[ N UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO
@ FACULTAD DE MEDICINA
IMS DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UMAE HOSPITAL DE PEDIATRIA
“DR SILVESTRE FRENK FREUND”
CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI

P53 POR INMUNOHISTOQUIMICA EN TUMOR DE WILMS CORRELACIONADO COMO
FACTOR DE MAL PRONOSTICO EN PACIENTES PEDIATRICOS

TESIS
PARA OBTENER EL GRADO DE ESPECIALISTA EN PEDIATRIA

PRESENTA
Dr. Jesus Mario Cardenas Ocon
Residente del tercer afio de Pediatria

TUTORES DE TESIS
Dra. Yadira Betanzos Cabrera
Servicio de Oncologia

Dr. Horacio Marquez Gonzalez
Asesor Metodoldgico
Cardidlogo Pediatra

INVESTIGADORES ASOCIADOS
Dr. Marco Antonio Rodriguez Florido
Servicio de Patologia

Ciudad Universitaria, Cd. Mx., 2020

[Escribir texto] Pagina 1



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Titulo del proyecto:

P53 POR INMUNOHISTOQUIMICA EN TUMOR DE WILMS CORRELACIONADO COMO
FACTO DE MAL PRONOSTICO EN PACIENTES PEDIATRICOS

HOJA DE RECOLECCION DE FIRMAS

Nombre

Dra. Abigail Hernandez Cabezza

Dr. Leoncio Peregrino Bejarano

Dra. Yadira Betanzos Cabrera

Dr. Horacio Marquez Gonzalez

Cargo Firma

Encargada de la Division de
Educacion e Investigacion en
Salud UMAE Hospital de
Pediatria CMN SXXI

Profesor Titular del Curso de
Especializacion en Pediatria
UMAE Hospital de Pediatria
CMN SXXI

Médico adscrito del servicio
de Oncologia Pediatrica
UMAE Hospital de Pediatria
CMN SXXI

Asesor metodologico

[Escribir texto]

Pagina 2




Informacién de los Investigadores

Dr. Jesus Mario Cardenas Ocon
Investigador principal

Residente del tercer ano de Pediatria
Email: jimco 260292@hotmail.com
Teléfono: 834 100 48 63

Dra. Yadira Betanzos Cabrera

Tutora de tesis

Médico adscrito al servicio de oncologia

Email: yadirabc_77@hotmail.com

Teléfono. 55 562769 00 extension 22499/22500

Dr. Horacio Marquez Gonzalez
Asesor metodologico

Email: horaciohimfg@gmail.com
Teléfono: 55 3754 15 62

Dr. Marco Antonio Rodriguez Florido
Servicio de Patologia
Teléfono: 55 56275900 extension 22350

[Escribir texto] Pagina 3


mailto:jmco_260292@hotmail.com
mailto:horaciohimfg@gmail.com

indice

Agradecimientos 5
Resumen 6
Antecedentes 7-14
Justificacion 15
Planteamiento del Problema 16
Pregunta de Investigacion 16
Hipotesis 16
Objetivo 16
Material y Métodos 17
Tipo de estudio 17
Disefio de estudio 17
Poblacién de estudio 17
Criterios de inclusién y exclusioén 18
Desarrollo del estudio 18
Calculo de tamario de muestra 19
Plan de analisis estadistico 19
Definicién y clasificacion de las variables 20
Factibilidad y recursos financieros 21
Aspectos éticos 21
Procedimientos 22-23
Cronograma de actividades 24
Anexos 25
Resultados 26-30
Discusion 31-32
Conclusion 33
Bibliografia 34-38

[Escribir texto] Pagina 4



Agradecimientos

Principalmente a Dios por permitirme estar en este momento de mi vida, por siempre
darme la fuerza para seguir adelante y por darme la bendicion de poner en mi vida
a las mejores personas para poder sobrellevar este camino de la mejor manera.

A mi compariera de vida, mi esposa, por siempre ser mi mas grande apoyo en este
camino que decidimos emprender, por siempre tener palabras de aliento para mi y
por motivarme dia a dia para ser mejor persona y mejor profesionista; por ayudarme
dia y noche a seguir adelante a pesar de las dificultades que se han presentado y
por ser mi mas grande motivacion y mi mas fuerte pilar.

A mis padres y hermano por todo el apoyo que me han dado durante toda mi vida,
por todo el sacrificio hecho para que pueda cumplir mi suefio. Eternamente
agradecido con ellos porque son el mayor ejemplo de que todo lo que te propones
lo puedes cumplir.

A mis profesores que desde el primer dia de mi residencia me impulsaron a ser
mejor y me dieron las herramientas para lograrlo. A la Dra. Yadira Betanzos por
confiar en mi para este gran proyecto y por apoyarme para realizarlo; al Dr. Horacio
Marquez por todos sus consejos y herramientas para lograr llevar a cabo la presente
tesis; al Dr. Miguel Angel Villasis por todas sus clases impartidas, por todos sus
consejos y por siempre estar motivandonos a seguir adelante con los proyectos que
emprendimos. Al Dr. Leoncio Peregrino por ser un gran lider, por ensefarnos a amar
lo que hacemos, a ser grandes pediatras y mejores seres humanos y por siempre
motivarnos a nunca rendirnos y cumplir nuestras metas.

