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ASOCIACION DE LA SOBREEXPRESION DE EGFR CON LA HISTOLOGIA Y EL PRONOSTICO EN
PACIENTES CON ASTROCITOMAS EN EDAD PEDIATRICA.

Dr. J. Enrique Lépez Aguilar, Dra. Ana C. Sepulveda Vildosola, Dra. Georgina Siordia Reyes, Dra.
Amira Y. Cortes Medina.

Introduccion: La incidencia en México de los tumores del sistema nervioso central (SNC) en la
infancia es de aproximadamente 17 casos por millén por afio. Representan el tumor sélido mas
comun de la nifiez y la causa principal de muerte por cancer. Dentro de los tumores del SNC, los
astrocitomas son los mas frecuentes representando al 45-55% del total.

Objetivos: determinar la asociacion entre la sobreexpresion del EGFR con el grado histoldgico de
los astrocitomas y la sobrevida de los pacientes pediatricos con astrocitomas.

Material y métodos: Estudio retrospectivo, observacional, longitudinal y de asociacion entre los
grados histoldgicos, la sobrevida de los pacientes y la sobreexpresién o no del EGFR. Se revisaron
los expedientes de los pacientes con astrocitoma, durante los afios 1998-2008,
independientemente del grado histoldgico, y se solicitaron las muestras de tejido tumoral para
someterlas a pruebas de inmunohistoquimica.

Resultados: se analizaron 40 muestras, de las cuales 18 pacientes fueron hombres y 22 mujeres
(55%). 30 tumores fueron astrocitomas de bajo grado y 10 de alto grado. De acuerdo a la
localizacién tumoral 37.5% fueron supratentoriales, 35% en cerebelo , 25% en tallo cerebral y 2.5%
en tdlamo. En relacidn al estado actual 60% estan vivos (24 pacientes) y 40% han fallecido. En
relacion a la sobrexpresidon de EGFR 6 pacientes lo expresaron y cinco de los seis se encontraron
en tallo cerebral, asi como por la histologia 3 fueron de bajo grado y 3 de alto grado. La sobrevida
asociada a la expresion del EGFR fue del 33%, p=0.0635.

Discusion: al igual que en la literatura mundial, se encontré bajo porcentaje de asociacién en la
sobrexpresion del EGFR para con los astrocitomas.

Conclusiones: no existe asociacion significativa para la expresién de EGFR y el grado histoldgico,
pareciera que la hay para la sobrevida, sin embargo, la pequeia muestra de positividad crea un
sesgo.




INTRODUCCION

A. TUMORES DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

La incidencia en México de los tumores del sistema nervioso central (SNC) en la
infancia es de aproximadamente 17 casos por milléon por afio en nifios menores de
15 afos de edad. Son el segundo tipo mas comun de cancer pediatrico después
de las leucemias, representando el tumor sélido mas comun de la nifiez y la causa

principal de muerte por cancer. *

El nGmero de tumores del SNC durante nifiez y la adolescencia ha ido en aumento
en forma constante. La tasa de mortalidad casi se ha duplicado en los ultimos 25

afios siendo actualmente del 40%. 2

Aproximadamente 30.000 a 40.000 nifios desarrollan tumores del SNC cada afio a
nivel mundial, y el 60% sobrevive. En muchos paises, los tumores del SNC

representan el desafio mas grande de la Oncologia Pediatrica.

La busqueda de nuevos enfoques al tratamiento de los tumores cerebrales en la
nifiez se basa en la importancia de conocer su biologia molecular; para poder
entender el comportamiento de éstos y de esta forma dar un tratamiento mas

dirigido. 3

La definicion convencional de tumores del SNC es generalmente aplicada a
tumores del cerebro y la medula espinal. Sin embargo, la Clasificacion
Internacional de Enfermedades para Oncologia Tercera Edicion (ICD-O-3 por sus
siglas en inglés) defini6 a los tumores de las meninges, glandula pituitaria, pineal y
de los nervios periféricos como parte de los tumores del SNC. Los tumores
cerebrales son definidos como neoplasias del parénquima cerebral en base al
ICD-0-3.*




La clasificacion de los tumores del CNS se basa en la histologia y la localizacion.

La distribucion por frecuencia de los tumores cerebrales de la nifiez es:
astrocitomas (52%); tumor neuroectodermico primitivo (PNET) (21%);

ependimomas (9%); y otros gliomas (15%). *

Los astrocitomas constituyen el grupo mas frecuente de neoplasias del SNC tanto
en los niflos como en adultos, con 2 picos de presentacion entre 5-6 y de 12-13
anos de edad y a diferencia de los adultos, los gliomas de bajo grado (GBG)

suponen la mayor parte de estas neoplasias en los nifios.

Se sabe poco de la oncogénesis de los gliomas de alto grado (GAG) en los nifios.
Aunque algunas anomalias moleculares identificadas en los GAG de los nifios son
semejantes a las del glioblastoma secundario de los adultos y éstas rara vez se
originan a partir de GBG preexistentes. °

La Organizacibn Mundial de la Salud (OMS) clasific6 en cuatro grados de
malignidad, del grado | al IV, a los astrocitomas. Los tumores de bajo grado (grado
I y 1) se diferencian de los de alto grado (grado Il y IV) por ausencia de

pleomorfismo celular, elevada densidad celular, actividad mitética y necrosis. *

La clasificacion de la OMS modificada para pediatria de los tumores cerebrales se

basa en los conceptos histogenéticos y morfoldgicos considerados por Bailey:

1. Tumores gliales: astrocitomas, oligodendrogliomas Ependimomas,
carcinoma de plexos coroides, gliomas mixtos.

2. Tumores neuronales: gangliomas, gangliocitomas, gangliogliomas
anaplasicos.

3. Tumores neuroectodermicos primitivos: meduloblastomas,
meduloepiteliomas.

4. Tumores de la pineal: pineocitoma, pinealoblastoma. °




B. ASTROCITOMAS

Existe una clasificacion de los astrocitomas propuesta por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) en bajo grado (I y Il) y de alto grado (lll y IV).

