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RESUMEN ESTRUCTURADO

ASOCIACION DE LA SOBREEXPRESION DE MGMT CON LA RESPUESTA AL
TRATAMIENTO Y SOBREVIDA EN NINOS CON ASTROCITOMAS MANEJADOS CON
TEMOZOLAMIDA

'Reyes Gutiérrez Erika Evelyne, 2Lopez Aguilar Enrique, *Sepulveda Vildosola Ana Carolina, *

Siordia Reyes Alicia Georgina.

1. Residente de segundo afio de Oncologia pediatrica, 2Médico Jefe de Servicio de
oncologia pediatrica. 3. Directora de Investigacién y Educacion CMN SXXI, 4. Médico
Patdlogo adscrito al Hospital de Pediatria CMN SXXI.

ANTECEDENTES: EIl descubrimiento epigenético del involucro de la metilacion celular como factor
prondstico y de respuesta como factor de quimioresistencia se ha utilizado en el tratamiento de
astrocitomas. La temozolomida se ha convertido en la droga estdndar complementando al
esquema ifosfamida/carboplatino/etopodsido para el tratamiento quimioterapico de los gliomas con
alto grado de malignidad. Se ha reportado que el estado de metilaciéon del promotor metilguanina
DNA metiltransferasa (MGMT) puede ser un factor prondstico en la sobrevida de estos pacientes,
asi como un factor pronéstico del beneficio de la quimioterapia con temozolamida.

DISENO: Cohorte, retrospectivo.

OBJETIVO: Determinar la asociacion entre la sobreexpresion de MGMT con la respuesta al
tratamiento con temozolomida y sobrevida de los nifios con tumores cerebrales tipo astrocitomas.
MATERIAL Y METODOS: Se obtendran datos a partir de los registros del Hospital de Pediatria del
Centro Médico Nacional SXXI de los pacientes diagnosticados con astrocitoma de alto grado del
periodo comprendido entre el 1° de Enero del 2008 al 31° de Diciembre de 2012. Se realizaran las
pruebas de inmunohistoquimica en el laboratorio de investigacién para obtener la expresion en los
astrocitomas de MGMT para cada muestra se realizd un control isotipo negativo, control positivo de
calidad de tincion y control de expresion antigénica del material, en base a la intensidad de tincion.
La expresion de MGMT se aceptdé como positiva cuando fue evidente una tincién de coloracion
rojiza en nucleo positivo. Se llevd a cabo un estudio estadistico de la supervivencia mediante los
pruebas de Kaplan Meier y Log Rank.

RESULTADOS: Se realizé6 inmunohistoquimica tanto en tejido tumoral como en muestra testigo de
cancer de mama el cual expresa la misma cantidad de positividad. En cuanto a nuestro estudio la
expresion de MGMT resulté positiva en 6 pacientes (25%) mientras que 18 pacientes resultaron
negativos (75%). De los 6 pacientes positivos para MGMT se reportan 2 muertes (33.3%) y 4
permanecen vivos al cierre del estudio (66.6%) sin presentar significancia estadistica para la
sobrevida (p=0.296). El OR para fallecer si la MGMT es positiva es de 1.5 (IC 95% 0.361-6.230). 5
de los 6 pacientes positivos para MGMT presentaron en algin momento de la evolucién progresion
tumoral. La reseccién tumoral no tuvo significancia estadistica (p=0.151) sin embargo si se observo
significancia clinica observando sélo 2 muertes (14.2%) en 14 resecciones completas y 4 muertes
(40%) en 10 resecciones parciales. Sin embargo la progresiéon tumoral si resultdé una variable
significativa para la sobrevida (p= 0.017) que para los que no presentaron progresiéon con un OR de
7 (IC 95% 0.959-51.094) donde los 5 pacientes que presentaron progresion tumoral fallecieron y
s6lo un paciente sin progresion tumoral fallecio.

CONCLUSIONES: Este estudio demuestra que la metilacion MGMT se correlaciona inversamente
con la expresion del gen MGMT, pero también sefala que la relacién entre la metilacién y la
expresién no es absoluta. Su importancia en el uso clinico para el propésito de superar la
resistencia a la temozolamida es todavia limitada.



ANTECEDENTES

Los tumores cerebrales, representan el tipo de tumor solido mas frecuente en la
edad pediatrica, siendo los astrocitomas los mas comunes (1, 2, 4). A nivel
mundial representan 60% y son mas frecuentes en el sexo masculino, la raza

blanca y en menores de cinco anos. (2)

En estudios realizados en poblacion del D. F, la incidencia es de 17 casos por
millén por ano lo que significa aproximadamente 560 nuevos casos por afio con lo
que ocupa el segundo lugar como causa de morbilidad, en la poblacion pediatrica
(2, 3).

El cancer en los niflos en México es en la actualidad uno de los problemas mas
importantes de salud publica. La frecuencia de presentacién de los tumores
cerebrales es de 12% (2, 3). En México los tumores del sistema nervioso central

ocupan el tercer lugar de las neoplasias malignas en nifios (3).

Debido a la falta de un programa nacional para el registro de cancer infantil, en
México solo existen datos de la incidencia de cancer en los nifios que residen en
la Ciudad de México y que tienen derecho a un trato por el Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS). Esta situacion se traduce en un problema grave, en que la
magnitud del problema de cancer en la infancia, en la mayor parte de las
jurisdicciones del pais es desconocida. La incidencia de cancer infantil en Chiapas

es mayor que el reportado en todo el mundo (4)

Aproximadamente la tercera parte de los tumores del SNC en nifios menores de
15 anos son diagnosticados antes de la edad de 5 afios y son bastante constantes

de afio a afo. (5)

La sobrevida de pacientes con astrocitoma es de 56% a 60 meses. La expectativa
de vida de acuerdo a la SEER (Surveillance, Epidemiology, End Result) a los cinco
anos es de 50%. (3)



Durante los primeros 2 afios de vida, los tumores supratentoriales predominan,
mientras que las lesiones infratentoriales son mas comunes en el resto de la
primera década. Los tumores supratentoriales nuevamente predominan durante la

adolescencia y hasta la edad adulta. (5)

La transformacién neoplasica se produce en todos los tipos de células gliales del
sistema nervioso humano, produciendo una amplia variedad de entidades clinico-

patoldgicas y variantes morfologicas. (6)

Los astrocitomas son mas frecuentes y abarcan un espectro extraordinariamente
amplio, que va desde el crecimiento lento astrocitoma pilocitico juvenil para el
glioblastoma multiforme altamente maligno. Este cambio se clasifican
morfolégicamente en los esquemas de clasificacion histolégica y esta asociado

con la adquisicién secuencial de alteraciones genéticas. (6)

Se clasifican segun la OMS en una escala de grados segun la conducta bioldgica,

y con esta clasificacidén se predice: respuesta al tratamiento y prondéstico. (7)

