse con discapacidad neuroldgica y
muerte. Tienen una supervivencia media de 5 a 7 afios de 95%°, con variacién individual
importante.

Las opciones de manejo incluyen cirugia, seguida de radioterapia y una aproximacion
conservadora de “esperar y vigilar”. Respecto al prondstico de los astrocitomas de bajo grado
existen varios factores: la histologia del tumor, las alteraciones genéticas (pérdidas alélicas de
cromosomas 1p y 19q), y la presentacion clinica (mejor si al diagnéstico hay déficit neurolégico, si
la presentacién es con crisis convulsivas) >’.

Astrocitomas de alto grado.

Los astrocitomas de alto grado (grado Il y IV de la OMS) son cdnceres con alta letalidad,
representan el 5% de los tumores del SNC. Aparecen como lesiones de forma irregular con
reforzamiento parcial al contraste y edema peritumoral y pueden cursar o no con efecto de masa®.
Los tratamientos actuales incluyen cirugia, quimioterapia y radiacién’. Con esta aproximacion
terapéutica se ha alcanzado, en nifios, supervivencia global del 67% a 60 meses y libre de
enfermedad de 56% en el mismo lapso en nuestro hospital’. Con la utilizacién de drogas
antiangiogénicas en esquemas metrondmicos en pacientes pediatricos, se observa reduccion
significativa del volumen tumoral (20cc a 8.7cc (p<0.05)) e incremento significativo de la
supervivencia a 24 meses (supervivencia actuarial de 71.59%), los pacientes bajo este tratamiento
mejoran su calidad de vida (Karnofsky de 50 a 70%). Este tratamiento incrementa la tasa de



supervivencia en pacientes pediatricos con astrocitomas malignos de tallo cerebral provocando
poca toxicidad’.

El factor prondstico favorable mas importante es la reseccidn radical (mas del 90%), sin embargo,
solo el 49% de los tumores localizados en los hemisferios y el 8% de los de linea media o cerebro
profundo son susceptibles de reseccién radical®.

Se conoce que en adultos la carcinogénesis del glioblastoma multiforme sigue dos rutas bien
establecidas (GBM secundario, a partir de un astrocitoma de bajo grado que expresa alteraciones
en p53, y el primario que exhibe mutaciones principalmente en EGFR). Sin embargo, el
comportamiento molecular de los tumores cerebrales en los nifios es diferente, por ejemplo,
aunque los gliomas de alto grado de adultos sobreexpresan la proteina EGFR, la amplificacion del
gen es rara en ninos. Es por ésta razén que las observaciones obtenidas de los glioblastomas
multiformes en adultos no son extrapolables a la poblacién pediatrica®®.

La estratificacion por riesgo es muy importante. El analisis del riesgo puede diferenciar a los
pacientes en un grupo que requiera tratamiento agresivo de un grupo de bajo riesgo para el que
es suficiente un protocolo terapéutico de menor agresividad®. Se ha demostrado bajo este
enfoque que existen dos grupos de glioblastoma multiforme pedidatrico, uno asociado con la via
de activacién de Akt y Ras, que tiene un prondstico muy malo y exhiben genes relacionados a la
proliferacién, y que tiene un fenotipo similar a célula troncal que esta asociado con indices de
proliferacién mas acelerados® y por lo tanto peor prondstico.

Origen del cancer.

Sélo pocas células atipicas dentro de la masa tumoral son responsables del crecimiento vy
recurrencia de algunos cdnceres cerebrales. La evidencia indica que estas células son células
troncales peculiares, transformadas a tipo celular de sistema nervioso central, con habilidad de

iniciar cancer, una célula tumoral cerebral troncal®®.

Las células troncales tienen las capacidades que requieren las células para ser cancerosas''*%:

evadir la apoptosis; ser autosuficientes en sefiales de crecimiento; ser insensibles a sefales que
limitan crecimiento; promover angiogénesis sostenida; tener potencial replicativo ilimitado y tener
capacidad de invasién tisular y metéstasis™.

El marcador de células troncales CD133 se describié en células humanas hematopoyéticas™*™ y

células neuroepiteliales murinas y posteriormente en varios epitelios embrionarios, endotelio,

1617 Sy funcién es desconocida, pero se reconoce como

células linfangiogénicas y mioangiogénicas
marcador de células troncales de tejidos normales y cancerosos. Actualmente se utiliza solo o en
combinacion con otros marcadores para aislar células troncales de varios tejidos, como médula
14-15 18-19 23-24 y pieIZS

gue sugieren que este marcador podria tener relacién con la carcinogénesis por dos vias, la

6sea* ™, cerebro™®™®, rifion?, préstatau, higadozz, pancreas . Se han observado datos

tumorigénesis y la angiogénesis.