Tipos Histoldgicos:

X/

% Astrocitoma pilocitico tiene un fondo fibrilar, mitosis raras, y, fibras de
Rosenthal. Comportamiento benigno, bien circunscritos de crecimiento lento

(grado ).

¢+ Astrocitoma difuso o fibrilar es mas celular e infiltrativa y mas propensos a

experimentar el cambio anaplasico (grado II).

% Astrocitoma anaplésico es muy celular con atipia celular significativa. Es

localmente invasivo y agresivo (grado Il1).

% El glioblastoma multiforme (GBM) demuestra el aumento de anaplasia

nuclear y células gigantes multinucleadas (grado IV). *-8

Los astrocitomas representan el mayor porcentaje de tumores sélidos en la

poblacién pediatrica con aproximadamente 40% de todos los tumores cerebrales. °

El astrocitoma de bajo grado con su subtipo histolégico mas comun el
astrocitoma pilocitico juvenil es el mas comun en nifios. El pronostico es muy
bueno, aunque algunos recurren como una lesiébn maligna que llega a ser en
ocasiones fatal. La localizacion mas frecuente de estos tumores es

predominantemente en la fosa posterior y en el tallo cerebral.

Los astrocitomas esporadicos pueden presentarse en cualquier parte del SNC, y
dependiendo de su localizacién, a menudo son susceptibles a reseccion quirdrgica

completa.




Los gliomas malignos en los nifios tienen un prondstico mas favorable en
comparacion con los pacientes mayores, esto implica diferencias en la biologia

tumoral relacionada con la edad del paciente y/o interacciones huésped-tumor. ’

Muchas caracteristicas importantes distinguen a estos tumores de su contraparte

en adultos. *°

Los GAG son los tumores cerebrales primarios mas comunes en adultos,
representan aproximadamente el 5% de los tumores cerebrales primarios
observado en los pacientes pediatricos. A la inversa, los GBG son mas frecuentes

en nifios que en adultos.

Las neoplasias que surgen del compartimento infratentorial son mas comunes en
nifios, particularmente aquellos mayores de un afio de edad, a diferencia de los

adultos, cuya localizacién primaria es supratentorial. *°

Los astrocitomas pilociticos son diferentes entidades con respecto a los
astrocitomas fibrilares, los cuales son mas infiltrativos y tienen una habilidad de
someterse a transformacién maligna. Esta diferencia clinica, en relacion con el

prondstico, es controversial.

Los astrocitomas pilociticos son los tumores cerebrales primarios mas frecuentes
en pediatria. Los sintomas de presentacion dependen del sitio del tumor y de la
edad del paciente. Para todos los gliomas de bajo grado, las areas que
comunmente afectan y el porcentaje que representan entre los tumores cerebrales
primarios infantiles son: cerebelo (12-18%), hemisferios cerebrales (8-20%), via
Optica/hipotadlamo (3-5%), tallo cerebral (3-6%), y talamo. Raramente se originan
en la medula espinal y representan el 70% de todos los tumores de la medula

espinal. °

La cirugia es el tratamiento inicial en la mayoria de los casos con el objetivo de
obtener la confirmacion histolégica y la reseccion maxima posible del tumor. El

grado de reseccién quirdrgica varia significativamente de la localizacién y el




subtipo. Si la reseccidén quirdrgica es radical (>90%) se refiere una sobrevida

global a 10 afios que excede 90%.

El 20% del total de astrocitomas esta representado por astrocitoma anaplasico y
glioblastoma multiforme, surgen dentro de los hemisferios cerebrales o
cerebelares. Los factores de riesgo asociados a mejor sobrevida en los nifios con
estos tumores incluyen: reseccion tumoral > 90%, localizacion en hemisferio
cerebral, grado histopatolégico 1 vs 4, menor edad, uso de quimio-radioterapia
posterior a la cirugia y crisis convulsivas al diagndstico. Sin embargo el
comportamiento de estos tipos de tumores sigue siendo impredecible y su

prondstico pobre aun. *

El glioblastoma multiforme comprende el 5-10% de las neoplasias infantiles
intracraneanas. ® Algunos estudios han sugerido diferencias entre la oncogénesis

de los GBMs de novo en los nifios comparados con adultos. *
HISTOPATOLOGIA Y BIOLOGIA MOLECULAR DE LOS ASTROCITOMAS

En la dltima década los estudios en biologia molecular han avanzado
considerablemente, lo cual ha mejorado nuestro entendimiento sobre los tumores
cerebrales en humanos, especialmente en nifios. Ahora sabemos que la mayoria
de los tumores cerebrales pediatricos surgen de una alteracion en el desarrollo de

la regulacién en las vias de sefializacion. 3

Comparado con el extenso trabajo que ha sido realizado para identificar las
caracteristicas moleculares de los gliomas malignos en adultos, poco se ha

reportado sobre las caracteristicas en los gliomas pediéatricos.