[Escribir texto] Pagina 5



P53 por inmunohistoquimica en tumor de Wilms correlacionado como factor de mal
pronodstico en pacientes pediatricos

Antecedentes: El tumor de Wilms (TW) es la neoplasia renal mas frecuente en la edad pediatrica,
representa un tercio del cancer infantil, mas frecuente en el sexo femenino con una proporcion 0.8/1,
asintomatico, de etiologia desconocida en la mayoria de los casos, sin embargo, en 5 % de los pacientes
se identifica una mutacion genética: alteraciones del cromosoma 11, alteracion del gen GPC3 y alteracién
del p53, entre otras. Se considera una neoplasia embrionaria, histolégicamente 3 tipos celulares
(blastemal, estromal y epitelial) es bifasica o trifasica dependiendo de su contenido de la estirpe
histologica. Los factores prondésticos mas importantes contindan siendo la histologia y el estadio. El gen
p53 considerado el guardian del genoma, es el gen mas frecuentemente mutado en los canceres
humanos, en mas de un 50% de los tumores produciéndose una proteina alterada. El papel de la
expresion de p53 en el TW todavia no es muy claro, pero muchos estudios han confirmado su vinculacion
con anaplasia y estadios avanzados de la enfermedad, lo cual confiere un mal pronéstico pese que este
tumor tiene una sobrevida global del 95%. La identificacion de estos cambios genéticos puede redefinir
los criterios para el diagndstico del cancer y abrir nuevas posibilidades para su deteccion y tratamiento
precoz e individualizado.

Objetivo: Determinar la supervivencia global y libre de enfermedad de aquellos pacientes con diagnoéstico
de tumor de Wilms de acuerdo a la expresion del marcador tumoral p53 por inmunohistoquimica.

Material y métodos: Estudio de casos y controles anidados en una cohorte. Se incluyeron a todos los
pacientes con diagnostico de certeza por patologia de TW atendidos en la UMAE Hospital de pediatria
del Centro Médico Nacional SXXI, desde el 1° de Enero del 2009 al 31° de Enero del 2017, edad entre 1
y 17 afios, diagnosticados de primera vez en esta institucion sin tratamiento al momento del diagnéstico
y que contaran con la muestra de parafina suficiente para realizar la tincion por inmunohistoquimica.

Analisis estadistico: Para la estadistica descriptiva, se realiz6 medidas de tendencia central (media,
medina y moda) y dispersion para variables cuantitativas (curvas de tendencia central). Para las variables
nominales y ordinales se calcularon frecuencias. Se calculo el riesgo relativo o razén de riesgos (RR),
para buscar asociaciones entre dos variables de caracter cualitativo (dicotémicas) y Chi cuadrada
(estadistica no paramétrica). Para las curvas de supervivencia global y libre de enfermedad se usé método
Kaplan y Meier.

Resultados: Se incluyeron 44 pacientes de los cuales 43% eran preescolares, con predominio del sexo
femenino con una proporciéon 1.9:1. En cuanto a la estirpe histolégico el mas frecuente fue el blastemal
en 40 pacientes (50.6%) y anaplasia en 8 pacientes (10.1%). 10 pacientes (22.8%) se encontraron en
Estadio Il y 24 pacientes (54.5%) se encontraron en Estadio IV al momento del diagnoéstico. De los 44
pacientes que tuvieron P53 positivo 21 (47.7%) tuvieron una supervivencia a 36 meses de 70%. La
supervivencia libre de enfermedad en pacientes con estirpe anaplasica 8(10.1%) fue del 30% p=0.05. 6
pacientes presentaron anaplasia y P53 positivo, de los cuales todos fallecieron en un seguimiento de 36
meses.

Conclusiones: La realizacion de la determinacion de P53 en pacientes con anaplasia es una opcion para
complementacion diagnéstica en paciente con Tumor de Wilms de histologia desfavorable. Es
indispensable continuar realizando estudios multicentricos que nos permitan obtener un mejor tamafio de
muestra.
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P53 por inmunohistoquimica en tumor de Wilms correlacionado como factor
de mal pronéstico en pacientes pediatricos

Antecedentes

El tumor de Wilms (TW) es la neoplasia renal mas frecuente en la edad pediatrica,
representa un tercio de las neoplasias embrionarias en los nifios. A nivel
internacional constituye el 6 a 7% de las neoplasias infantiles.1-4 En Estados Unidos
de Ameérica ocurre en 1 de cada 250 000 nifos, la incidencia total fue estimada
alrededor de 500 casos por ano, 80% de los casos se presentan antes de los 5
afos, y rara vez aparece después de los 8 anos. Discretamente mas frecuente en
nifios que en nifas siendo la proporcion entre 0.8/12. Cuando se diagnostica el TW
80% de los nifios son menores de cinco afios.24. En series de Europa y EUA las

tasas mas altas se presentan en los menores de 5 afos de edad (10-20 x 106). 5,6

Generalmente es asintomatico y se detecta en pacientes de manera incidental como
una masa abdominal palpable no dolorosa que condiciona distension abdominal
detectada por los cuidadores primarios durante el bafo o al cambiarlos de ropa o
panal. Las manifestaciones clinicas mas frecuentes incluyen: masa abdominal
palpable (75%), dolor abdominal (28%), hipertension (26%), hematuria

microscoépica (24%), fiebre (22%) y hematuria macroscoépica (18%).3

La etiologia es desconocida en la mayoria de los casos, sin embargo en 5 % de los
pacientes se identifica una mutacion genética: estas pueden estar relacionadas a
tres mutaciones principales: asociados a alteraciones del cromosoma 11 - mutacién
del gen WT1 (11p13) que incluyen Sindrome de WAGR (aniridia, malformaciones
genitourinarias, retraso mental y Tumor de Wilms), Sindrome de Denys- Drash
(pseudohermafroditismo, enfermedad degenerativa renal y Tumor de Wilms) —
mutacion del gen WT2 (11P15) se asocia con hemihipertrofia, asi como sindrome