CD133 y cancer de Sistema Nervioso Central.

Las células tumorales CD133+ son tumorigénicas. Singh 2003, describid in vitro que las células
CD133+ de un glioblastoma multiforme son capaces de generar esferas tumorales y cdncer
xenografico fenotipicamente igual que el del paciente del que se obtuvieron estas células.

Las células troncales CD133+ son capaces de generar vasos sanguineos, y se sabe que la
angiogénesis es uno de los determinantes indispensables para la carcinogénesis®™. Este fenémeno
depende del crecimiento de vasos preexistentes y la movilizacién, reclutamiento, proliferacién de
células progenitoras endoteliales derivadas de médula 6sea (CEP) **?”%. Se sabe que CD133 es un
marcador de células angiogénicas derivadas de médula y se han observado en cancer de pulmén®,

mama*’, colorrecto®**?
33-34

y prostata, de metastasis dseas, desérdenes mielodisplasicos, mieloma
multiple y hemangiomas infantiles®. Se ha descrito que las células CD133 de un tumor son
capaces de sufrir diferenciacion hacia células endoteliales asegurandole al tumor los elementos

nutricios para su crecimiento®.

La expresion de CD 133 se ha correlacionado con mal prondstico en varios tipos de cancer:
~ - . . 1 . 2
colorrectal’’®®,  hepatocelular’®*°, neuroblastoma®, oligodendroglioma®, pancreas* vy

melanoma®®. También se correlaciona su expresidn con la radiosensibilidad de algunos tumores*.

Se ha estudiado la expresion de CD133 en astrocitomas de adultos un estudio realizado en 95
pacientes con glioma se observé que en los tumores de bajo grado (OMS II, n=24) la expresidon no
es detectable o se expresa solo en 1% de las células que constituyen el tumor. En tumores de
mayor grado como gliomas anaplasicos (OMS Ill, n=24) y glioblastomas (OMS IV, n=47) la
proporcién de tumores positivos para CD133 en >1% del volumen tumoral fue de 38% para grado
Il y 96% para grado IV, ademas con mayor grado de malignidad, el agrupamiento de células
CD133+ alrededor de los vasos fue mds frecuente (33% en grado Il y 87% en grado V) y estuvo
ausente por completo en los tumores grado I1*°.

En este mismo estudio se demostrd que la expresion de CD133 se asocia con menor supervivencia
libre de progresion vy supervivencia global, las diferencias se establecieron con un nivel de corte
de expresion de 1% del volumen tumoral. El analisis multivariado confirmdé que la expresion de
CD133 en mas del 1% del tumor concede un riesgo de 17.46 (IC 95%, 5.49-55.52) y la organizacion
topolégica en agrupamiento un riesgo 5.62 (IC 95%, 2.04-15.51) p < 0.001 como elementos
prondsticos significativos de menor supervivencia global independientes del grado OMS del tumor,
edad, o extensidn de la reseccién, resultados similares para supervivencia libre de progresién con
células positivas y con formacion en grupos (OR, 8.13; 95% Cl, 3.63-18.25; p < 0.001) y(OR, 4.67;
95% Cl, 1.94-11.23), respectivamente“.

Por otro lado, también se ha encontrado que CD 133 es un marcador de recurrencia tumoral o de
progresion maligna hacia un grado mayor de malignidad; la expresién elevada de CD133 se asocia
a mayor incidencia de recaida tumoral. Todos los pacientes con expresidon en >1% del tumor
recayeron en los grupos de grado Il (n=3) y Il (n=9) de la OMS, en contraste con sélo un tercio de
pacientes con < 1% de expresion (grado 1l 7 de 21 y grado 11l 5 de 15). Los pacientes con gliomas



grado lll, progresaron frecuentemente hacia grado IV cuando sus tumores expresaron CD133, la
progresion fue mas rapida y la supervivencia global peor®.

En la literatura no hay reportes de la relacion de la expresién del marcador CD133 con el
prondstico de los astrocitomas en los pacientes pediatricos.