Debido a factores genéticos individuales, el comportamiento clinico en los
pacientes en la edad pediatrica varia aun dentro del mismo tipo de tumor del
sistema nerviosos central, esto presenta la problematica de estratificar por grupos
de riesgo basados en edad, localizacidn, extensién de la reseccion, efecto de la
guimioterapia y la radioterapia, por lo que es necesario la blusqueda de nuevos

parametros favorecidos por los avances en la aplicacion de la biologia molecular,




que permitan predecir con mayor precision la evolucion clinica y la supervivencia.
14

Rickert y Paulus en 2005 realizan estudios sobre marcadores moleculares por
técnica de inmunohistoquimica de los tumores del sistema nervioso central en
nios y adolescentes, observando que ciertos marcadores mostraron un valor

estadistico significativo en cuanto al pronéstico (P<0,05) en los Astrocitomas. *°
FACTORES PRONOSTICOS MOLECULARES

La expectativa de vida de estos pacientes depende de varios factores tales como
la histologia, la localizacién, los factores de crecimiento celular, el indice mitotico y

el andlisis de alteraciones moleculares. *°

El desarrollo de la biologia molecular ha dado lugar a la busqueda de marcadores
moleculares que puedan predecir el curso clinico, valorar respuesta al tratamiento

y mejorar la clasificacion de los tumores en cuanto prondstico y tratamiento.

Los factores que influyen de forma negativa en el pronéstico son: la aneuploidia, la
sobre-expresion de p53 y mutaciéon de TP53, asi como el desequilibrio en el

balance cromosémico (ganancia de 1q en el Astrocitoma Anaplasico). *

La aplicacion en la clinica de la biologia molecular con muestras representativas y
estudios prospectivos de cohortes de pacientes, va permitir una estratificacion
biolégica del comportamiento tumoral que puede apoyar una estratificacion
terapéutica adaptada al factor prondstico y determinar también nuevas pautas
terapéuticas que eviten tratamientos agresivos e innecesarios; a su vez, el
conocimiento de los distintos marcadores moleculares de los tumores del SNC
permitira en un futuro inmediato su utilizacion como dianas terapéuticas que

actlen sobre las vias genéticas implicadas.**

Una investigacion realizada por Rickert y cols en el 2005, investigaron en 43
tumores astrociticos de diferentes grados, la correlacion entre el prondstico y el
potencial proliferativo medido por el indice marcado (LI) por bromodeoxiuridina

(BrdU). La elevacién de BrdU LI, independientemente del grado de tumor, se

B



correlacion6 con una sobrevida corta (P=0.0001), mientras que su asociacion con
los astrocitomas de alto grado y la sobrevida corta, fue menor aunque significativa
(P=0.019), indicando que BrdU LI es un factor pronostico significativo para los

nifios con astrocitoma. *’

El antigeno Ki67 es una proteina nuclear de gran tamafio que interviene en el
mantenimiento del ciclo celular, es considerado un marcador de la proliferacion en
células neoplasicas; su deteccion se realiza por inmunohistoquimica. Se
correlaciona con el grado y estadio tumoral; la expresién de Ki67es un marcador
prondstico independiente de recidiva y progresion. La determinacion del Ag Ki67
permite diferenciar grupos de mayor agresividad, que justificaria en ellos una

terapia mas agresiva. *°

La mayoria de los trabajos que han sido publicados en astrocitomas pediatricos
involucra al gen supresor de tumor TP53. *?Pollack et al (1997) demostraron que la
mutacion en los exones 5-8 del gen p53 o la sobreexpresion del p53 fue asociado

con la disminucién de la sobrevida. 3

Bcl2 es una proteina involucrada en la inhibicion de la apoptosis y la
sobreexpresion de la misma se ha observado en diferentes tumores, en los del
sistema nervioso central, se ha relacionado con histologias desfavorables y con
quimio y radio resistencia. *®Bcl-2 ha mostrado ser un potente inhibidor de la
transduccion de sefial apoptotica postmitocondrial que esta significativamente

sobreexpresada en los glioblastomas primarios. *°

En el hospital de Pediatria del CMN Siglo XXI se estudiaron 38 pacientes, trece de
los cuales (34.2%) sobre expresaron Bcl2 y 25 (65.7%) no lo expresaron. Aquellos
con Bcl2 positivo tuvieron una sobrevida de 29% mientras que los pacientes que
no lo sobre expresaron la sobrevida fue de 64%, (p= 0.97). La sobreexpresion de
BCL2, aunado a la biopositividad de otros marcadores, nos puede determinar el
empleo de un esguema de quimioterapia mas intensivo con respecto de lo

pacientes con tumores que sean negativos a estos marcadores.




En otro estudio de astrocitomas pediatricos en el CMN Siglo XXI se incluyeron 35
pacientes predominando los astrocitomas de bajo grado, 23 pacientes (65.7%) y a
diferencia de nueve pacientes (25.7%) con astrocitoma anaplasico y 3 (8.6%) de
glioblastoma multiforme. Con respecto a la sobreexpresion de p53 un 65.7% (23
pacientes) fueron negativos para la expresion de éste, de los cuales, 16 (69.5%),
estaban vivos al momento del estudio. De los 12 pacientes que sobreexpresaron
p53, solo 5(41.6%) estaban vivos al concluir el estudio (p=0.109). La sobrevida
para los pacientes sin sobreexpresion de p53 fue de 69.5% a 120 meses, contra
40% a 120 meses para aquellos con sobreexpresion de p53. El riesgo (OR) de
desarrollar glioblastoma multiforme cuando existe sobreexpresion de la proteina
p53 es de 4.4 (0.356 — 54.36).%°

Entre los diversos marcadores biomoleculares que influyen en el prondstico de los
tumores del SNC estan los factores de crecimiento celular que son proteinas que
en condiciones fisioldgicas regulan el crecimiento y la diferenciacion celular. La
sobre expresion de estas se asocia por lo general a una mayor agresividad
biolégica y su identificacion ha permitido el disefio de nuevas estrategias

terapéuticas. %

Los factores de crecimiento pertenecen a una familia de polipéptidos que se unen
a sus correspondientes receptores y estimulan la proliferacion y diferenciacion
celular tanto en las células normales como en las malignas. Uno de los receptores
de factores de crecimiento cuya union a su ligando especifico lleva a la

proliferacion celular es el EGFR cuyo gen se encuentra en el cromosoma 7pl12.