La clasificacion internacional de tumores publicados por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) se inicié a través de un acuerdo del Consejo Ejecutivo de la
OMS en 1956 y de la Asamblea Mundial de la Salud en 1957. La primera edicion
de la clasificacién histolégica de los tumores del sistema nervioso ha sido editado
por Zulch y publicado en 1979. La segunda edicion refleja los avances provocados
por la introduccién de la inmunohistoquimica en la patologia de diagnéstico; fue
editado por Kleihues y cols. La tercera edicion, editado por Kleihues y Cavenee
publicado en el 2000 incorpora perfiles genéticos como auxiliares adicionales a la
definicion de los tumores cerebrales. En la clasificacion se basa en el consenso
del international Working Group, un grupo de 25 patélogos y genetistas se
reunieron en el Centro Aleman de Investigacion Oncoldgica en Heidelberg, en
noviembre de 2006 y los resultados de sus deliberaciones y las de otros 50
contribuyentes estan contenidos en la clasificacion de la OMS 2007 de los tumores

del sistema nervioso central. (8)



Los factores de mal prondstico ya conocidos son: edad menor de tres afos, ya
que a estos pacientes no se le puede ofrecer radioterapia, asi como localizacién e
histologia. Se han identificado también diversos marcadores biomoleculares que
influyen en el prondstico de estos pacientes. El conocimiento de los factores
pronosticos, permite adecuar el tratamiento a éstos pacientes. A pesar de que se
conocen algunos factores prondsticos, continda habiendo un grupo de pacientes
con evolucién desfavorable, por lo que es importante determinar los factores que
llevan a un peor pronostico, y de esta manera diferenciarlos y tratarlos de una

manera mas intensiva. (3)

Las caracteristicas de los tumores gliales de bajo grado son su lenta evolucion, el
comportamiento clinico y la apariencia histologica relativamente benigna. En
general, las tasas altas de supervivencia a largo plazo son caracteristicos, asi, a
pesar de las bajas tasas pero constante de la progresion de la enfermedad incluso
10 anos desde el diagnostico. Los astrocitomas cerebelosos son los mas
frecuentes, representando del 15% al 25% de todos los tumores del SNC, seguido
en prevalencia de los astrocitomas cerebrales hemisféricos y tumores profundos
de las estructuras de la linea media asi como los tumores de la via éptica (que
representa aproximadamente el 5% de todos los tumores del SNC). El astrocitoma
clasico, o pilocitico, corresponden el 80% y el 85% de estos tumores. El segundo
tipo de astrocitoma cerebeloso es el astrocitoma difuso o fibrilar, lo que representa
el 15% de los astrocitomas cerebelosos. Los tumores supratentoriales de alto
corresponden al astrocitoma anaplasico, glioblastoma multiforme y tumores gliales
mixtos con predominio de elementos malignos astrociticos. Estos tumores
representan 7% a 11% de los tumores del SNC en nifios. Aproximadamente el
25% de los tumores astrociticos malignos o de alto grado se producen en las
estructuras profundas de la linea media del cerebro, el 15% se producen en la
fosa posterior, y la mayoria se producen en los hemisferios cerebrales. Los
astrocitomas de alto grado son clinicamente agresivos, invasivos regionalmente, y

capaz de dar metastasis extraneural a pulmon, ganglios linfaticos, higado, y



hueso. En los nifios, estos y otros gliomas malignos se presentan con mayor

frecuencia en los hemisferios cerebrales. (5)

Los tumores cerebrales primarios, en particular, el glioblastoma multiforme (GBM),
siguen teniendo una supervivencia sombria a pesar de los avances en el
tratamiento de otras neoplasias. El limitado conocimiento de los mecanismos que
subyacen a la tumorigénesis del cerebro limitan severamente las opciones
preventivas y terapéuticas para los pacientes. El tratamiento estandar actual para
GBM consiste en la reseccion quirurgica seguida de radioterapia adyuvante (RT),
con o sin quimioterapia concomitante. Lamentablemente, este régimen sélo se
ofrece a los pacientes con GBM un beneficio en la supervivencia media de 14,6
meses, una mejora de 12 meses sobre la reseccidn sola. Es importante tener en
cuenta que la radioterapia y quimioterapias estan, a nivel molecular, basados en la
inducciéon del dafo en el ADN de la célula tumoral para provocar su muerte.
Desafortunadamente, estas terapias también causar danos en el ADN en el tejido
circundante neuronal, dando lugar a una variedad de efectos secundarios locales y

sistémicos. (9)

Como tal, hay un importante esfuerzo de investigacion que buscan descubrir
nuevos regimenes terapéuticos que maximizan la eliminacion del tumor y reducir
al minimo estos efectos téxicos tejido normal, basado en la comprensién de las
diferencias en los comportamientos y las vias de las células sanas y neoplasicas.
Una caracteristica critica de la célula eucariota es su capacidad de mantener la
estabilidad del genoma a través de generaciones, atribuido, en parte, a los
mecanismos sofisticados de regulacion y reparacién de ADN. Las deficiencias en
este proceso ha sido ampliamente asociado con un numero de subtipos de
astrocitomas. Las vias por las cuales las células corrigen el rompimiento de doble
cadena de ADN son de particular interés. Una reparacion de rompimiento de doble
cadena de ADN errénea conduce a reordenamiento genémico bruto, que puede

resultar en inestabilidad genémica y en una tumorigénesis. (9)



Ha sido bien establecido que el rompimiento de doble cadena de ADN se reparan
a través de al menos dos vias distintas: la recombinacion homéloga (HR) y no
homodloga (Non-homologous End - joining NHEJ). Ambos mecanismos de
reparacion tienen implicaciones en la tumorigénesis, teniendo impacto de
respuesta al tratamiento actual, asi como su utilidad potencial como dianas
terapéuticas en el manejo de los tumores cerebrales. La HR es la principal via de
reparacion de la doble cadena de ADN durante las fases S y G2 del ciclo celular,
mientras que en la NHEJ la funcién es predominantemente durante G1 cuando la

reparacion HR no esta disponible. (9)

Papel de la O6- Metilguanin DNA transferasa

La iniciacion y la progresion del cancer humano no solo dependen de alteraciones
genéticas, sino también en los cambios epigenéticos como la metilacion del ADN.
La hipermetilacion aberrante del ADN en las regiones promotoras de genes es el
cambio epigenético mejor definido en los tumores. Esta caracteristica se puede
utilizar para buscar biomarcadores tumorales especificos de metilacién de ADN y
para examinar biomarcadores de ADN candidatos para uso clinico. (10)

La metilacion del ADN en la posicion cinco del anillo de citosina se produce en la
mayoria de los dinucleétidos CpG y ha sido reconocida como "la quinta base". La
metilacion del ADN esta implicada en una variedad de procesos biologicos,
incluyendo el desarrollo embrionario, la inactivacién del cromosoma X, impronta
gendmica, la regulacién de la expresion génica, y el mantenimiento de la memoria
epigenética. El paso enzimatico implicado utiliza S-adenosil-metionina (SAM)
como un donante de metilo y se lleva a cabo por tres metiltransferasas de ADN,
Dnmt1, Dnmt3a y Dnmt3b. Estas enzimas catalizan la adicion covalente de un
grupo metilo de un donante S-adenosil-metionina en la posicion 5 del anillo de
citosina, predominantemente en el dinucledtido CpG. (10) La hipermetilacion del
promotor Dnmt1 no se produce en gliomas de grado bajo, siendo observado

principalmente en los glioblastomas secundarios. (11)