JUSTIFICACION

Los tumores sélidos mas comunes en la infancia son los del Sistema Nervioso Central, y de éstos,
los astrocitomas representan el 60% de todos los tumores cerebrales en pediatria, y hasta la mitad
de ellos son de alto grado por lo que hay gran morbimortalidad por este motivo. Conocer
marcadores moleculares de prondstico en el astrocitoma en la edad pediatrica es de utilidad
clinica, para establecer el prondstico y con la evolucion de la biologia molecular y la generacién de
blancos terapeuticos predisefiados, también para decidir un tratamiento adecuado para cada caso
en funcién del comportamiento biolégico de cada tumor.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los tumores cerebrales son la neoplasia sélida mas comun en la edad pediatrica, los astrocitomas
son un grupo de neoplasias cerebrales que se dividen en dos grandes grupos segun su malignidad
(bajo y alto riesgo) y el comportamiento molecular de estos tumores en la edad pediatrica no se
ha elucidado por completo y se ha observado que sélo una parte de las células dentro del tumor
tiene capacidad carcinogénica en modelos in vivo, y expresan el marcador de células troncales de
cancer CD133. La expresidn de este marcador en astrocitomas de pacientes adultos se asocia con
el prondstico y grado de la enfermedad, sin embargo, en poblacién pediatrica, el comportamiento
molecular de los gliomas es diferente al de los adultos, y no se ha establecido la expresidon de
CD133 ni su asociacion con el prondstico de la enfermedad.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

éExiste asociacion entre la expresion de la molécula CD133 con la supervivencia de los pacientes
pediatricos con astrocitoma?

OBJETIVOS
General.

Determinar si la expresion de la molécula CD 133, en los astrocitomas de pacientes pediatricos, se
asocia con el prondstico de los pacientes.

Particular.
Determinar si existe correlacion entre la expresiéon de CD133 vy la histologia del astrocitoma.
HIPOTESIS

Los pacientes con astrocitomas CD 133+ tendrdn una supervivencia <30% respecto a los pacientes
con astrocitomas CD133-.

Los pacientes con astrocitomas CD133+ se correlacionaran con histologias de alto riesgo en el
70% de los casos.
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MATERIAL Y METODOS
Tipo de estudio.

Se realizd un estudio ambispectivo; es un estudio observacional , longitudinal y comparativo,
constituido por una cohorte que se clasificé y compard en funcién de la expresién de CD133.

Universo y Muestra.

La poblacién que se examind estuvo constituida por pacientes con astrocitoma de alto y bajo
grado que fueron diagnosticados en el Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI
entre Enero de 1995 y Diciembre de 2008.

Criterios de inclusion.

1. Pacientes con diagnodstico de certeza (por patologia) de astrocitoma, realizado durante el
periodo comprendido entre el 1 de Enero de 1995 y 31 de Diciembre de 2008.

2. Pacientes de cualquier sexo, entre 1y 17 afios de edad.

3. Que no hubieran recibido ningun tratamiento al momento de obtenerse la muestra del
tejido tumoral.

4. Expediente completo para establecer curso clinico de la enfermedad.

5. Tiempo minimo de observacion de2 meses.
Criterio de eliminacion.

1. Pacientes con expediente incompleto.

2. Muestra tumoral insuficiente o inapropiada para la realizacién de inmunohistoquimica.
Tamafo de muestra.

Utilizando la férmula para el calculo del tamafno de la muestra, para comparar proporciones de
variables dicotdmicas, con una diferencia probable del 30% para sobrevida entre grupos, y una
sobrevida actual de los pacientes con astrocitomas de alto grado en el HP CMN SXXI, se requerian
28 pacientes (alfa de 0.05 y beta de 0.20).

Metodologia para determinar la expresion de CD 133.

Se obtuvo muestra del tejido tumoral la cual se mantenia conservada en parafina en el archivo
histoldgico del servicio de patologia. De esta muestra, un médico patélogo, ciego a la evolucion del
paciente, efectud diagndstico histoldgico y determiné el grado de malignidad con la escala de la
OMS. Por otro lado se realizé inmunohistoquimica para determinar la expresidon de la molécula
CD133 en el tumor.
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Inmunohistoquimica®.