La proteina del gen del EGFR se expresa en la superficie celular de la mayoria de

las células y consta de tres dominios:

a) Dominio extracelular de unién al ligando que esta constituido por cuatro
subdominios, de los cuales el dominio Il es el responsable de la union al
ligando.

b) Dominio transmembrana que contiene una secuencia de caracter

hidrofobico gracias a la cual atraviesa la membrana.




c) Dominio intracelular en el que reside la actividad tirosin Kinasa del receptor
y que también es el encargado de la regulacién negativa del receptor.
Posee cinco sitios de autofosforilacion, necesarios para la internalizacion

del receptor tras la unién del ligando %

Aunque solo algunos cuantos estudios han sugerido que los gliomas de novo
pediatricos malignos raramente expresan una amplificacion del gen EGFR y es
mas comun que exhiban mutaciones del p53 observados en los gliomas
secundarios la pregunta sigue siendo si los astrocitomas de la nifiez se pueden
clasificar en subtipos genéticos asi como se ha hecho para astrocitomas en

adultos.

Asi mismo, pocos estudios se han conducido en astrocitomas de bajo grado de
nifilos especificamente para determinar alteraciones genéticas mas comunes

asociadas a la progresién de astrocitomas en adultos.’

Similar a los GBM del adulto los cromosomas de doble-minuto en los cariotipos
consistentes con la amplificacion del gen EGFR junto con las alteraciones
moleculares del factor de crecimiento epidérmico han sido encontrados en

astrocitomas pediatricos.*

Rickert et al., en el 2001 public6 amplificaciones del gen EGFR, en pacientes
pediatricos del 8 al 20% a diferencia del 30% reportado en adultos, *
evidenciando que los patrones de alteraciones genéticas en los glioblastomas
primarios pediatricos son distintos de su contraparte en adultos. 2%

La transduccién de sefales del EGFR impacta en muchos aspectos de la biologia
tumoral. La activacion de EGFR ha mostrado que resalta el proceso de respuesta
de crecimiento y progresién tumoral, incluyendo la promociéon de la proliferacién,
angiogenesis y la capacidad de invasion y metastasis, asi como la inhibicion de la
apoptosis. La expresion de EGFR en tumores ha sido correlacionada con
progresion de enfermedad, pobre sobrevida, y mala respuesta al tratamiento, y el

desarrollo de resistencia a los agentes citotoxicos. Altos niveles de EGFR han sido

=



observados en una variedad de tumores, incluyendo préstata, mama, gastrico,
colorectal y ovario. Sin embargo, mecanismos diferentes a la expresiéon de EGFR
afectan las sefales del EGFR. Por ejemplo, mutaciones en el EGFR han sido
observados en algunos tumores; la mas comun es la mutaciéon de EGFRuvIII, el que
carece de un dominio externo de unidn a ligando y tiene una activacion tirosin
quinasa constitutiva, aunque atenuada. EGFRvIlIl esta comunmente
sobreexpresado como resultado de amplificacion génica y ha sido identificada en
cancer de cerebro, pulmén, mama, préstata y estébmago, sin haber aun sido

halladas en células no malignas.




JUSTIFICACION

Los tumores del Sistema Nervioso Central ocupan el segundo lugar de frecuencia
del cancer infantil. Los astrocitomas representan aproximadamente el 50- 60% de

todos los tumores cerebrales en pediatria, con la mitad de ellos de alto grado.

La sobrevida actual de los pacientes pediatricos con astrocitomas es del 60%
aproximadamente, a pesar de los grandes avances en el entendimiento de estos
tumores y de los nuevos enfoques terapéuticos. El tratamiento de los astrocitomas
pediatricos sigue siendo un reto para el oncologo pediatra, debido al diferente
comportamiento biolégico que pueden presentar a pesar de compartir el subtipo

histoldgico e incluso las mismas caracteristicas clinicas y radioldgicas.

De lo anterior, surge la importancia de determinar los marcadores moleculares y
su correlacion con la histologia y el pronéstico, para realizar terapias dirigidas en
aquellos pacientes que aun tienen una expectativa de vida muy corta.




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen relativamente pocos estudios de los marcadores moleculares en los
astrocitomas pediatricos, lo que ha sefalado grandes diferencias entre el
comportamiento bioldgico-clinico de los astrocitomas pediatricos en relacion con
los del adulto. Debido a que se requieren de mas estudios que nos permitan
identificar y diferenciar la expresion de los marcadores moleculares presentes en
los astrocitomas para saber si intervienen en el prondstico y poder manejarlos con

nuevas estrategias terapéuticas.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Existe asociacion entre la sobreexpresion del EGFR con el grado
histolégico y con el pronéstico de los pacientes pediatricos con

astrocitomas?




OBJETIVOS
General

Determinar la asociacion entre la sobreexpresion del EGFR con el grado
histologico de los astrocitomas y la sobrevida de los pacientes pediatricos con

astrocitomas.

Particular

Determinar la asociacion entre la sobreexpresion de EGFR con el grado

histolégico de los astrocitomas pediatricos.