Ademas de la hipermetilacién del promotor de ADN, la hipometilacion del ADN es

otro patrén importante de metilacién alterado observado en el cancer. (10, 12)



El creciente reconocimiento de la importancia de los cambios epigenéticos en la
patogénesis del cancer ha conducido a un cambio en los enfoques que se utilizan
para identificar los genes afectados por este proceso. Los biomarcadores de
metilacion del ADN que se someten a cambios de metilacion del ADN en la
carcinogeénesis, ofrecen una gama de oportunidades para la deteccién temprana,
el diagnostico, el prondstico, la estratificacion terapéutica y publicar la
monitorizacion terapéutica del cancer. La metilacion del ADN tiene un gran
potencial para ser utilizado como un biomarcador nucleico para evaluar el riesgo
de cancer, la deteccién temprana, el prondstico y prediccion de respuesta

terapéutica. (10)

Los biomarcadores de metilacién del ADN también puede predecir la respuesta a
la quimioterapia; el mejor ejemplo es la hipermetilacion del promotor de ADN en 06
metilguanina metiltransferasa (MGMT), una enzima de reparacién del ADN, en el
glioma. (10, 13)

El sitio mas frecuente de alquilacién en el ADN es la posicion O6 de la guanina. El
entrecruzamiento de ADN de doble cadena por agentes alquilantes es inhibida por
la reparacién del ADN celular mediante la proteina O6-metilguanina-ADN
metiltransferasa también conocido como alquiltransferasa O6-alkylguanine-DNA.
(12,13, 14)

La metilacion de MGMT se ha observado en 40-57% de los glioblastomas (12,16)
sin embargo, subgrupos especificos tienen una frecuencia mas alta. La metilacion
de MGMT se ha encontrado que es mas frecuente en los glioblastomas
secundarios, en las mujeres, y en los supervivientes a largo plazo, mientras que es

poco frecuente (5%) en glioblastomas recurrentes. (12)

La hipermetilacion en la regién promotora del gen MGMT codifica la proteina de
reparacion del ADN O6-metilguanina-ADN metiltransferasa y es uno de los
factores prondsticos mas importantes para los pacientes con glioblastoma y

predice la respuesta al tratamiento con agentes alquilantes como la temozolomida.
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Los agentes alquilantes son moléculas altamente reactivas que causan la muerte

celular mediante la union a ADN. (12, 13, 15)

El tratamiento de glioblastomas con temozolomida (TMZ) introduce grupos alquilo

en el ADN impidiendo su replicacion. (12, 13)

Esta modificacion estructural induce la muerte celular, sin embargo, las proteinas
de reparacion del ADN, tales como O6-alquilguanina DNA alquiltransferas, son
capaces de eliminar aductos de alquilo de la posicion O6 de la guanina y prevenir

la muerte celular inducida por TMZ. (13)

Sin embargo, cuando el promotor de MGMT esta metilado, el gen MGMT no se
transcribe y por lo tanto no puede reparar el dafo del ADN causado por TMZ,

haciendo mas eficiente el uso de TMZ. (12)

El estado de metilacién de la O6-metilguanina-ADN metiltransferasa (MGMT) es
un importante biomarcador predictivo de beneficio de terapia con farmacos

alquilantes en glioblastoma. (16)

La proteina MGMT rapidamente revierte la alquilacion en la posicion O6 de la
guanina, evitando asi la formacion de enlaces cruzados letales. A través de este

mecanismo, MGMT causa resistencia a farmacos alquilantes. (14)

MGMT protege a las células contra la mutacion mediante la eliminacion por grupos
alquilo de bases de guanina, que son introducidos por agentes de alquilacion tales

como nitrosamides. (10)

El gen MGMT esta localizado en el cromosoma 10926 y codifica una proteina de
reparacion del ADN que elimina grupos alquilo de la posiciéon O6 de la guanina, un

importante sitio de alquilacion de DNA. (17, 18)

El nivel de MGMT varia ampliamente de acuerdo con el tipo de tumor, e incluso
varia entre los tumores del mismo tipo. Por ejemplo, aproximadamente el 30 por

ciento de los gliomas carecen de MGMT. Esta deficiencia de la enzima puede
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aumentar la sensibilidad de los tumores cerebrales a los agentes alquilantes.
Debido a que el gen MGMT no es comunmente mutado o suprimido, una falta de
MGMT pueden ser causados por cambios que no alteren la informacién genética
de la célula. La metilacion del ADN es el tipo principal de tales modificaciones
epigenéticas en los seres humanos, y que desempefa un papel importante en la
tumorigénesis. En la metilacién particular de sitios normalmente no metiladas
CpG, conocidas como islas (citidina fosfato de guanosina), en las regiones
promotoras de genes supresores de tumores y la reparacion de ADN se
correlaciona con la pérdida de la expresion de estos genes en lineas celulares de
cancer y tumores primarios. La metilacién de la isla CpG en el gen MGMT evita la

transcripcion del gen. (15)

El silenciamiento epigenético del gen MGMT (O6-metilguanina-ADN
metiltransferasa) por el promotor de metilacion se ha asociado con una
supervivencia global mas alta en pacientes con glioblastoma que, ademas de la
radioterapia, han recibido quimioterapia alquilante con carmustina o temozolomida.
(14)

Los altos niveles de actividad de MGMT en las células cancerosas crean un
fenotipo resistente por embotamiento del efecto terapéutico de los agentes
alquilantes y puede ser un determinante importante de fracaso del tratamiento. El
silenciamiento epigenético del gen MGMT por metilacion del promotor esta
asociado con la pérdida de la expresion de MGMT y disminucion de la actividad de
reparacion del ADN. (14) Por lo tanto, el estado de hipermetilacion del promotor de
la MGMT se asocia con mayor sensibilidad a agentes alquilantes tales como
carmustina y temozolamida y a la radioterapia en pacientes. En el curso del
desarrollo del tumor, el silenciamiento génico por metilacién del ADN es un
mecanismo temprano e importante mediante el cual genes supresores de tumores

se inactivan. (10)

En un estudio fase 2 se evalud radioterapia combinada y temozolomida para
glioblastoma de recién diagnostico, se encontr6 que la metilacion del promotor

MGMT en el tumor estaba asociado con una mayor supervivencia. En el grupo de
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pacientes cuyos tumores contenian un promotor MGMT metilado, los que
recibieron temozolomida y radioterapia tuvieron una mediana de supervivencia
libre de progresion de 10,3 meses, en comparacion con 5,9 meses para los
pacientes que recibieron radioterapia sola. Entre los pacientes cuyos tumores
contenian un promotor MGMT no metilado, los que recibieron temozolomida y
radioterapia tuvieron una mediana de supervivencia libre de progresion de 5,3
meses, en comparacion con 4,4 meses para los pacientes que fueron tratados con
radioterapia sola. Se encontré que la metilacion del promotor MGMT se asocia con
un resultado favorable después de la quimioterapia temozolomida en pacientes

con diagnéstico reciente de glioblastoma. (14)