De las muestras parafinizadas del tumor se realizaron cortes de 3 micras de espesor, se
desparafinaron y rehidrataron: se bafiaron las laminillas en xileno por 5 minutos, se retird el
exceso, se bafiaron entonces con alcohol absoluto por 3 min, posteriormente en alcohol al 95%, al
70% por tres minutos cada uno, se retird el exceso de alcohol y se lavaron finalmente con agua
desionizada por 30 segundos.

Para exponer el epitope de CD133 se dio tratamiento con una solucién a base de citrato comercial
(DakoCytomation Target Retrieval Solution) en una olla de presidn que se calenté hasta 120°C. Se
permitié el enfriamiento a temperatura ambiente de las muestras.

Se lavaron dos veces las muestras con TBS-T, se aplicd albumina sérica de vaca como agente
bloqueante de sitios inespecificos de reaccidn permitiendo una incubaciéon por 10 minutos. Sin
lavar se aplicé el anticuerpo monoclonal primario de conejo anti CD133 (1:100 clona C24B9, Cell
Signaling Danvers, MA, USA) y se incubd por media hora. Se lavé dos veces con TBS-T. Se agregd
finalmente el anticuerpo secundario (anti-conejo) que se incubd por 1 hora. Se lavé en dos
ocasiones. Se afiadio finalmente la solucion reveladora (diaminobenzidina) que se incubd por 5
minutos y se lavé nuevamente y se contratifié finalmente con hematoxilina.

El control negativo se sometid a toda la metodologia, excepto la aplicacion de anticuerpo primario.
Durante la realizacidn del protocolo se logré caracterizar un control positivo, el cual fue tomado de
una muestra de rifidn sano pedidtrico, en el que se observd tincidon positiva para las células
glomerulares Unicamente. La tincién fue citoplasmatica y membranal, con una intensidad
adecuada y con este control se establecié la metodologia de la inmunohistoquimica.

Se determind la reaccién en microscopio de luz y se tomaron fotografias, se caracterizé6 como
ausencia de expresion, expresién positiva(>1%) y se clasificé en moderada(<50%) y alta (>50%).

La observacion de la inmunohistoquimica fue realizada por un médico neuropatdlogo experto,
quien revisé 10 campos de alta resolucidn, conté las células tumorales observadas por campo, y de
éstas, el nimero de células positivas y establecié el porcentaje de positividad.

Seguimiento de los pacientes.

Referirse al anexo correspondiente.

Estadistica.

Se utilizé estadistica descriptiva para caracterizar la muestra. Se determiné la Kurtosis y lordosis
para establecer el tipo de estadistica apropiada para el analisis. Se realizé curva de supervivencia
con funcién de supervivencia actuarial y se probd la diferencia entre los grupos con la prueba de

Log Rank. Se realizé prueba de Chi cuadrada para determinar la asociacion de las variables
cualitativas y el OR para determinar el riesgo de morir.
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Definicion de las variables.

Variable Tipo de Escala de Definicién Definicién Unidades de | Dependiente/ Control
variable medicion conceptual operacional medicion
independiente
Edad Universal Cuantitativa: | Tiempo de Edad cumplida |Afios Independiente Fecha de
Continua vida en afos. en afos nacimiento
Sexo Universal Cualitativa: Caracteristicas | Género Masculino Independiente Fenotipo
fenotipicas que | fenotipico genital
Nominal califican al Femenino observado
sujeto en
género
femenino o
masculino
Tumor Universal Cualitativa: Localizacion Lugar que Supratentorial |Independiente Visualizacion
localizacion intracraneal ocupa el del estudio
Nominal del tumors tumors dentro Infratentorial de imagen
del craneo Tallo cerebral
Histologia Dependiente Cualitativa: Categorizacion | Categorizacién |Bajo grado Independiente Definicion
tumoral dela dela por un
Nominal tumoracion tumoracion Astrocitoma patologo
segun segun anaplasico cegado de la
caracteristicas | caracteristicas intencion el
de malignidad | e malignidad  |Glioblastoma estudio y de
conla por patélogo multiforme los
clasificacion de | que establecio resultados de
laoms? el diagndstico IHQ
conla
clasificacion
de la oms”
Expresion Independiente | Cualitativa: Observacion 37 Tincién por Negativo Independiente Observacion
CD133 _ de la tincion de | inmunohisto N por
Ordinal inmunohistoqui | quimica de las | Positivo (>1% neuropatdlog
mica dirigida muestras de la muestra) o experto
por medio de
anticuerpo
monoclonal
contra la
epitope de
37
CD133
Supervivencia |Dependiente Cuantitativa: | Tiempo Tiempo Meses Dependiente
transcurrido transcurrido
Continua entre el entre el
diagnéstico diagndstico
inicial y la inicial y la