Determinar la sobreexpresion del EGFR con la sobrevida de los pacientes

pediatricos con astrocitomas.

HIPOTESIS

La sobreexpresion del EGFR se correlaciona con un mayor grado histolégico de

astrocitomas.

El prondstico de los pacientes con astrocitomas que sobrexpresan EGFR es 30%

menor que en aguellos sin sobreexpresion del EGFR




MATERIAL Y METODOS
Tipo de estudio

Se realiz6 un estudio retrospectivo; observacional, longitudinal y comparativo
entre los grados histoldgicos de los astrocitomas con la sobreexpresion del EGFR,

a su vez con la sobrevida.
Universo y Muestra

Corresponde a una cohorte de pacientes con el diagndstico de astrocitoma,
atendidos en el HP CMN Siglo XXI durante los afios 1998 al 2008. En quienes se
otorgaron segun el grado de astrocitoma y dependiendo del afio de diagndstico

protocolo de estudio y tratamiento diferentes.

Criterios de inclusion
1. Pacientes con diagndstico de certeza (por patologia) de astrocitoma.
2. Pacientes menores de 17 afios de edad.

3. Sin tratamiento previo al momento de obtenerse la muestra del tejido

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

5. Cumplimiento del tratamiento multimodal establecido por el servicio de
Oncologia del HP CMN Siglo XXI, correspondiente a cada grado

histoldgico.
Criterio de eliminacién

1. Muestra tumoral insuficiente o inapropiada para realizacion de estudio




Variable Tipo del Escala de | Definiciéon Definicién Unidades de [Dependiente/ Control
variable medicién conceptual operacional medicién
independiente
Edad Universal Cuantitativa: | Tiempo de | Edad cumplida |Afios Independiente Fecha de
Continua vida en afios. en afios nacimiento
Sexo Universal Cualitativa: Caracteristicas | Género Masculino Independiente Fenotipo
fenotipicas fenotipico genital
Nominal que califican al Femenino observado
sujeto en
género
femenino o]
masculino
Tumor Universal Cualitativa: Localizacion Lugar que |[Supratentorial |Independiente Visualizacion
localizacién intracraneal ocupa el tumor del estudio
Nominal del tumor dentro del |Infratentorial de imagen
craneo
Tallo cerebral
Histologia Dependiente Cualitativa: Categorizacion | Categorizacion |Bajo grado Independiente Definicion
tumoral de la | de la por un
Nominal tumoracion tumoracion Astrocitoma patélogo
segln segln anaplasico cegado de la
caracteristicas | caracteristicas intencion el
de malignidad | e malignidad |Glioblastoma estudio y de
con la | por patélogo |multiforme los
clasificacion de | que establecio resultados de
la oms? el diagndstico IHQ
con la
clasificacion
de la oms*
Expresion Independiente | Cualitativa: Observacion Tincion por |Negativo Independiente Observacion
EGFR de la tincién de | inmunohisto por
Ordinal inmunohistoqu | Quimica de las | positivo (>1% neuropatélog
imica. muestras de la muestra) 0 experto
Supervivencia |Dependiente Cuantitativa: | Tiempo Tiempo Meses Dependiente
transcurrido transcurrido
Continua entre el | entre el
diagnéstico diagnéstico

inicial 'y la
presentacion
de la muerte o
de la dltima
cita del
paciente

inicial 'y la
presentacion
de la muerte o
de la dltima
cita del
paciente




Tamafio de muestra
Por conveniencia
Metodologia para determinar la sobreexpresion del EGFR

Se obtuvo muestra del tejido tumoral la cual se mantenia conservada en parafina
en el archivo histologico del servicio de patologia. De esta muestra, un médico
patdlogo, ciego a la evolucion del paciente, corroboré diagndéstico histoldgico y
determiné el grado de malignidad con la escala de la OMS. Por otro lado se realiz6é
por técnica de inmunohistoquimica la determinacién la sobreexpresion del EGFR

en el tumor. (Ver anexo 1)
DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO.

El presente estudio se realizd6 en el HP CMN Siglo XXI en el servicio de
oncologia, en el periodo comprendido del 1998 al 2008, con 2 afios como minimo
de seguimiento para cada paciente, en el cual se incluyeron las muestras de los
pacientes menores de 17 afios con diagnostico de Astrocitoma
independientemente del grado histologico, a los cuales se les realizé mediante

técnica de inmunohistoquimica la determinacion de EGFR.

Las laminillas para la determinacion del EGFR de la muestra tumoral, obtenida de
la cirugia inicial, por inmunohistoquimica, se encontraban disponibles en el
servicio de patologia del HP CMN SXXlespécimen histopatolégico obtenido de la
cirugia inicial, esta disponible en el servicio de patologia del hospital de pediatria
siglo XXI.

Se utilizd estadistica descriptiva para caracterizar la muestra. Se determind la
Kurtosis y la Lordosis para establecer el tipo de estadistica apropiada para el
andlisis. Se realiz6 curva de supervivencia con funcion de supervivencia Kaplan y
Meier y se probo la diferencia entre los grupos con la prueba de Log Rank. Se
realizd la prueba de Chi cuadrada y OR para determinar la asociacion de las

variables cualitativas.




RESULTADOS

En el presente estudio se analizaron un total de 51 pacientes, de los cuales se
excluyeron 11, por no contar con bloques de parafina quedando un total de 40

pacientes.

De los 40 pacientes estudiados la mediana de edad fue de 5 afios (1-15). EI 57.5%

de los pacientes (23 pacientes) eran menores de 5 afos.