de Beckwith—Wiedemann.
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Alteracion del gen GPC3 (Sindrome de Simpson—Golabi-Behmel) y alteracion del
p53 (Sindrome de Li-Fraumeni). Asi mismo se han presentado de manera aislada
alteracién del gen NF1 (Neurofibromatosis), alteracion del NSD1 (Sindrome de
Sotos) y alteracién del gen BLM (Sindrome de Bloom), asi como de los pacientes
con Sindrome de Perlman cuya alteracion genética no es bien conocida del cual

entre 1-3% de los pacientes presentan tumor de Wilms familiar.

Se considera una neoplasia embrionaria, derivado del blastema metanéfrico
(Nefroblastoma), es una masa bien definida, de apariencia hemorragica de tamafo
variable. Los factores prondsticos mas importantes para el tumor de Wilms
actualmente siguen siendo la histologia y el estadio de la enfermedad al diagndstico.
Respecto a la histologia consta de dos tipos: la clasica o favorable; compuesta por
3 tipos celulares (trifasico), con predominio siempre de algunos de ellos (el
blastemal el cual se caracteriza por ser muy invasiva en estadio avanzados pero
muy quimiosensible, el epitelial que se relaciona con quimiorresistencia en estadios
tempranos y el estromal). Una pequefia porcion aproximadamente el 8% de los TW
presenta anaplasia, la constituyen células con marcada atipia nuclear, siendo un
marcador importante en la resistencia a la quimioterapia pero no aumentado la
agresividad ni la diseminacion, esto es lo que hace distinto a aquellos tumores con
cambios anaplasicos de los que son focal (las células atipicas estan confinadas en
uno solo o en escasos focos localizados en el interior del area tumoral) a los que
son difusos (diseminada y se detecta en mas del 10% de 400 campos examinados
con el microscopio), ya que la distincion entre ambos ha demostrado un prondstico
significativo. En el NWTSG-1 el 66.7% d los pacientes con anaplasia presentaron

recaidas.1o
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El segundo factor prondstico mas importante en esta patologia es el estadio de la
enfermedad al diagndstico; los cuales deben incluir una exploracion mediante
tomografia computarizada (TC) del abdomen/pelvis y el térax. La evaluacién
preoperatoria de la extension intravascular del tumor de Wilms es imprescindible
para guiar el tratamiento. La presencia de trombos tumorales intravenosos, que se
encontraron en hasta 11,3% de los casos de tumor de Wilms, pueden llevar a

diferencias en su tratamiento.7

El estadio se determina de acuerdo con los resultados de los estudios de
imagenologia, asi como con los hallazgos quirdrgicos y patologicos de la
nefrectomia, tanto para los tumores con caracteristicas histoldégicas favorables o
anaplasicas.s 9 De acuerdo al National Wilms Tumor Study Group (NWTS) formulo

el sistema de estadificacion en 4 estadios. .9

Estadio | (43% de los pacientes), tumor limitado al rifién y se resecé por completo,
La capsula renal esta intacta, El tumor no se rompid ni se sometié a biopsia antes
de la extraccion, Los vasos del seno renal no estan afectados, no hay prueba del
tumor en los margenes de la reseccion o mas alla de estos). Para que un tumor se
califique en estadio | para ciertos protocolos terapéuticos, los ganglios linfaticos

regionales se deben examinar con microscopio.

Estadio Il (20% de los pacientes), el tumor esta resecado por completo y no hay
prueba de tumor en o mas alla de los margenes resecados. El tumor se extiende
mas alla de los rifiones como lo muestra cualquiera de los criterios siguientes: (Hay
una extension regional del tumor, es decir, penetracion de la capsula del seno renal
o invasion extensa del tejido blando del seno renal, segun se explica a continuacion:
Los vasos sanguineos dentro de la muestra de nefrectomia fuera del parénquima

renal, incluso aquellos del seno renal, contienen tumor).
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Estadio Ill (21% de los pacientes), se encuentra un tumor residual no hematégeno

limitado al abdomen después de llevarse a cabo una cirugia.

Se puede presentar cualquiera de las siguientes situaciones. (Los ganglios linfaticos
dentro del abdomen o la pelvis estan afectados por tumor, el tumor penetré la
superficie peritoneal, se encuentran implantes tumorales sobre la superficie
peritoneal, el tumor macroscopico o microscopico permanece después de la
operacion, el tumor no es completamente resecable debido a la infiltracidn local en
las estructuras vitales, se produce un derrame del tumor antes o durante la cirugia,
el tumor se trata con quimioterapia preoperatoria y se sometié a una biopsia (biopsia

con aguja gruesa, biopsia abierta o aspiracién con aguja fina) antes de extirparlo.

Estadio IV (11% de los pacientes), se encuentran metastasis hematdégenas
(pulmones, higado, hueso, cerebro) o presencia de metastasis ganglionares fuera
de la region abdominal. (La presencia de un tumor dentro de la glandula suprarrenal
no se interpreta como metastasis y la estadificacion depende de todos los otros
parametros de estadificacion presentes. Al tumor primario se le debe asignar un
estadio local siguiendo los criterios arriba mencionados lo cual determina la terapia

local.)