Se realizdé un estudio retrospectiva de 219 glioblastomas (GBM) tratados con
varias modalidades terapéuticas y se observé que la metilacion de MGMT no tuvo
impacto en la supervivencia, pero mostré6 una ventaja significativa (17,1 meses
frente a 13,1) en los pacientes tratados con RT y quimioterapia adyuvante, sobre
todo cuando los pacientes recibieron quimioterapia durante el curso de la
radioterapia (19,9 meses frente a 12,5). Esto sugiere que el impacto prondstico de
la metilacion del gen MGMT depende de las modalidades terapéuticas y horarios.
(17)

La metilacion de MGMT no se correlaciond con las principales alteraciones

moleculares, tales como la pérdida de 10q y la expresion de p53. (17)

Aunque el silenciamiento epigenético del promotor del gen MGMT se ha asociado
con una supervivencia prolongada en pacientes con glioblastoma, existe una gran
controversia sobre su uso como un marcador prondstico en la respuesta a la

temozolamida de pacientes con diagndstico reciente de glioblastoma. (12, 19)

La metilacion de MGMT también se asocia con pseudo-progresion después de
radioquimioterapia concomitante para pacientes con glioblastoma recién
diagnosticados. Ademas, el patrén de repeticion, incluyendo el tiempo hasta la
recidiva y la ubicacion del tumor recurrente, parece estar correlacionado con el

estado de metilacion del MGMT del tumor primario. (12, 20)

13



JUSTIFICACION

Al momento actual la sobrevida de los nifios con astrocitomas no rebasa el 60% a
5 afios por lo cual se requiere profundizar en el estudio del comportamiento
biolégico y molecular de éstos tumores para poder dar un tratamiento mas
adecuado.

Los agentes alquilantes son en la actualidad de las drogas de primera linea en el
tratamiento de los tumores cerebrales, que como recordaremos son el tipo de
neoplasia sélida mas frecuente en la edad pediatrica, con un comportamiento
bilégico que difiere al de la edad adulta. La temozolamida es un agente alquilante
de segunda generacion con la habilidad de difusion en el sistema nervioso central
(SNC) con toxicidad relativamente menor que la de otros agentes alquilantes como
la dacarbazina, lo cual justifica su amplio uso en pediatria.

Conocer la expresion de MGMT nos permitira conocer el pronéstico de la
respuesta al tratamiento y sobrevida de los pacientes pediatricos con
astrocitomas, ya que ha sido bien demostrado que la sobreexpresion de MGMT se
relaciona con el aumento en la reparacién del dafio inducido por alquilantes al

DNA, lo cual confiere mayor agresividad y mala respuesta al tratamiento.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Mismos tratamientos producen una respuesta tumoral muy diversa en cada uno de
los nifos con tumor cerebral, en especial astrocitomas, por lo cual se requiere
conocer a fondo cual es el comportamiento de cada uno de ellos y como influye en
su respuesta a tratamientos considerados como de eleccion para éstos pacientes,
y si la expresidbn aumentada de la MGMT tiene relacién con la respuesta al
tratamiento con temozolamida y sobrevida de los nifios con astrocitomas de alto

grado.

¢ Existe asociacion entre la sobreexpresion de MGMT con la respuesta al

tratamiento y sobrevida de los nifios con astrocitomas tratados con temozolamida?

HIPOTESIS

La sobreexpresion de MGMT se asociara con una sobrevida 40% menor a un afo

comparado con el grupo de pacientes pediatricos con astrocitomas que no la

presentan.
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OBJETIVOS

General.

Determinar la asociacion entre la sobreexpresion de MGMT con la respuesta al
tratamiento con temozolamida y sobrevida de los nifios con tumores cerebrales
tipo astrocitomas.

MATERIAL Y METODOS

Lugar de realizacion del estudio. Hospital de Pediatria del Centro Médico
Nacional SXXI. Servicio de Oncologia, laboratorio de investigacién de Tumores del

Sistema Nervioso Central

Disefio del estudio.

Tipo de estudio: cohorte historica o retrospectiva
Numero de mediciones: longitudinal

Por tipo de maniobra: analitica

Temporalidad: retrospectivo

Periodo de estudio.

Se incluyeron a todos los pacientes pediatricos con diagndstico de astrocitoma
tratados con temozolamida en el periodo comprendido entre el 1° de Enero del
2008 al 31° de Diciembre de 2012 en el servicio de Oncologia Pediatrica de la
UMAE Pediatria del CMN SXXI.

Poblacion de estudio.

Se incluyeron los pacientes con astrocitomas tratados con temozolamida
diagnosticados en el servicio de Oncologia Pediatrica de la UMAE CMN SXXI y

tratados en el servicio.
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Criterios de inclusion

1. Pacientes de cualquier sexo (hombre o mujer) con el diagndstico de astrocitoma
diagnosticado en el servicio de Patologia del Hospital del Centro Médico Nacional
SXXI en el periodo comprendido del estudio.

2. Pacientes que cuenten con expediente completo que permita la adecuada
recoleccion de datos.

3. Pacientes que cuenten con bloque de parafina del tumor en estudio

4. Pacientes que hayan recibido manejo con temozolamida

5. Pacientes que tengan seguimiento de por lo menos seis meses para poder

evaluar la respuesta tumoral y sobrevida.

Criterios de exclusion

1. Pacientes que iniciaron manejo en otra institucion.

Criterios de eliminacién
1. Todos aquellos casos con dafio tisular por problemas de fijacion o

almacenamiento.

FACTIBILIDAD
Se cuenta con los recursos humanos para realizar este estudio.

o Para cada paciente con diagnostico de astrocitoma de alto grado con
expediente clinico completo y bloque de parafina.

o Meédico subespecialista en Oncologia Pediatrica.
o Médico Oncdlogo Pediatra tutor del estudio.

o Laboratorio de investigacion para realizar inmunohistoquimica.
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DEFINICION DE VARIABLES

Variables independientes.

Expresion de MGMT.

Definicion conceptual: La MGMT es una enzima de reparacion del DNA que
revierte la alquilacion del DNA causando resistencia a los farmacos alquilantes.
Definicion  operacional: sobreexpresion de la MGMT evaluada por
inmunohistoquimica.

Escala de medicién: cualitativa

Unidades de medicion: sobreexpresada o no sobreexpresada

Variables dependientes.

Edad.

Definicion conceptual: Espacio de afos que han pasado entre el nacimiento y el
momento actual.

Definicidon operacional. Edad en afios y meses en el momento de la atencién.

Tipo de variable: Cuantitativa.

Escala de medicién: Continua

Unidad de medicion: afios y meses.

Sexo.

Definicidon conceptual: Condicién organica, masculina o femenina, de los animales
y las plantas. Caracteristicas sexuales fenotipicas.

Definicion operacional: A partir de la exploracion fisica las caracteristicas
fenotipicas

Tipo de variable: Cualitativa

Escala de medicion: Dicotomica, nominal

Unidad de medicidon: femenino/ masculino

Reseccion tumoral
Definicion conceptual: Operacién que consiste en separar el todo o parte de uno o

mas organos.
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Definicion operacional: Grado de reseccion del tumor, reportado por el
neurocirujano en la hoja posquirurgica.
Escala de Medicidén: dicotomica.

Unidades de medicion: parcial o completa.

Localizacion anatomica del astrocitoma.