Por sexo, hubo 18 hombres (45%) y 22 mujeres (55%), con una relacién hombre
mujer de 0.8:1. (Tabla 1)

En cuanto a la distribucidon por histologia; 30 tumores fueron astrocitomas de bajo
grado (75%); doce de grado | (30%) y 18 de grado Il (45%), y 10 de alto grado
(25%), de los cuales 8 fueron grado Il (20%) y 2 fueron grado 1V (5%).

Por localizacion a nivel supratentorial fueron 15 (37.5%), en regién talamica uno
(2.5%), en cerebelo 14 (35%) y en tallo cerebral 10 (25%)

De acuerdo al tipo de cirugia 23 pacientes tuvieron reseccion parcial (57.5%), 11

tuvieron reseccion total (27.5%) y 6 fueron biopsiados solamente (15%).

Con respecto al estado actual, 24 pacientes estan vivos (60%) y 16 han fallecido
(40%). De acuerdo a la histologia: 20 pacientes con astrocitoma de bajo grado
estan vivos (66%) y 10 han fallecido (33%), en los tumores de alto grado 4

pacientes estan vivos (40%) y 6 han fallecido (60%).

En relacion a la expresion de EGFR, seis tumores lo expresaron (15%) y 34 no lo
expresaron (85%). De los pacientes que sobrexpresaron el EGFR cinco se
encontraron en tallo cerebral (83%) y uno en cerebelo (17%). De los seis
pacientes que expresaron EGFR, cuatro han fallecido (66%). (Tabla 2).

Por histologia, de los seis pacientes que expresaron EGFR, 3 tumores fueron de

bajo grado y 3 de alto grado.




La sobrevida de acuerdo al sexo, no tuvo significancia estadistica (p=0.578). Del
sexo femenino 13 estan vivas y 9 fallecieron, en cuanto al sexo masculino; 11

estan vivos y 7 fallecieron. Con una OR de 1.052

Al analizar si la localizacion se asocia con el grado histoldgico del tumor,
encontramos que no existe asociacion (p=0.753). De aquellos tumores de grado |
(pilocitico), dos se localizaron en tallo cerebral, cuatro a nivel supratentorial y seis
infratentoriales. Del grado Il (fibrilar), una en region talamica, cuatro en tallo
cerebral, seis a nivel supratentorial y siete infratentorial. Para el astrocitoma grado
[ll (anaplasico), tres en tallo cerebral, cuatro a nivel supratentorial y uno
infratentorial. Por altimo, los astrocitomas grado IV (glioblastoma multiforme), de

los dos tumores, uno se localizd en regién supratentorial y uno en tallo cerebral.

En cuanto al estado actual en relacion al grado histoldgico, la distribucion fue la
siguiente: Grado |, 7 estan vivos y 5 han fallecido. Del grado Il; 13 de 18 pacientes
estan vivos. Del Grado lll, de los ocho pacientes, cuatro estan vivos. Y en el Grado

IV, los 2 pacientes han fallecido, (p=0.215)

Segun la positividad del EGFR, de acuerdo al grado histologico se encontré: de los
6 positivos para EGFR, un tumor pilocitico, dos tumores fibrilares, dos de

histologia anaplasica y un glioblastoma multiforme (p=0.365).

El estado actual de acuerdo a la localizacion del tumor, es el siguiente: el Gnico
tumor de tdlamo se encuentra vivo, de los 10 tumores de tallo cerebral, cinco
pacientes estan vivos. Ocho pacientes con tumores supratentoriales estan vivos y
diez, de los 14 pacientes con tumores infratentoriales, se encuentran vivos adn.
(p=0.547)

De acuerdo al tipo de reseccion quirurgica el estado actual es el siguiente: los
pacientes que se sometieron a reseccion quirdrgica parcial seis fallecierony 17
estan vivos. La reseccion quirdrgica completa en 11 pacientes, report6 seis
pacientes vivos. En aquellos pacientes en los que se realizé Unicamente la

biopsia, 5 de seis pacientes fallecieron.




El analisis del estado actual segun la expresion del EGFR fue el siguiente: de los
34 pacientes que no expresaron EGFR, 22 estan vivos y 12 han fallecido. De los
seis pacientes que sobrexpresaron EGFR, cuatro han fallecido (p=0.160)

La distribucién de la expresion del EGFR de acuerdo a la localizacién tumoral es
como sigue: cinco se encontraron en tallo cerebral y uno en regioén infratentorial
(p=0.004)

La sobrevida global de los pacientes pediatricos con astrocitomas, en este estudio
fue del 56%, (Figura 1).

La sobrevida de acuerdo al sexo: en las mujeres fue de 52% y para los hombres
fue del 60%, p=0.8996. (Figura 2)

La sobrevida de acuerdo a la edad, fue del 29% para los menores de 3 afios y

para los mayores de 3 afos del 63%, p=0.0448. (Figura 3)

La sobrevida de acuerdo al grado histolégico es como sigue: 44% para los
astrocitomas de Grado |, 72% en los de Grado 11, 50% en el Grado 11l y 0% en el
Grado 1V, p=0.1165. (Figura 4)

En relacion a la sobrevida en relacién a la localizacion del tumor es: 100% para el
tumor de talamo, 50% para los tumores de tallo cerebral, 50% para los tumores

supratentoriales y 71% para los infratentoriales, p=0.5760. (Figura 5)

El analisis de sobrevida de acuerdo al tipo de cirugia es: 67% en la reseccion
parcial, 54% para la reseccion total y 16% en quienes se realizé biopsia, p=0.002.
(Figura 6)

La distribucion de sobrevida de acuerdo a la expresion del EGFR fue del 60% para
los pacientes que no expresaron EGFR en la lesion tumoral y 33% para los que

sobrexpresaron el receptor, p=0.0635. (Figura 7)




DISCUSION

La escasa literatura que existe sobre marcadores biolégicos en astrocitomas
pediatricos, en comparacion con su contraparte en adultos, y su repercusion en la
evolucion, con diferentes resultados en los distintos marcadores y con distinta
significacidn estadistica a la hora de su valoracién, cuando se aplican a la practica

clinica requiere hacerse con cierta cautela.