presentacién
de la muerte o
de la dltima
cita del

. 5
paciente

presentacion
de la muerte o
de la dltima
cita del

. 5
paciente

13




RESULTADOS

Se obtuvo una muestra inicial de 32 casos, de los cuales dos se tuvieron que descartar por mala
calidad de la muestra tumoral (ambos lesiones de bajo grado), el seguimiento fue de 6 a 169
meses. Se describen a continuacién las caracteristicas de la muestra (tabla 1) se constituyd por
pacientes del género masculino en el 50% de los casos. Se clasificd a la muestra por edades, los
menores de 3 afios representaron el 10% de la muestra, desde 3 afios y hasta 6 afios 40% de la
muestra, mayores de 6 anos hasta 9 afios 16.7% de la muestra, 9 a 12 aiios el 13.3% de los casos y
mayores de 12 afios 20% de los casos, la mediana de edad fue de 78.58 meses (13.2 afios) con un
rango de 16 a 192 meses. La sobrevivencia de los pacientes en forma global, fue de 56.7% (17/30)
y el rango fue de 2 a 169 meses.

Los tumores analizados fueron de bajo grado en el 70% de los casos (21/30), astrocitoma
anaplasico el 20% (6/30) y glioblastoma multiforme 10% (3/10). Respecto a la localizacion del
tumor, se encontré supratentorial en 33.3% de los casos (10/30), infratentorial 43.3% (13/30) y en
el tallo cerebral en 23.3% de los casos (7/30).

En cuanto a la inmunohistoquimica (figura 1), esta investigacién se enfrentd a que no habia ningun
control positivo establecido, por lo que se buscé éste en cdncer de colon, y en rifidn sano,
ocupandose éste Ultimo como control positivo. De la muestra en forma global se encontraron 16
casos negativos y 14 positivos para CD133, la intensidad de la tincién respecto al control positivo
fue igual o menor, no hubo ninglin caso que rebasard la intensidad del control. Ademas se noté
que las células CD133 positivas tuvieron una tincidn citoplasmatica y membranal, y que las células
positivas no se observaron en aglomerados, sino en forma dispersa.

Se buscd asociacién entre diversas variables (Tabla 2 y 3). En cuanto al género y la sobrevivencia,
encontramos que hubo 6 mujeres muertas y 7 hombres al final del estudio (p=0.713). Respecto a
la histologia tumoral y el estado(Grafica 1), hubo 7 pacientes con tumor de bajo grado muertos
(33.3% de los casos de astrocitomas de bajo grado), de astrocitoma anaplasico murieron 4 (66.66%
de los casos de astrocitomas anaplasicos) y en cuanto a los pacientes con glioblastoma multiforme
66.6% de los pacientes estuvieron muertos para el final del estudio, en este sentido, al realizar la
prueba de Chi cuadrada para determinar asociacién entre el estado y la histologia tumoral la p fue
de 0.240.

En cuanto a la relacién de la edad y el estado (Grafica 2), se clasificd la muestra en menores de 36
meses y mayores de esta edad. De los menores de 36 meses, todos estuvieron muertos al final del
estudio, y en cuanto a los mayores, murié el 37.03% del grupo de esta edad (10 /27 casos)
encontramos una p=0.70.

En cuanto a la expresion de CD133 y el estado encontramos que los casos CD133- murieron 7
pacientes (43.74% de los casos negativos) y de los casos CD133+ murieron 6 pacientes ( 42.85% de
los casos CD133+) la p=0.626, OR 0.984 (IC 95% 0.526-1.842).

Los astrocitomas de bajo grado fueron principalmente negativos para al marcador CD133 (52% de
los casos); los astrocitomas anapldsicos fueron principalmente positivos en la inmunohistoquimica
para CD133 (66.6% de los casos) igualmente en el caso de los glioblastomas multiformes (66.6% de
los casos) la mitad del grupo de glioblastoma multiforme con CD133+ estuvo muerto para el final
del estudio.
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La curva de sobrevida (Grafica 4) muestra una diferencia entre el grupo CD133+ y el grupo CD133-

fue de 22.5%, la prueba estadistica Log Rank Test mostrd una significancia estadistica de 0.2749.