Estadio V y aquellos con predisposicion a presentar tumor de Wilms (5% de
los pacientes), tumor bilateral en el momento del diagndstico. Se debe intentar
clasificar cada lado segun los criterios sefialados de manera previa, de acuerdo con

el alcance de la enfermedad.0

El tratamiento depende del estadio de la enfermedad, asi como la clasificacion del
tumor de acuerdo a grupos de riesgo, incluye quimioterapia, cirugia y radioterapia

(terapia multimodal).
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En base al estadio en que se encuentra la enfermedad se ha asociado la

supervivencia de la siguiente manera:
v' Estadio I-Il: 100%
v' Estadio lll-IV: 80%
v' Estadio V: 50-60%

El tiempo de mortalidad desde el momento del diagndstico se encuentra en 10-11
meses, mientras que se ha visto que las recurrencias en meses van desde 5 a 23

meses con una media de 12 meses?8.

Actualmente uno de los factores prondstico estudiados, es el gen supresor tumoral
p53 se ha encontrado mutado en mas del 50% de los canceres humanos, por lo

cual ha atraido el interés de numerosos investigadores.

La capacidad de este para multiples funciones biolégicas puede ser atribuida a su
capacidad de actuar como un factor de transcripcion, especifico para regular la
expresion de mas de cien objetivos diferentes, y por lo tanto para modular diversos
procesos celulares como la apoptosis de células, detencién del ciclo celular y de
reparacion del ADN. Las mutaciones de p53 pueden llevar o bien a la pérdida o
cambio de la actividad en sus objetivos intermedios y por lo tanto puede inducir la

proliferacion celular aberrante, con consiguiente transformacién celular maligna

La prevalencia de mutaciones de p53 varia entre tipos de tumores, de un 0 a un
60% en los principales tipos de cancer y mas del 80% en algunos subtipos
histologicos. El espectro de las mutaciones de p53 en los canceres esta
proporcionando claves sobre la etiologia y patogénesis molecular de las neoplasias.
Los canceres con mutaciones en p53 son mas agresivos, con mayor capacidad

metastasica y a menudo fatales.
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Por tanto, la deteccion de las anomalias de p53 puede revelar aspectos del origen

y evolucion del cancer humano. 14,15.

El papel de la expresion de p53 en el TW todavia no es muy claro, pero muchos
estudios han confinado su vinculacién con anaplasia y estadios avanzados de la
enfermedad y algunos estudios han demostrado que la expresion de p53 detectado
por inmunohistoquimica en el TW se asocia a enfermedad avanzada y recurrencia.
Aunque las mutaciones constitucionales del p53 se relacionan con el sindrome
familiar de predisposicién a multiples canceres o sindrome de Li-Fraumeni no hay
una verdadera asociacion entre este sindrome y la relativamente alta frecuencia de
TW, por otro lado la incidencia de mutaciones de p53 en el TW esporadico es
relativamente baja, probablemente menos de 10%: los resultados de algunos
estudios sugieren que las alteraciones del p53 en el TW se vinculan con histologia

anaplasica. 16
Las mutaciones del gen WT1 se asocian con tumor de Wilms.9 18-20

Chitra L., Paul Thorner,y David Malkin,et al. en el American Journal of Pathology en
el afo de 1996 concluyeron en un estudio de prondstico desfavorable para el tumor
de WIms que la deteccion por inmunohistoquimica de p53 se considerd un indicador
de prondstico fuerte en Tumor de Wilms. Ademas de contribuir a la malignidad del
mismo y la progresion del tumor, en especial la proteina p53 de tipo salvaje,
considerando que también puede estar involucrada en eventos previos de

tumorogénesis en pacientes con Tumor de Wilms.

Nayaran y cols 2012 realizaron un estudio de 20 casos de TW donde determinaron
la expresion de marcadores de proliferacion tumoral como ki67, ademas de P53 por
inmunohistoquimica, no encontrando con esta ultima significancia estadistica entre

la estirpe histoldgica y la expresion del gen.
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De Léon Bojorge y colaboradores en el afio 2000 realizaron un estudio en el que se
incluyeron 207 pacientes con diagnostico confirmado por histopatologia de tumor
de Wilms en el cual se concluyd que los pacientes con anaplasia expresaron p53
en un 86%, mientras que en histologia favorable se expresaron en menos del 1%.
La expresidn de dicho gen se asocié con mal prondstico: los pacientes sin expresion
de p53 tiene una supervivencia del 90%, mientras que en los pacientes con

expresion del gen se reduce a 50%?.

Se realiz6 un estudio en Valencia en el afio 2018 por Rodriguez Iglesias, Serrano
Durba y colaboradores donde se encontré que de acuerdo al tipo de histologia que
presentara el tumor de Wilms, el riesgo de recurrencia en anaplasia era del 50%,
mientras que en histologia favorable solamente del 15%. En base a la mortalidad,
no se evidencio diferencia considerable, con un 50% de mortalidad en anaplasia,

contra un 47% en histologia favorable?®.

Para determinar la significancia de la expresion de p53 en diferentes estadios del
tumor de Wilms, 1996 Chitra y colaboradores, estudiaron 28 pacientes en los que
en bloques de parafina por inmunohistoquimica se detecté tanto el p53 como el
mutado por Western blod. La positividad de los mismos fue mayor para los tumores
metastasicos y recurrentes en comparacion con los tumores primarios. La pérdida
de la proteina p53 o la mutacién de p53 son indicativos de progresion y sirven como

un marcador de prondstico desfavorable en una amplia variedad de tumores.