Sin embargo, y no obstante lo anterior, la pobre sobrevida lograda en los nifios
con tumores cerebrales, exige una rapida adquisicion de conocimientos para un
mayor para un mayor entendimiento de su comportamiento bioldgico y de esta

forma poder ajustar de una manera mas dirigida un tratamiento.

Dado que el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es una
glucoproteina de transmembrana hallada inicialmente en células de origen epitelial
y es un miembro de una familia de receptores de factores de crecimiento con
actividad tirosin quinasa. * La union de ligandos al receptor del factor de
crecimiento desencadena una serie de respuestas celulares que eventualmente
llevan a la proliferacion celular. Estos “pathways intracelulares” son ahora el area
principal de investigacion en oncologia ya que ellos participan en varios sistemas

moleculares y mecanismos de carcinogenesis y progresiéon tumoral. %

Lo interesante de esta factor es que posee una triple accién en las células
neoplasicas: incrementando la proliferacion celular, como angiogénico liberando
mayores nutrientes y oxigeno a las células neoplasicas, y por ultimo, bloqueando

la apoptosis.

Actualmente existe en estudios de investigacion Fase | y Fase Il un anticuerpo
monoclonal que bloquea a este receptor y en teoria los pacientes pediatricos con
un tumor cerebral tipo astrocitoma que exprese este marcador, podrian verse
beneficiados con el uso de este anticuerpo monoclonal, por lo cual fue necesario
realizar este estudio para conocer de que manera se expresa el marcador de
superficie en nuestra poblacion de nifilos mexicanos con astrocitomas, que dicho

sea de paso, so6lo pocos grupos en el mundo, han estudiado esta asociacion. Por




ejemplo en la India, 2’ y otro mas en Nueva York que no es concluyente pero sin
embargo no encontraron sobrexpresion de EGFR en su muestra de pacientes

pediatricos con astrocitoma. %

Se ha observado sobrexpresion del EGFR en otros tumores sélidos como los
tumores de cabeza y cuello con expresion de un 80 a 100%, prostata en un 40-
80%, cancer de mama variando entre 14-90%, carcinoma de colon de un 25-77%,
tumores renales en un 50-90%, tumores de ovario 35-70%, primarios de es6fago

35% y carcinoma de cuello uterino de un 50% a un 70%, por citar algunos. *°

En un estudio realizado en la India con 33 casos de GBM en nifios evaluaron la
sobrexpresion de la proteina EGFR y la amplificacion del gen EGFR, asi como
otros marcadores moleculares como p53, pl16, p27 y la delecién del gen PTEN.
Encontraron sobrexpresion de la proteina de EGFR en un 23% y amplificacion del
gen de EGFR en un 5.5%. Concluyendo en los GBM pediatricos de novo la
amplificacion del EGFR, la delecion del PTEN son raros y que a diferencia de los

astrocitomas en adultos las alteraciones en p53 son mas frecuentes en los nifios.
28

Desde el punto de vista epidemiolégico, nosotros no encontramos una diferencia
significativa al compararlas con otros reportes en la literatura universal con
respecto a la edad de presentacion, grados histologicos y sobrevida de este grupo

de pacientes.

No encontramos una diferencia significativa al comparar ambas curvas de
sobrevida entre el subgrupo de pacientes que expresaron el EGFR con respecto al

subgrupo de pacientes que no lo expresaron (50% vs 78%, p=0.0635)

Tampoco encontramos una asociacion entre la localizacion y la expresion de este
receptor, aunque debe mencionarse que de los 6 pacientes que expresaron
EGFR, 5 estaban en el tallo cerebral, lo cual pudiera dar pie al pensar que lo nifios
con astrocitoma del tallo cerebral, lo cual pudieran verse beneficiados con el
empleo de un anticuerpo monoclonal anti-EGFR como parte de su tratamiento de

guimioterapia con miras a mejorar su sobrevida.




Por ultimo, consideramos que deben realizarse estudios en los cuales se integren
los diversos biomarcadores moleculares como protocolo en los nifios con
astrocitomas, con el objetivo de poder realizar un analisis estadistico mas
completo con un mayor tamafio de muestra y con todas las variables con las que
se pueda contar para de ésta forma poder afirmar de manera categérica una
asociacion entre un tipo especifico de biomarcador molecular con la histologia y

sobrevida de los niflos con astrocitoma.

Pareciera que los pacientes que expresan este marcador se encuentra la mayoria
en tallo cerebral por lo cual es prudente pensar que estos pacientes se

beneficiaran con el empleo de algun anticuerpo monoclonal.

El presente estudio debe continuarse con la finalidad de ampliar el tamafio de la
muestra. Con los datos obtenidos no pareciera existir una correlacion entre la
expresion de EGFR con la sobrevida de los nifios con astrocitomas, ni tampoco
con la histologia, de hecho el OR de 0.91 si bien no confiere efecto protector

tampoco confiere mayor asociacion con la muerte.