Definicidon conceptual: Lugar en el que aparecen en el parénquima cerebral.
Definiciéon operacional: Localizacion anatomica de los astrocitomas.

Escala de Medicion: Cualitativa

Unidades de medicién: supratentoriales, infratentoriales y espinales (intramedular

y extramedular).

Histologia del astrocitoma

Definicion conceptual: caracteristicas histopatolégicas como celularidad, atipia
nuclear indice mitético proliferacidn microvascular y necrosis de acuerdo a la
clasificacion de la OMS.

Definicion operacional: Grado Ill: Astrocitoma anaplasico, Gliomatosis cerebri,
Xantoastrocitoma  pleomorfico  anaplasico, Oligoastrocitoma  anaplasico,
Oligodendroglioma anaplasico. Grado IV: Glioblastoma, Gliosarcoma,
Glioblastoma de células gigantes.

Escala de medicion: Cualitativa

Unidades de medicion: Grado |, II, lll, IV

Variables de confusion

Radioterapia:

Definicion conceptual: Disciplina médica que hace uso de las radiaciones
ionizantes con fines terapéuticos, administrando una dosis de radiacion letal sobre
la lesion.

Definicion operacional: Radioterapia recibida posterior al 4 ciclo de QT de acuerdo
al protocolo de tratamiento. Escala de Medicién: dicotémica.

Unidades de medicion: Si la ha recibido, o no la ha recibido.
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METODOLOGIA

El presente estudio se encuentra dentro de los lineamientos del reglamento de la
Ley General de Salud en materia de investigacién publicada en el diario oficial de
la federacion el 7 de febrero de 1984, el instructivo de operacién de la comision de
investigacion cientifica y de los comités locales de investigacion del Instituto
Mexicano del Seguro Social.

Con la declaracion de Helsinki y su modificacion en 1975, Venecia en 1983 y Hong
Kong en 1989; para los trabajos de investigacion biomédica en humanos.

En este estudio se revisaron las muestras de tejido obtenidas por reseccion
tumoral de los pacientes diagnosticados con astrocitoma y sus expedientes
clinicos en forma retrospectiva por lo que no fue necesario el consentimiento
informado, sin embargo se guardd el anonimato y la confidencialidad a que el
paciente tiene derecho.

Se revisaron los expedientes de todos los pacientes menores de 17 afos con
astrocitoma diagnosticados en el Hospital de Pediatria Centro Médico Nacional
Siglo XXl en el periodo del 1 de enero del 2008 al 31 de diciembre del 2012.

Se llend la hoja de recolecciéon de datos, posteriormente se solicitaron al servicio
de patologia los bloques de parafina y se realiz6 la técnica de inmunohistoquimica

para la determinacion de MGMT (MT 3.1) de la siguiente manera:

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Inmunohistoquimica:

Para el estudio de inmunohistoquimica se realizé con sistema peroxidasa-
antiperoxidasa por un bidlogo capacitado en la técnica de acuerdo a las

recomendaciones de los proveedores.

Se realizaran cortes de 3 a 4 um de tejido incluido en parafina, previamente fijado
en formol amortiguado al 10%, utilizando porta objetos con poly-L lysina. (0.1% en
agua destilada). El tejido se desparafino en la estufa a 56° C durante 30 minutos y
rehidratadose desde xilol hasta agua destilada pasando por alcoholes a

concentraciones menores (5 minutos en cada uno de las soluciones).
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Posteriormente se efectud la recuperacion antigénica con DAKO target retrieval
solution al 10% durante 10 minutos en olla express. Una vez que se enfrié
(temperatura ambiente) se retirara del recuperador y se enjuaga con agua
destilada 6 PBS. La peroxidasa se bloquea por 10 minutos con DAKO peroxidase
blocking al 3% (se debe mantener cubierto para evitar el contacto con la luz) y se

lava con agua destilada 6 PBS.

Los cortes fueron incubados en camara humeda durante 20 minutos con los
anticuerpos primarios: Anti MGMT (1:50 GeneTex corporation, Anticuerpo
monoclonal de ratén, anti-MGMT, Clona MT 3.1, N° de catalogo G-TX23144).

El anticuerpo primario fue detectado con un anticuerpo secundario biotinilado.
Una vez aplicado, se incubara durante 30 minutos streptavidina conjugada
(peroxidasa de rabano). Posteriormente se revelara con el cromogeno diamino-

bencidina (DAB) por 5 minutos y finalmente sera contrastado con hematoxilina.

El tejido fue deshidratado con alcoholes de menor a mayor concentracion (70%,

90% y 100%) y xilol. Las preparaciones se montaran con resinas.

En cada caso se incluyé un control positivo conocido, para el anticuerpo MGMT
en el que se utiliz6 muestra de carcinoma de mama. Cabe sefialar que la calidad
del tejido fue evaluado con la expresion del Ki-67, marcador que debe ser positivo
en todos los astrocitomas en menor o mayor grado, sin excepcion. Por lo cual el
hecho de que un espécimen no salga positivo nos indicé la mala preservacion del

tejido, evitando de esta manera falsos negativos.
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TAMANO DE LA MUESTRA:

El muestreo sera de tipo no probabilistico de casos consecutivos. Se incluiran a
todos los pacientes con diagnostico de astrocitomas por patologia, que cuenten
con bloques de parafina en el periodo comprendido de Enero de 2008 a
Diciembre de 2012.

ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico descriptivo se realizé con porcentajes, frecuencias y otras
medidas de tendencia central. Estudios paramétricos o no paramétricos

evaluando en el numero de células positivas a la expresion del anticuerpo MGMT

Para el andlisis de la asociacion de la expresion del anticuerpo con las diferentes
variables se realizo Chi cuadrada y OR. Para estimar la sobrevida se aplicaron
curvas de Kaplan-Meier y las comparaciones entre grupos fueron evaluados
mediante prueba de log-rank.. Se considero significativo con un alfa de 0.05 y
poder del 80%. Los analisis estadisticos se realizaron mediante el programa SPSS

version 20.0.
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RESULTADOS

Este estudio se realizé en HP CMN SXXI donde se incluyeron 24 pacientes: 13
(54.2%) sexo femenino y 11 (45.8%) sexo masculino. La mediana de edad es de
8.5 afos con una minima de 2 afnos de edad y maxima de 16 afos.
Histologicamente se observa que los astrocitomas de bajo grado corresponden a
19 casos (79%). No hubo diferencia en frecuencia en cuanto lesiones
infratentoriales e supratentoriales. El tratamiento quirdrgico en 14 pacientes
(58.3%) con reseccion del 100 % de la lesion, los restantes tuvieron reseccion
parcial. En cuanto esquemas de quimioterapia 18 pacientes (75%) recibieron
esquema ICE (ifosfamida, carboplatino y VP16)-TMZ (Temozolamida) el resto se
aplicé esquemas alternos por presentar progresion tumoral.

En 10/24 pacientes mostraron progresion tumoral (41.7%). Fallecieron un total de
6 pacientes (25%) con un seguimiento maximo de 60 meses. Tabla 1

Actualmente estan libres de enfermedad 14/24 (58.3%). No existi6 ninguna
defuncion por toxicidad a la quimioterapia o por eventos adversos.