La diferencia en la deteccion por inmunohistoquimica de p53 en tumor de Wilms
entre los no recurrentes - no metastasicos y los recurrentes - metastasicos es

estadisticamente significativa con una chi cuadrada que evidencia una p<0.01. (21
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Farzaneh y colaboradores en el 2011; Al comparar la expresion de p53 con la
histologia, en el estudio llamado Immunohistochemical Detection of p53 Protein
Expression as a Prognostic Factor in Wilms Tumor demostraron que los tumores
con histologia desfavorable mostraron fuerte positividad para p53 con una (p
<0,001). El porcentaje de células tumorales positivas para p53 correlaciono
significativamente con los hallazgos histoldgicos; todos los casos de histologia
desfavorable demostraron inmunopositividad. En este estudio no se observd
correlacion significativa clinicopatologica entre la etapa del tumor y la expresion de
p53. Los pacientes con estadio IV (metastasico) fueron p53 positivo, mientras que
los estadios | a lll (no metastasico) fueron positivos por inmunohistoquimica para
p53 (P = 0,02 y P = 0,40 tanto para la intensidad como para el porcentaje de

positividad de las células para p53). 22

Sredni et al. encontré que la supervivencia global fue mayor para pacientes que
resultaron negativos para p53 que para casos resultantes como positivos. En dicho
estudio se llegd a la conclusién de que el aumento de la expresion de p53 parece

estar asociada tanto con la enfermedad avanzada como con la recaida. 23

Huang et al. mostré que la acumulacién de p53 se asocia por histologia con la

angiogénesis y clinicamente con enfermedad agresiva. 24

En el studio Lahoti c, thorner P, Malkin D, Yeger H. Immunohistochemical detection
of p53 in wilms’ tumors correlates with unfavourable outcome publicado en Am J
Pathol de 1996 se demostré que la mutacion de p53 correlacionada con la

recurrencia y las metastasis. (25)
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Justificacion

Debido a los avances en el tratamiento de niflos con cancer, la supervivencia de los
pacientes con tumor de Wilms se ha incrementado hasta un 95% a 5 afos. Al
momento actual, la respuesta tumoral y la evolucion de los pacientes con tumor de
Wilms se evalua de acuerdo al estadio de la enfermedad y a la histologia. Dado la
heterogeneidad de estos tumores, el 7% de estos pacientes continuan teniendo
poca respuesta a protocolos de tratamiento internacionales. Los conocimientos
acerca de los mecanismos moleculares implicados en la génesis del tumor de Wilms
son necesarios para conducir nuevos protocolos terapéuticos mas eficaces y utiles
en el tratamiento de las numerosas formas de presentacion de esta entidad. Por lo
cual es necesario e importante conocer los marcadores moleculares y su relacion
con la histologia y prondstico de estos tumores que nos permitan tener una terapia
dirigida e individualizadas en estos pacientes y con ello permitirnos la identificacion

de aquellos que tengan peor prondstico y tratarlos de manera mas intensiva.
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Planteamiento del problema

En las ultimas décadas, los avances en quimioterapia y radioterapia han mejorado
considerablemente las posibilidades de supervivencia de los nifios afectados de
patologia oncoldgica. Sin embargo, el riesgo de recurrencia continua siendo el
obstaculo principal para su curacion en estos tumores, ya que los factores
pronosticos para los pacientes con tumor de Wilms se limitan a la extension de la
enfermedad y variante histolégica. Actualmente se han visto involucrados otros
marcadores tumorales que pudieran estar involucrados en la recurrencia de este

tumor, por lo cual nos planteamos la siguiente pregunta:

Pregunta de investigacion
¢ Existe correlacion en la sobreexpresion de P53 por inmunohistoquimica con la

supervivencia en nifios con tumor de Wilms?

Hipotesis
Los pacientes pediatricos con tumor de Wilms que tenga sobreexpresion p53

disminuiran su supervivencia en un 40% comparados con quienes no lo hacen.

Objetivos

Objetivo general:
Determinar la supervivencia global y libre de enfermedad de aquellos pacientes con
diagnodstico de tumor de Wilms de acuerdo a la expresion del marcador tumoral p53

por inmunohistoquimica.
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Material y métodos

1.-Tipo de estudio

Respecto a la intervencion del investigador: observacional
Respecto a la interpretacion de resultados: analitico
Respecto a la temporalidad: retrospectivo

Respecto a la medicion: longitudinal

Estudio observacional, analitico, retrospectivo y longitudinal.

2.- Diseino del estudio:

Casos y controles anidado a una cohorte retrospectiva.

3.- Poblacién en estudio:

Todos los pacientes con diagndstico de certeza con tumor de Wilms atendidos en

la UMAE Hospital de pediatria del Centro Médico Nacional SXXI, desde el 1° de
Enero del 2009 al 31° de Enero del 2017
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4.- Criterios de inclusién, exclusion y eliminacion

Criterios de inclusién

. Pacientes de cualquier sexo, entre 1 y 17 afos de edad con diagnostico de
certeza (por patologia) de tumor de Wilms, realizado durante el periodo
comprendido entre el 1° de Enero del 2009 y el 31° de Enero del 2017.

. Pacientes de primera vez sin tratamiento al momento del diagnostico.

. Paciente que cuenten con expediente completo para establecer curso clinico de
la enfermedad.

. Pacientes que completen tratamiento en esta unidad.

Criterios de exclusion
. Paciente con diagndstico y tratamiento previo en otra unidad

. Pacientes que no cuenten con realizacion de P53 por inmunohistoquimica.