Caracteristicas de la muestra.

n % Rango
Hombres 15 50
Edad (meses) 16-192
Menores de 36 meses 3 10
Vivo 15 56.7
Histologia
Bajo grado 21 70
Astrocitoma anaplasico 6 20
Glioblastoma 3 10
multiforme
Localizacién tumoral
Supratenotrial 10 33.3
Infratentorial 13 433
Tallo cerebral 7 233
Expresiéon CD133+ 14 46.7

Asociacion de las variables con el estado

Género 0.713
Histologia 0.240
Edad 0.70
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Asociacion de las variables con la expresion de CD133

p OR IC95%
Sobrevivencia 0.626 0.984 0.526-1,842
Histologia 0.623
Localizacién tumoral 0.126

Relacion entre histologia y estado

25

20

15
u Muerto

uVivo
10

Bajo grado Astrocitoma Glioblastoma
anaplasico multiforme

Grafico 1. Correlaciéon bivariada entre la
histologia y el estado (vivo/muerto) p=0.240.

Relacién entre la expresion de CD133 y la
histologia tumoral

= Glioblastoma multiferme
m Astrocitoma anaplasico

™ Bajo grado

Negativo Positivo

Gréfica 3. Relacion entre la expresion de CD133 y la
histologia tumoral p=0.632.

30

25

20

15

10

Relacién entre la edad y el estado

u Muerto

mVivo

Menores de 36 meses Mayores de 36 meses

Grafico 2. Correlacién bivariada entre la edad y el
estado (vivo/muerto) p=0.70.
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Survival Functions
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Grafica 4. Supervivencia en funcién de la expresién de CD133. P=0.2749.

Tejido positivo para CD133 Control positivo. Rifion

Figura 1. Fotografia de reaccién de inmunohistoquimica positiva para CD133. La intensidad de la
tincién de la muestra es menor que el control.
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DISCUSION

Los astrocitomas son cdnceres que provocan gran morbimortalidad, las caracteristicas de Ia
muestra que se estudio coinciden con lo reportado de la epidemiologia de estas neoplasias en
cuanto a la localizaciédn tumoral, histologia tumoral y prondstico para la edad en la poblacion
pediatrica’.

La molécula CD133, es un marcador de células troncales de céncer'®, se ha relacionado

103134 incluida el glioblastoma multiforme®.

positivamente con el prondstico de varias neoplasias
En varios tumores pediatricos como neuroblastoma la expresion también se relaciona con mal

prondstico™.

En este estudio logramos demostrar una diferencia de sobrevida del 22.5% entre los tumores
CD133+ y CD133- siendo peor para los primeros, como se observa claramente en la curva de
Kaplan Meyer, sin embargo, no se logré significancia estadistica del resultado debido a que la
muestra es heterogénea en cuanto al tipo histoldgico (sélo 10% de la muestra fueron
glioblastomas multiformes). Por otro lado se demostré que los astrocitomas de alto grado
(astrocitoma anaplasico y glioblastoma multiforme) expresan en mayor proporcion CD133 (66.6%
de los casos) que los astrocitomas de bajo grado (52% de los casos), sin embargo y nuevamente
debido a la heterogeneidad de la muestra no se logré establecer significancia estadistica, ademas
la funcién de OR de 0.526 a 1.842 nos hace evidente al tocar la unidad la necesidad de aumentar
el tamafio de muestra. Estos resultados descriptivos coinciden con las observaciones realizadas en
adultos en el sentido de que entre mayor agresividad tumoral, mayor expresién de células
iniciadoras de cancer ** menor supervivencia, y no logramos observar si aquellos tumores de bajo
grado con células CD133 positivas degeneraron en progresion tumoral.

Proponemos que el seguimiento de los pacientes que tuvieran astrocitoma de bajo grado con
positividad para CD133 deberd ser mds prolongada, con el fin de determinar el prondstico de estos
tumores, pues es posible que éstos al contener células troncales de cancer puedan devenir
posteriormente en glioblastomas secundarios como se habia notado en los experimentos in vitro™

y las observacion in vivo™.