En analisis interferencial La progresion tumoral resulté significativa para la
sobrevida (p= 0.021) con un OR de 7 (IC 95% 0.959-51.094). El sexo, la edad, la
histologia y la localizacién no resultaron estadisticamente significativos para la
sobrevida.

En la reseccién tumoral se observd significancia clinica para la sobrevida
observando 2 muertes (14.2%) en 14 resecciones completas y 4 muertes (40%) en

10 resecciones parciales.
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TABLA 1. Caracteristicas de los pacientes.

n % Rango
Sexo Mujeres 13 54.2%
Hombres 11 45.8%
Edad (afios) Mediana: 2-16 afios
8.5 afios

Vivos 18 75%
Muertos 6 25%
Localizacién:

Supratentorial: 11 45.8%

Infratentorial: 11 45.8%

Medular: 2 8.3%
Dx Histoldgico:

Astrocitoma pilocitico: 5 20.8%

Astrocitoma fibrilar: 14 58.3%

Astrocitoma anaplasico: 3 12.5%

Glioblastoma multiforme: 2 8.3%
Progresion tumoral:

@ Positiva: 10 41.7%

Negativa: 14 58.3%
Radioterapia:

Si: 13 54.2%

@ No: 11 45.8%
Dosis de RT:

54Gy: 6 25%

>54Gy: 5 20.8%

<54Gy: 2 8.3%

No: 11 45.8%
Reseccidn quirurgica:

Completa: 14 58.3%

Parcial: 10 41.7%
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Al realizar modelo de regresion logistica se encontré que la variable que persisti
con significancia estadistica fue la presencia de progresion tumoral, en cuanto
significancia clinica fue la presencia de reseccion quirurgica completa. (Tabla 2)

Tabla 2. Coeficientes

Coeficientes no estandarizados | Coeficientes tipificados
Modelo
B Error tip. Beta
t Sig.
(Constante) 2.314 1.065 2.172 | 0.046
Reseccion tumoral 0.152 0.204 0.173 0.748 | 0.466
Progresion tumoral -0.646 0.250 -0.736 -2.586 | 0.021
Histologia -0.031 0.143 -0.058 -0.216 | 0.832
Localizacion -0.168 0.133 -0.245 -1.263 | 0.226
Radioterapia 0.295 0.183 0.340 1.613 | 0.128
Sexo -0.104 0.177 -0.120 -0.588 | 0.565
MGMT final 0.185 0.250 0.185 0.740 | 0.470
Edad -0.279 0.269 -0.213 -1.037 | 0.316

Tabla 3. Progresiéon tumoral asociado con la sobrevida en pacientes con Astrocitoma

Total Sin progresién Con progresién | Muertos
MGMT (-) 18 (75%) 13 5 2
MGMT (+) 6 (25%) 1 5 2
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Tabla 4. Caracteristicas de los pacientes positivos a MGMT

Caso Edad Sexo Localizacién Histologia Reseccion Estado Progresion
actual

1 8a Femenino Supratentorial Astrocitoma Parcial Fallecida Si
fibrilar

2 4a Femenino Supratentorial Astrocitoma Parcial Fallecida Si
anaplasico

3 16 a Femenino Holomedular Astrocitoma Parcial Viva Si
fibrilar

4 6a Femenino Supratentorial Astrocitoma Completa Viva No
pilocitico

5 12 a Masculino Medular Glioma mixto  Parcial Vivo Si

6 7a Femenino Supratentorial Astrocitoma Parcial Vivo Si
anaplasico

En cuanto a la expresion de MGMT 6/24 resultaron positivos (25%). De estos, 5

pacientes presentaron en algun momento de la evolucion progresién tumoral. Se

reportan 2 muertes (33.3%) y 4 permanecen vivos al cierre del estudio (66.6%) sin

presentar significancia estadistica (p=0.296). El OR para fallecer si la MGMT es
positiva es de 1.5 (IC 95% 0.361-6.230). Tabla 4
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La sobrevida global fue de 72.6 % a 60 meses de seguimiento, con una media de
sobrevida de 53.6 meses (1C95%=42.5- 64.8) (fig-1)

Fig. 1
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Se realizaron curvas de sobrevida a 60 meses de acuerdo a género donde los
pacientes femeninos tuvieron una sobrevida de 63.3% comparada con aquellos de
sexo masculino la cual fue de 81.8% (p=0.69). Con una media en pacientes

femeninos del 29.3% y pacientes masculinos del 59%. (fig-2)

Fig. 2
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De acuerdo al diagndstico histopatolégico encontramos que los pacientes con
astrocitoma fibrilar presentan 69.6 % de sobrevida a 60 meses mientras que el

astrocitoma anaplasico presenta una sobrevida del 0% a 60 meses. (fig 3).

Fig. 3
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La sobrevida de acuerdo a la localizacion los pacientes que presentaron
localizacion supratentorial tienen sobrevida de 68.6% a 60 meses, pacientes con
tumoracion infratentorial presentan sobrevida de 70.7 % a 60 meses mientras que

los pacientes con tumoracién medular mostraron sobrevida de 100 %. (LogRT:

0.740). (fig 4)

Fig. 4
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De acuerdo a la presencia de progresion tumoral la sobrevida para aquellos con
progresion fue de 45.7% a 60 meses vs aquellos sin progresion 92.3% a 60

meses. (fig 5).

Fig. 5
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En cuanto a los pacientes que recibieron tratamiento con esquema de QT con
ICE-TMZ tuvieron una sobrevida de 67.8% a 60 meses, mientras que los que
tuvieron esquema de QT con Carboplatino-VCR-TMZ tuvieron una sobrevida de

75% a 60 meses. (LogRT: 0.709).(Fig. 6)

Fig. 6
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La sobrevida en pacientes que tuvieron reseccion completa fue de 84.5% a 60
meses, mientras que los pacientes con reseccion parcial presentaron una

sobrevida a 60 meses del 56%. (fig 7)

Fig. 7
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Los pacientes que recibieron RT muestran sobrevida de 83% a 60 meses mientras

que los pacientes que no recibieron RT tienen sobrevida de 60 % a 60 meses.
(Fig. 8)

Fig. 8
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La sobrevida en pacientes que fueron MGMT positivos fue de 60 % a 60 meses,
mientras que los pacientes negativos a MGMT tuvieron una sobrevida de 76.7% a
60 meses. Los positivos con una media de 27 meses y los negativos con una

media de 55.7 meses. (LRT: 0.151%). (Fig.: 9)

Fig. 9
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DISCUSION

Los tumores cerebrales son el tipo de tumor sélido mas frecuente en la edad
pediatrica. A pesar de ello, pocos avances se han logrado en los ultimos 40 anos,
por lo que es necesario profundizar en el conocimiento del comportamiento
bioldgico de estos tumores para poder plantear una estrategia terapéutica dirigida
que pueda mejorar la sobrevida de estos pacientes. EI comportamiento biolégico
de estos tumores ha mostrado que neoplasias con caracteristicas histoldgicas
similares pueden tener un comportamiento clinico diferente que varia de un nifio a
otro e incluso diferente dependiendo de la localizacién del tumor. En los ultimos 20
anos, podemos decir que gracias a la investigacién exclusivamente clinica en
éstos pacientes, se ha podido incrementar la sobrevida de los niflos con un
astrocitoma de alto grado de 17% a 65% hasta cinco afios. (7)