A) Desarrollo del estudio:

1. Se identificaron a los pacientes con diagnéstico de primera vez de Tumor de
Wilms en el periodo comprendido entre el 1° de Enero del 2009 y el 31° de
Enero del 2017.

2. Se solicitd la determinacion de P53 por el método de inmunohistoquimica e
los cortes obtenidos de los bloques de parafina, dicho procedimiento se
llevara a cabo por el personal del laboratorio de tumores del Hospital de
Pediatria de CMN Siglo XXI. (anexo 1)

3. Se registraron por el tesista los datos de interés de cada expediente clinico

en la hoja de recoleccién de datos.
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B) Calculo de tamaino de muestra:
Se realizo el calculo de tamafio de muestra con una prueba de diferencia de dos
proporciones de acuerdo al disefio del estudio por lo que requiere estudiar al

menos 34 pacientes

C) Plan de analisis estadistico.

Se utilizé para la estadistica descriptiva; medidas de tendencia central (media,
medina y moda) y dispersion para variables cuantitativas (curvas de tendencia

central).
Para las variables nominales y ordinales se calcularon, frecuencias y porcentajes

El riesgo relativo o razén de riesgos (RR), se usé para buscar asociaciones entre
dos variables de caracter cualitativo (dicotémicas) y chi cuadrada (estadistica no

paramétrica).

Se realizd curvas de supervivencia de acuerdo a curvas de Kaplan y Meir y calculo

de long Rank test para determinar las diferencias entre las sobrevidas.

[Escribir texto] Pagina 19



Definicion y clasificacion de las variables

TIPO DE ESCALA DE DEFINICION DEFINICION UNIDADES DE
VARIABLE VARIABLE MEDICION CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION CONTROL
Supervivencia Dependiente Cuantitativa Tiempo transcurrido en Tiempo transcurrido Meses meses
global discreta numero de meses que en numero de
viven los pacientes meses que viven
después de iniciar la los pacientes
quimioterapia después de iniciar
la quimioterapia
Supervivencia Dependiente Cuatitativa Tiempo transcurrido en Tiempo transcurrido Meses meses
libre de discreta nlmero de meses que en numero de
enfermedad viven los pacientes meses que viven
posterior al control de la los pacientes
enfermedad posterior al control
de la enfermedad
Variable independiente Cualitativa Caracteristicas de presencia o no de Anaplasia
Histolégica ordinaria malignidad con la anaplasia en la Favorable 2
clasificacion histopatolégica muestra de tumor
Sexo Independiente Cualitativa: Caracteristicas fenotipicas Sexo Femenino Si
Nominal que califican al sujeto en Fenotipico Masculino No
femenino o masculino
Edad Independiente Cuantitativa: Tiempo de vida en meses Edad cumplida en Meses Fecha de
Continua meses nacimiento
p53 Independiente cualitativa Observacion por Tincion de Si Si
Nominal inmunohistoquimica inmunohistoquimica No No
de las muestras,
observacion por
patélogo
Estadificacion Confusion Cualitativa Grado de extension de la Grado de extension El 1
Nominal enfermedad de la enfermedad Ell 2
Elll 3
EIV 4
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Factibilidad y recursos humanos fisicos y financieros

Recursos humanos:
Tesista médico residente de pediatria médica, tutor médico adscrito, asesor

metodoldgico, médico patdlogo. quimica y técnica en inmunohistoquimica

Recursos materiales:
Hojas blancas, lapices, computadora, impresora, reactivo para p53, paquete

estadistico SPSS, equipo para realizar la técnica de inmunohistoquimica.

Aspectos éticos de la investigacion

El disefio y proceso de investigacion estara supeditada al Reglamento de la Ley
General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud y a los principios
basicos para toda investigacion médica de la Declaracién de Helsinki de la
Asociacion Médica Mundial (1964) y sus modificaciones en Venecia (1983), Hong
Kong (1989) y Tokio (1995), Cumple con los principios éticos de investigacion de

justicia, beneficencia y autonomia

Segun el reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para
la Salud este estudio se considera sin riesgo ya que emplean técnicas y métodos
de investigacion documental retrospectivos y no se realiza ninguna intervencion o
modificacion intencionada en las variables fisioldgicas, psicologicas y sociales de
los individuos que participan en el estudio. Al ser un estudio sin riesgo no se requiere

consentimiento informado.

El presente estudio se realiza en base a lo establecido en la Constitucion Politica
de los Estados Unidos Mexicanos: Articulo 4° publicado en el Diario Oficial de la
Federacion el dia 6 de Abril de 1990.
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Procedimientos:

Se recolectaron las laminillas tefidas con H&E y los bloques de parafina con
suficiente tejido para la elaboracion del estudio de inmunohistoquimica. Las
laminillas fueron revisadas por el Dr. Marco Antonio Rodriguez Florido vy
reclasificadas de acuerdo a las variables histoldgicas, realizandose al mismo tiempo
la seleccion de la laminilla y bloque mejor preservado, esto es con menos necrosis

celular y mayor cantidad de componente tumoral.
Inmunohistoquimica:

Posterior a la seleccion del material se realizo el estudio de inmunohistoquimica con
sistema peroxidasa-antiperoxidasa, por un bidlogo capacitado en la técnica de

acuerdo a las recomendaciones de los proveedores.

Se realizaron 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 fue desparafinado en la estufa a 56° C durante 30 minutos
y rehidratado desde xilol hasta agua destilada pasando por alcoholes a
concentraciones menores (5 minutos en cada uno de las soluciones).
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 retirar6 del recuperador y se enjuagd con agua destilada
6 PBS.