Existen mecanismos muy conservados tanto en el desarrollo de érganos, la homeostasis y la
tumorigénesis. Es muy probable que los gliomas se originen de células primitivas dentro de la
jerarquia de la génesis glial posnatal. Estas células primitivas son susceptibles de transformacién
oncogénica. Los estudios con esferas constituidas de células formadoras de gliomas son capaces
de diferenciarse hacia diversos linajes. Ademas, la cantidad de células dentro de un tumor que son
capaces de desencadenar cancer son una minoria, las CD133+, bajo este enfoque, es probable que
no siempre se logren observar con la técnica de inmunohistoquimica aun cuando si existan dentro
de la masa tumoral. *® por lo tanto proponemos que se empleen técnicas que logren identificar las
células CD133+ (la minoria dentro de la masa tumoral) con otras técnicas mas sensibles como la
citometria de flujo, como se ha hecho para otras neoplasias.

El marcador CD133 se correlaciona en diversos estudios con angiogénesis, que es un fendmeno
indispensable para la supervivencia de un tumor, pues de alli depende su nutricién®. Estudios de
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canceres que dependen de la angiogénesis para determinar su prondstico como el mieloma
multiple®®, han demostrado que la molécula prominin es un marcador de células endoteliales
madre?’, y no sélo eso, la agrupacién de las células CD133+ alrededor de vasos otorga un peor
prondstico para los glioblastomas®. Por lo tanto se hace obligatorio que a los tumores con
expresion positiva para CD133 se les otorguen esquemas terapeuticos mas agresivos.

Conocer las vias moleculares que subyacen al cdncer ha logrado que se construyan moléculas
dirigidas a blancos terapéuticos muy especificos, como el caso de la leucemia mieloide crénica en
los adultos, y que se mejore en forma ostensible el prondstico de los pacientes. Este tipo de
estudios constituyen la primera aproximacion al comportamiento bioldgico de un tumor y son
indispensables para determinar hacia donde se dirigirdn los esfuerzos de la investigacion basica y
clinica dentro de los siguientes afios. Nuestra investigacion es la primera en reportar la expresién
de CD133 en astrocitomas de pacientes pediatricos, lo que constituye un avance importante en el
progreso de la oncologia pediatrica.

El cdncer del sistema nervioso central tiene un gran impacto en la morbimortalidad de aquellos
gue lo padecen y es indispensable, dada la incidencia de esta patologia, orientar mas esfuerzos
econdmicos y humanos a su conocimiento’.
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CONCLUSIONES

1. Existe una diferencia de la supervivencia de pacientes con astrocitomas CD133+ respecto a
los CD133 negativos de 22.5%, pero no se observé significancia estadistica de esta
observacion.

2. La molécula prominin-1 se expresa mas en tumores con histologia de alto grado que de
bajo grado, pero no hay significancia estadistica de esta observacion.

3. A pesar de que no existe significancia estadistica en cuanto a la sobrevida, es importante
considerar la positividad de CD133 para un tratamiento mas intenso con antiangiogénicos
(como nimotuzimab y bevacizumab).
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ANEXO
Tratamiento y seguimiento de los pacientes.

Posterior a la cirugia, cada paciente recibié el primer ciclo de quimioterapia con carboplatino
(400mg /m2/dia en el dia 1, diluido en solucion salina 0.9% que se administrara durante una hora)
ifosfamida (2g/m2/dia en los dias 1, 2 y 3, diluido en solucidn salina 0.9% que se administré por
una hora), y etopdsido (100mg/m2/dia en los dias 1, 2, y 3 diluido en solucidn salina al 0.9% que se
administrd por una hora) en cursos de cada 4 semanas por cuatro cursos. Cada paciente recibio
antieméticos (ondansetron 8 mg /m2 por dosis cada 8 h) simultaneo con la QT y 24 h después de
haberse completado el ciclo, hiperhidratacion (3000mL/m2/dia de dextrosa 5% 2:1 salina normal)
y protector de mucosa vesical (MESNA 100% de la dosis de ifosfamida cada 6 hen dias 1, 2,y 3).

Se dio seguimiento a 28 dias de haber completado el cuarto ciclo de quimioterapia y se
sometieron a radioterapia hiperfraccionada con dosis total de 54cGy, en dos fracciones de 1.1cGy
por dia por 25 dias. Posteriormente se administraron cuatro ciclos mas del mismo régimen de
quimioterapia.

Los estudios de seguimiento incluyeron resonancia magnética luego del segundo y cuarto curso de
guimioterapia, y 4 semanas después de haber completado radioterapia se evalud la toxicidad con
examenes de funcién renal y biometria hemdtica luego de cada curso.
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