La supervivencia media de los pacientes con astrocitomas segun la clasificacion
de la OMS es de 5 a 7 afios para los grado | de 2.5 a tres afios para el grado Il de
1.5 a dos afios para el grado Il y de un afno o menos para el grado IV. (21)

El tratamiento al momento actual es multidisciplinario, inicialmente con
neurocirugia, quimioterapia neoadyuvante, y radioterapia. (22) Tradicionalmente el
riesgo y por ende, el tratamiento de los pacientes se basa de acuerdo a tres
parametros; clinicos (extension de la enfermedad, diseminaciéon a neuroeje),
histologicos (grado de malignidad de la OMS) y parametros radiologicos
(estructuras involucradas, residual tumoral). Sin embargo, en los ultimos afos se
han agregado tres parametros mas, fundamentales para poder comprender la
biologia molecular de estos tumores y poder ofrecer un tratamiento mas
adecuado: parametros inmunohistoquimicos, parametros genéticos-epigenéticos,
y parametros bioldgicos. Los avances en las técnicas de diagnostico molecular
han permitido al clinico establecer factores prondsticos para cada paciente y de
este modo poder ofrecerle el mejor tratamiento posible de acuerdo a la
caracteristicas histologicas, biologicas y moleculares de cada tumor. (23). Con
base en lo comentado, es evidente que el plantear una estrategia terapéutica para

un nifo con un tumor cerebral va mucho mas alla de la simplicidad de una
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valoracion sustentada en elementos radioldgicos e histologicos exclusivamente,
sino que requiere de un estudio integral e individualizado en cada caso, desde el
punto de vista clinico, radiolégico, histolégico y molecular, con el fin de entender a
fondo su comportamiento biolégico y a partir de este momento, poder dirigir de
una manera mas adecuada, un tratamiento especifico y personalizado a cada
nifio. (22)

El glioblastoma es el tumor cerebral primario mas comun y mas agresivo. A pesar
del tratamiento maximo, los pacientes sélo tienen una mediana de supervivencia
de 15 meses, debido a la resistencia del tumor a los enfoques terapéuticos
actuales. En el registro de pacientes de la consulta externa del Hospital de
Pediatria del CMN SXXI, se reciben alrededor de 50 pacientes cada afo con
tumores del sistema nervioso central, de los cuales, el 50% corresponde a
astrocitomas.

Hasta el momento, la metilacion del ADN metiltransferasa-O6-metilguanina
(MGMT) ha sido el unico factor predictivo molecular confirmado en el glioblastoma.
El tratamiento estandar para los pacientes con diagnostico reciente de
glioblastoma es la remocién macroscopica total, si es posible, seguida de la
combinacion de la temozolomida alquilante citostatico de drogas (TMZ) y RT. (24)
La temozolomida se ha convertido en la droga estandar complementando al
esquema ifosfamida/carboplatino/etopdsido para el tratamiento quimioterapico de
los gliomas con alto grado de malignidad. El empleo de este agente citotoxico que
presenta la capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica, en combinacién
con la radioterapia, ha tenido gran impacto sobre la progresion y la supervivencia
de los pacientes con glioblastomas. (25)

La O6-metilguanina-ADN metiltransferasa (MGMT), es una proteina reparadora
que remueve aducciones citotoxicas y mutagénicas de 06-guanina y 04-timina en
el ADN. Esta enzima se expresa en todas las células de tejidos normales
humanos, sin embargo, 20 a 30% de células neoplasicas son completamente
deficientes en su expresion. (26, 29) El sitio mas frecuente de alquilacion del DNA
es en la posicion O-6 de guanina. La MGMT revierte rapidamente la alquilacién a

la posicion 6 de la guanina, evitando asi la formacién de puentes cruzados, y a
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través de este mecanismo la MGMT causa resistencia a los farmacos alquilantes
dentro de los que se encuentra la temozolomida. En tejidos normales, MGMT
actua como un supresor de mutacion y carcinogénesis. Tumores con niveles altos
de MGMT son especialmente resistentes a farmacos. La deficiencia de esta
enzima puede incrementar la sensibilidad de los tumores cerebrales a los agentes
alquilantes, lo cual se ha asociado en adultos a un prondstico mas favorable. (15,
29). Se reporta en la literatura estado de metilacion en un 40-57% de los
glioblastomas. En el presente estudio se observa una cantidad menor
probablemente debido a un numero de muestra insuficiente.

La hipermetilacion del promotor de MGMT fue encontrado para ser de valor
pronéstico favorable en los pacientes con glioblastomas (GBM) o gliomas de bajo
grado cuando son tratados con la temozolomida agente de alquilacion, con o sin
radioterapia adicional. Sin embargo, el papel de la hipermetilacién 5 'CGl en
MGMT silenciamiento génico es aun controversial. Varios estudios que utilizan
lineas celulares han informado de una relacién entre la expresiéon del gen MGMT vy
el promotor de la metilacion. Un estudio realizado en lineas celulares de glioma
incluso demostré una relacidén gradual entre la metilacion y de expresion. Muchos
estudios en los gliomas humanos primarios dan por sentado que el ADN MGMT
metilacion esta directamente relacionada con MGMT dando represién en la
transcripcion y, por tanto, a menudo se centran en la medicién de la metilacion de
ADN en MGMT como un marcador de la quimiosensibilidad a los agentes
alquilantes. Sin embargo, para nuestro conocimiento, solo uno de los estudios que
investigan tanto la metilacion del ADN vy la expresion de MGMT (o
inmunohistoquimica ARNmM) en gliomas realidad mostr6 una presencia
mutuamente excluyente de la metilacion o expresion en una pequefa serie de
ocho gliomas primarios humanos. (26) En el estudio de Donson y cols. (27) se
realizd un analisis retrospectivo de diez pacientes pediatricos con glioblastoma,
encontrando que el estado de metilacion del promotor MGMT puede ser un factor
pronostico en la sobrevida de los pacientes, asi como un factor pronodstico del
beneficio de la quimioterapia con temozolomida (P = 0.007), aunque esto puede