La peroxidasa se bloqued por 10 minutos con DAKO peroxidase blocking al 3% (se
mantuvo cubierto para evitar el contacto con la luz) y se lavé con agua destilada 6
PBS.

Los cortes fueron incubados en camara humeda durante 20 minutos con los

anticuerpos primarios: P53 (1:100 DAKO corporation, Carpenteria Ca.
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Anticuerpo monoclonal de ratén anti-p53 humano Clona DO-7 Isotipo IgG2B kappa.
Cddigo No IR616/1S616).

El anticuerpo primario fue detectado con un anticuerpo secundario biotinilado. Una
vez aplicado, se incubo durante 30 minutos streptavidina conjugada (peroxidasa de
rabano). Posteriormente se reveld con el cromdgeno diamino-bencidina (DAB) por

5 minutos y finalmente se contrasté con hematoxilina.

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

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

En cada caso se incluyé un control positivo conocido, para p53 se utilizé el tejido de
carcinoma de mama. Cabe senalar que la calidad del tejido fue evaluada con la
expresion del Ki-67, marcador que debe ser positivo en todos los nefroblastomas en
menor 0 mayor grado, sin excepcion. Por lo cual el hecho de que un espécimen no
salga positivo nos indicara la mala preservacion del tejido, evitando de esta manera

falsos negativos. La evaluacion se realiz6 semicuantitativamente
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Cronograma de actividades

ITEM ACTIVIDAD

Delimitacion
del tema.
Recoleccién y
seleccion
bibliografica

2 Elaboracion
del protocolo

3 Envio a
Comité Local
de
Investigacion

4 Recoleccion
de los datos y
analisis de las
muestras Por
inmunohistoq
uimica.

5 Analisis de
resultados

6 Informe y
elaboracion de
tesis

7 Presentacion
de tesis
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Anexo

Hoja recoleccion de datos

Nombre

Afiliacion

Edad

Diagnéstico

Histopatolégico

Fecha de

Diagnésticos

Localizacion de

tumor

Quimioterapia

Estadificacion

Radioterapia Si No Gy
P53 Si No
Estado actual Vivo muerto
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Resultados

En nuestro estudio se incluyeron 44 pacientes con diagnostico histopatologico de
Tumor de Wilms de los cuales el mayor porcentaje corresponde a los preescolares
19 (43%), siendo el sexo femenino mas frecuente con una proporcién de 1.7:1. La
estirpe histologico mas frecuente fue el blastemal en 20 pacientes (45.4%), y 8
pacientes presentaron anaplasia (18.1%), el resto correspondié al epitelial y

estromal.

En esta muestra el 41.7% se encontraban en estado avanzado (Estadio V) al
momento del diagndstico, y ningun paciente en estadio temprano de la enfermedad,

tal como se aprecia en la tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas demograficas

I -
n [(%c)

Edad del paciente

12 — 23 meses 5 (13.6)
24 — AF meses 19 (43.1)
A48 — 71 meses 8 (18.1)
72 — 06 meses 7 (15.9)
07-156 meses -4 (=)
Sexo del paciente

Fermeaenino 28 (632.6)
Masculino 16 (36.3)
Histologia

Blastemal 20 (45.4)
Epitelial 10 (22.7)
Estromal & (13.6)
Anaplasia 8 (18.1)
Estadio

Estadio I 0 {ﬂ}
Estadio 1l =1 {20_4}
EﬂﬂdED 1]} 10 EZZ _?}
Estadio M 24 (54.5)
EstadioV 1 Ez_z}

Expresion p5S3
Si 21 (AF.7T)

No 23 (52.2)
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Del total de la muestra a los cuales se le realizaron inmunohistoquimica, 21

pacientes (55.6%) salieron positivos. La expresion del P53 se report6 en el 75% (p=

0.05) de los pacientes con estirpe anapasico, de los cuales 83% fallecieron en el

lapso establecido de seguimiento.

Tabla 2.
La estirpe menos afectada con expresion de p53 fue la epitelial, con un 30%.

Tabla 2: Diferencias de la expresion de P53 y las variables clinicas segun la estirpe histologica

Blastemal Epitelial Estromal Anaplasico
n 20 n 10 n 6 n 8
Frecuencia Porcentaje |[Frecuencia Porcentaje |Frecuencia Porcentaje |Frecuencia Porcentaje | valordep
Sexo
Mujer 12 60.00% 5 50.00% 5 83.30% 6 75.00% 0.3
Hombre 8 40.00% 5 50.00% 1 16.70% 2 25.00% '
Estadio*
I 0 0.00% 0 0.00% 0 0.00% 0 0.00%
I 6 30.00% 3 30.00% 0 0.00% 0 0.00%
1] 4 20.00% 3 30.00% 1 16.70% 2 25.00% 0.2
v 9 45.00% 4 40.00% 5 83.30% 6 75.00%
\ 1 5.00% 0 0.00% 0 0.00% 0 0.00%
P53 positivo* 10 50.00% 3 30.00% 2 33.30% 8 75.00% 0.05
Mortalidad 0 0.00% 2 20.00% 1 16.70% 5 62.50% 0.002
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Asi mismo encontramos que existe mayor riesgo de fallecer en un lapso de 3 afios

en aquellos con estirpe anaplasico (OR 18), mientras que brinda mayor

supervivencia la estirpe blastemal (OR 0.6). De acuerdo a los estadios que se

presenten de la enfermedad existe mas riesgo de fallecer si se debuta con estadios