La aplicacion en la clinica de la biologia molecular con muestras representativas y
estudios prospectivos de cohortes de pacientes va a permitir una estratificacion
biolégica del comportamiento tumoral que puede apoyar una estratificacion
terapéutica adaptada al factor pronéstico y determinar también nuevas pautas
terapéuticas que eviten tratamientos agresivos e innecesarios; a su vez el
conocimiento de los distintos marcadores moleculares de los tumores del SNC, en
especial de los astrocitomas, entidad mas comun, permitird en un futuro inmediato
su utilizacién como dianas terapéuticas que actien sobre las vias genéticas

implicadas.




CONCLUSIONES

1. Pareciera que los pacientes que expresan este marcador se encuentra la
mayoria en tallo cerebral por lo cual es prudente pensar que estos
pacientes se beneficiaran con el empleo de algin anticuerpo monoclonal.

2. El presente estudio debe continuarse con la finalidad de ampliar el tamafio
de la muestra. Con los datos obtenidos no pareciera existir una asociacion
entre la expresion de EGFR con la sobrevida de los nifios con Astrocitoma,
ni tampoco con la histologia.

3. No existe asociacion significativa entre la sobrexpresion de EGFR vy el
grado histolégico, pareciera que la hay para la sobrevida, sin embargo la

pequefia muestra de positividad crea un sesgo.
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ANEXO 1
INMUNOHISTOQUIMICA
DESPARAFINAR
Uso del tren:

Reposar en xileno 5 minutos para retirar exceso de parafina

Xileno (recipientes 1y 2) 10 lavados y escurrir
Alcohol absoluto 10 lavados y escurrir
Alcohol al 70% 10 lavados y escurrir
Alcohol al 50% 10 lavados y escurrir

Agua bidestilada (agua inyectable) 1 minuto, mantener humedo
TBS (puede permanecer hasta un dia)

RECUPERACION

Aplicar pronasa por 5 minutos a 37°C

Pasar a TBS (termina la recuperacion).
INMUNOHISTOQUIMICA

Del TBS se pasan a la IQ Kinetic (estufa) secando una por unay deben estar en el

primer cubo para mantener las laminillas himedas.

Se retira el exceso de agua con una gasa y se usa el pap pen, se colocan una a
una en el IQ Kinetic “HUMECTAR” con TBS.

ESCURRIR

1. Aplicar background sniper dropper bottle (azul)
1 a3 gotas 25°C por 10 minutos lavar/enjuagar

2. Aplicar primary antibody (EGFR)




1 a3 gotas 25°C por 30 a 60 minutos lavar/enjuagar

3. Aplicar Match 1 Mouse Probe Dropper Bottle (amarillo)
1 a3gotas 25°C por 15 minutos lavar/enjuagar

4. Aplicar Match 1 Universal HRP-Polymer Dropper Bottle (naranja)
1 a3 gotas 25°C por 30 minutos lavar/enjuagar

5. Retirar de la IQ Kinetic (estufa) y sobre el lavabo aplicar DAB (revelador)
100 microlitros por laminilla (3 a 5 minutos) enjuagar con agua bidestilada y
dejar caer en cloro (en un recipiente)

6. Cargar la rejilla con las laminillas y sumergirlas en hematoxilina por 5
minutos, enjuagar en agua corriente (como complemento de enjuague con
agua amoniacal).

7. Regresamos al tren con 10 lavados en

Agua bidestilada 10 lavados y escurrir

Alcohol al 50% 10 lavados y escurrir

Alcohol al 70% 10 lavados y escurrir

Xileno (recipiente 1) 10 lavados y escurrir

Xileno (recipiente 2) 10 lavados y escurrir
MONTAJE

En cada laminilla se aplicara a la orilla una gota de Eco Mount para pegar el cubre

objeto y dejar secar a la intemperie.




TABLA 1.

I N [

SEXO (0.81:1)

EDAD

HISTOLOGIA

LOCALIZACION

ESTADO ACTUAL

TABLA 2.

Hombre

Mujer

< 5 anos

> 5 anos
Pilocitico
Fibrilar
Anaplasica
Glioblastoma Multiforme
Talamo
Infratentoriales
Supratentoriales
Tallo Cerebral
Vivo

Muerto

BAJO GRADO
ALTO GRADO

18 (45%)
22 (55%)

23 (57.5%)
17 (42.5%)

12 (30%)
18 (45%)

8 (20%)

2 (5%)

1 (2.5%)
14 (35%)
15 (37.5%)
10 (25%)

24 (60%)

16 (40%)

20 (66%) VIVOS
4 (40%) VIVOS

EGFR POSITIVO 6 (15%)
NEGATIVO 34 (85%)

LOCALIZACION

GRADO
HISTOLOGICO

TALLO CEREBRAL

CEREBELO

BAJO GRADO
ALTO GRADO

5

1
3
3




Figura 1. Sobrevida Global en los pacientes pediatricos con astrocitoma.
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Figura 2. Sobrevida de acuerdo al sexo.
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Figura 3. Sobrevida para los menores de 3 afios de edad.
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Figura 4. Sobrevida de acuerdo al grado histoldgico.
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Figura 5. Sobrevida de acuerdo a la localizacion tumoral.
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Figura 6. Sobrevida de acuerdo a la reseccién quirargica.

Survival Functions

10— Cirugia
Biopsia
- Log Rank Reseccion
p= 0.002 parcial
054 - -+ Reseccion total
! T — _ Biopsia-
censored
| T — Reseccion
= +=  parcial-
= 064 censored
t Feseccion
= total-censored
W
E
304
o
02—
—
0,0
| I | | |
4] a0 100 150 200

Meses de sobrevida




Figura 7. Sobrevida de acuerdo a la expresion de EGFR
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