deberse a que la metilacion de MGMT confiere menor agresividad del
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glioblastoma. Bobola et al. (28) encontraron una elevacion de la actividad de la
enzima MGMT comparado con tejido cerebral normal en un tercio de los nifios con
glioblastomas que examinaron, sugiriendo que la sobreexpresion de MGMT puede
conferir mayor agresividad a estos tumores. Hegi et al. (14) evaluaron el estado de
metilacion de la MGMT como factor predictivo de la supervivencia. La metilacién
de la MGMT inhibe la reparacién del ADN y acentua el efecto antitumor de los
alquilantes. Reportan que la supervivencia media en pacientes con MGMT
metilada aumenta hasta 21.7 meses en los pacientes asignados al tratamiento
combinado y a 15.3 meses en los tratados soélo con radioterapia. En el estudio
fase Il del Children’s Oncology Group realizado en 104 pacientes con tumores
cerebrales, concluyeron que la actividad de la temozolamida puede ser menor en
nifos que en adultos. (29) Sardi y cols. (30) realizaron un estudio para investigar la
relevancia clinica de la expresion de MGMT, encontrando que la expresion de
MGMT por si sola es insuficiente para predecir la respuesta a temozolamida a
nivel molecular, debido a que existen numerosos mecanismos de reparacion de
DNA involucrados. En el estudio de Schosser y cols, se reporta que la metilacion
del DNA, pero no la expresién de la MGMT se asocian con el incremento en el
periodo libre de enfermedad en los nifios con recaida de los gliomas de alto grado.
(31) La mejora en a la respuesta observada en los nifios con glioblastomas en
comparacion con los adultos no puede atribuirse a un aumento en el promotor de
MGMT metilado, sin embargo es una evidencia fuerte de que el promotor no
metilado predice un peor prondstico en los nifios con glioblastomas. Para este
grupo de pacientes se han propuesto tratamientos alternos con diferentes
mecanismos de accion o metdédos de inhibicion de la MGMT, tales como el uso de
0O® -benzilguanina. (32) Estos estudios moleculares demostraron que las
caracteristicas especificas del tumor, como por ejemplo la presencia de un gen
MGMT silencioso, permiten ajustar el tratamiento a nivel individual. Los reportes
en la edad pediatrica muestran en general, resultados contradictorios. Otras
investigaciones mostraron solamente una correlacion parcial entre estos dos

medidas o ninguna correlacion en absoluto. (33, 34, 35, 36)
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La superacion de la resistencia de las células de glioblastoma contra
temozolomida, el agente quimioterapéutico de primera linea de eleccion para el
diagnostico reciente de glioblastoma, es un reto terapéutico importante en el
tratamiento de este tumor cerebral mortal. (37)

En particular, se demostré que la metilacion del ADN de MGMT y expresion de la
proteina MGMT (inmunohistoquimica) no se puede utilizar indistintamente para
predecir la supervivencia para los pacientes con gliomas malignos. Las
discordancias observadas entre estas medidas apuntan a la necesidad de
clarificar la relacion exacta entre la metilacion del MGMT y de expresion. (26)

El nivel de MGMT varia ampliamente de acuerdo a cada tipo de tumor, e incluso
varia dentro de los tumores del mismo tipo. (15). Un mejor prondstico se asocia
con una menor edad y la reseccidon quirurgica mas extensa seguida de TMZ y RT.
(24). Metilacion de MGMT se ha encontrado que es mas frecuente en secundaria
glioblastomas, en las mujeres, y en los supervivientes a largo plazo, mientras que
es poco frecuente (5%) en los glioblastomas recurrentes. En este estudio 5/6
pacientes positivos a MGMT presentaron progresion tumoral. (24)

En nuestro estudio llama la atencion que 4 de los 6 pacientes fallecidos tenian
histologia fibrilar, normalmente este es un factor de buen pronostico, en nuestro
caso tal vez sea secundario a la heterogeneidad de la poblacion estudiada y al
tamafo de la muestra. A pesar de esto el 66% de los astrocitomas anaplasicos
fallecieron.

En nuestro estudio evaluamos la positividad en base a lo descrito previamente por
inmunohistoquimica en cuanto a cuantitativo. Se realiz6 inmunohistoquimica tanto
en tejido tumoral como en muestra testigo de cancer de mama el cual expresa la
misma cantidad de positividad, sin embargo la cantidad de pacientes que
incluimos en nuestro estudio no es suficiente para confirmar los resultados
obtenidos.

En cuanto a nuestro estudio la expresion de MGMT resultd positiva en 6 pacientes
(25%) mientras que 18 pacientes resultaron negativos (75%). De los 6 pacientes
positivos para MGMT se reportan 2 muertes (33.3%) y 4 permanecen vivos al

cierre del estudio (66.6%) sin presentar significancia estadistica (p=0.296). El OR
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para fallecer si la MGMT es positiva es de 1.5 (IC 95% 0.361-6.230). 5 de los 6
pacientes positivos para MGMT presentaron en algun momento de la evolucién
progresion tumoral. La reseccion tumoral no tuvo significancia estadistica
(p=0.151) sin embargo si se observé significancia clinica observando sélo 2
muertes (14.2%) en 14 resecciones completas y 4 muertes (40%) en 10
resecciones parciales.

Sin embargo la progresién tumoral si resulté una variable significativa para la
sobrevida (p= 0.017) que para los que no presentaron progresion con un OR de 7
(IC 95% 0.959-51.094) donde los 5 pacientes que presentaron progresion tumoral
fallecieron y solo un paciente sin progresion tumoral fallecié.

Se confirma también que la RT es un factor determinante en la sobrevida al
encontrar que los 13 pacientes que recibieron la modalidad de radioterapia como
tratamiento solo se reportaron 2 fallecimientos (15.3%) mientras que en los 11
pacientes que no recibieron esta modalidad se reportaron 4 fallecimientos (36.3%).
De los 6 pacientes positivos a MGMT se observan 3 pacientes con astrocitoma de
bajo grado: 2 astrocitomas fibrilares y 1 astrocitoma pilocitico sin embargo con
caracteristicas de alto grado por localizacién supratentorial, manejados so6lo con
reseccion parcial de la lesion, dos de ellos con presencia de progresion tumoral y

fallecimiento posterior.
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Conclusiones

Este estudio demuestra que la metilacion MGMT se correlaciona inversamente
con la expresion del gen MGMT, pero también sefala que la relacion entre la
metilacion y la expresion no es absoluta.

Sin embargo, el mejor ensayo de metilacion de MGMT sigue sin resolverse y
todavia se necesitan comparaciones de ensayos disponibles. Por otra parte, las
comparaciones cuidadosas entre los estudios de metilacion y de expresion
también se debe realizar en el futuro los ensayos clinicos prospectivos para
determinar qué informacién predice mejor sensibilidad a los agentes alquilantes.
Hasta la fecha, un numero de métodos han sido descritos para inhibir MGMT, sin
embargo, su importancia en el uso clinico para el propdsito de superar la
resistencia a la temozolomida es todavia limitada o desconocida. Sin embargo,
hasta la fecha, las vias de sefializacién que regulan la MGMT en células de
glioblastoma con expresion de MGMT han sido mal delineados. Nuestros
hallazgos sugieren que la expresiéon de MGMT en combinacion con temozolomida
podria ser una novedosa y prometedora estrategia terapéutica en el tratamiento
del glioblastoma. Sin embargo se requieren estudios controlados posteriores con
un mayor numero de muestras para lograr resultados de mayor trascendencia. La
resistencia a la temozolomida es todavia limitada o desconocida. Este estudio
constituye asi un importante paso adelante en la lucha contra el glioblastoma,
afiadiendo nuevas armas en nuestro arsenal para combatir esta enfermedad

mortal.
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ANEXOS

ANEXO 1. HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Nombre del paciente #
Filiacion edad Sexo

Fecha de Fecha de ultima Fecha de Fecha defuncion
Diagnostico cita recaida

Diagnostico histopatoldgico

Localizacion del tumor

PQ

Estudio radioldgico

Quimioterapia

Esquema quimioterapéutico

No () Si()
Radioterapia Gy
No () Si()

Expresién de marcadores

MGMT

Expresion

Porcentaje
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