[lI-V (OR 1.2). Basado en la expresion de p53 los pacientes que lo expresen por

inmunohistoquimica, tendran 2 veces mas probabilidad de fallecer en un periodo de

3 afos en comparacion con quienes no lo expresen.

bomparacic‘m y calculos de riesgos entre sobrevivientes y no sobrevivientes

sobreviviente no sobreviviente

Frecuencia % Frecuencia % OR(IC-95%)
Sexo
Mujer 21 58.30% 7 87.50%
Hombre 15 41.70% 1 12.50% |[0.2(0.02-1.8)
Tipo histolégico
Blastemal 20 55.60% 0 0.00% 0.6(0.5-0.8)
Epitelial 8 22.20% 2 25.00% 1.1(0.1-6.9)
Estromal 5 13.90% 1 12.50% |0.8(0.08-8.8)
Anaplasico 3 8.30% 5 62.50% 18(2.8-117)
Estadio
[-11 9 25.00% 0 0.00% 0.7(0.6-0.9)
-V 27 75.00% 8 100.00% 1.2(1.1-1.5)
P53 positivo 16 44.40% 5 62.50% 2(0.4-10)
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La mortalidad en aquellos que expresan P53 fue del 30%, mientras que los

pacientes que no lo expresan tienen una mortalidad del 15% (p 0.3).

Grafico 1: Probabilidad de estar libre de muerte segun la expresion de p53
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Los pacientes con estirpe anaplasica al momento del diagndstico presenta una

supervivencia del 60% a 36 meses, mientras que la estirpe estromal presenta una

supervivencia libre de enfermedad superior al 90% (p 0.001).

Grafico 1: Probabilidad de estar libre de muerte segun la estirpe histologica

1.0

rviva
=

-

1

Cum Su
il

0.27

0.0

Log Rank, p=0.001

Tipo histologico
=l 1Blastemal
=TV Epitelial
I VEstromal
e VAnaplasico
—t— Blastemal-censored
—— Epitelial-censored

Estromal-censored

—— Anaplasico-censored

10 20 30
meses

40

[Escribir texto]

Pagina 30



Discusion

Actualmente el Tumor de Wilms contintia siendo unos de los tumores donde se han

logrado mantener una sobrevida del 95% a 5 anos, con algunas modificaciones en

los protocolos que ayude a disminuir los efectos adversos a largo plazo. Una de los

grandes avances, es el estudio mas minucioso de la biologia molecular de estos

tumores, que hacen se dirijan estos tratamientos. El P53 ha sido estudiado ya en

varios tumores infantiles el cual que atribuyen un factor de mal prondstico en

muchos de ellos, el cual complementa los factores de mal prondstico ya conocidos

como el estadio de la enfermedad y la histologia del tumor. Perlman EJ y

colaboradores, establecen en su estudio que el estadio que mas se expresa al
momento del diagndstico es el estadio | con un porcentaje por arriba del 40%, y en
cuanto a mortalidad, se observa que ésta incrementara a medida que se presenta

un estadio avanzado de la enfermedad (lll-V). Nosotros encontramos que el 77%

de nuestros pacientes se encontraban en estadios avanzados al diagndstico (111-1V)

con una sobrevida esperada del 70 por ciento, comparada con los estadios

tempranos que tienen una sobrevida esperada del 90%, siendo muy similar a la

literatura internacional.
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En nuestro estudio pudimos observar que el_75% de los pacientes con estirpe

anaplasia expresaron el gen P53, tal como algunos autores los reportan en la

literatura. En el afno 2000 se realiz6 un estudio por De Ledn Bojorge y colaboradores

donde se concluyd que los pacientes con anaplasia expresaron p53 en un 86%25.

-Dentro de los resultados se encontré que la expresion de p53 por si sola en la
enfermedad no tiene impacto estadisticamente significativo en la mortalidad, ya que
los pacientes que lo expresan tuvieron una supervivencia a 3 afos del 70%,
mientras que en los pacientes que no |lo expresaron, la supervivencia en el mismo

lapso de tiempo fue del 85% (p 0.3). Sin embargo, si la expresidén de p53 se asocia
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a estirpe histolégica de anaplasia la mortalidad se incrementa significativamente a

83%.

Se realizd un estudio en Valencia en el afno 2018 por Rodriguez Iglesias, Serrano
Durba y colaboradores donde se encontré que de acuerdo al tipo de histologia que
presentara el tumor de Wilms, el riesgo de recurrencia en anaplasia era del 50%,
mientras que en histologia favorable solamente del 15%. En base a la mortalidad,
no se evidencié diferencia considerable, con un 50% de mortalidad en anaplasia,

contra un 47% en histologia favorable.

Basado en la estirpe histolégica encontramos que, si es desfavorable (anaplasia)
tendra una mortalidad del 60% a 3 afnos independientemente del estadio que se

encuentre la enfermedad o de la expresiéon de p53.
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CONCLUSIONES

Todos los pacientes que expresen P53 con histologia desfavorable tendran una
mortalidad del 30%. Si bien pareciera que la sobreexpresion del P53 puede ser un
mal prondstico sobre todo en aquellos pacientes con estirpe histologica
anaplasiamanaplasica, nuestra_principal limitante fue el tamafio de muestra, por lo
que es indispensable continuar realizando estudios multicéntricos Es necesario

considerar que debe extenderse el periodo de sequimiento y complementar con las

mediciones de otros marcadores prondsticos conocidos con el fin de determinar

relacion independiente del p53 con el fendmeno.
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