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RESUMEN

Antecedentes: Los pacientes pedidtricos con astrocitomas de alto
grado con mismas histologias presentan respuestas diferentes a
idéntico tratamiento. Es necesario identificar los factores que
influyen en el prondstico y respuesta al mismo. La sobreexpresion
de la proteina Ki67 se ha asociado con respuestas poco favorables.
El objetivo fue determinar si la expresion de este antigeno influye
en la sobrevida de los pacientes con astrocitoma de alto grado del
Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI.
Meétodos: Se incluyeron pacientes con astrocitoma anapladsico o
glioblastoma multiforme atendidos entre 1995y 2005. Por inmuno-
histoquimica se determind la expresion del antigeno Ki67 en las
muestras de tejido tumoral y se correlacioné con la histologia
tumoral y la sobrevida de los pacientes.

Resultados: De 21 pacientes, 12 sobreexpresaron el antigeno Ki67.
No se encontro asociacion estadisticamente significativa entre la
sobreexpresion del antigeno Ki67 y la sobrevida, aunque si clinica.
Se encontré asociacion estadisticamente significativa entre la
sobreexpresion del Ag Ki67y el grado de malignidad del tumor. La
edad menor de 11 aiios resulto un factor de mal prondstico. La
sobrevida global fue de 49 % a 120 meses.

Conclusiones: La edad menor de 11 arios fue un factor de mal
prondstico en los pacientes estudiados con astrocitoma o glioblas-
toma multiforme. La sobreexpresion del antigeno Ki67 estd asocia-
da con la histologia y pareciera tener relacion con la sobrevida de
los pacientes pedidtricos con astrocitoma.
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SUMMARY

Background: Pediatric patients with malignant gliomas and same
histological diagnosis respond distinctly to treatment. It is thus
necessary to determine other factors that may influence the response
to treatment and survival. Over expression of the Ki67 protein has
been associated with poor treatment response. The aim of this study
was to determine if the expression of this antigen influences
survival of patients treated for malignant gliomas in the CMN SXXT
Pediatrics Hospital.

Methods: We included patients with anaplasic astrocitoma or
glioblastoma multiforme seen at our hospital between 1995 and
2005. We determined the expression of Ki67 by immunohistochemistry
and correlated the findings with tumor histology and patient survival.

Results: Of'the 21 patients studied, 12 over expressed antigen Ki67.

There was no significant association between over expression of
Ki67 and survival, although we observed a clinical association.

Over expression of Ki67 correlated with more aggressive histology.

Being under the age of 11 was a poor prognostic factor. Overall
survival was 49% at 120 months.

Conclusions: Being young (under 11 years) is a marker of poor
prognosis among pediatric patients with anaplasic astrocytoma or
glioblastoma multiforme. Overexpression expression of antigen
Ki67 is associated with histology and may be associated with poor
survival among patients treated in our hospital.
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Introduccién

L os tumores cerebrales representan el tipo de tumor
sélido mas frecuente en la edad pediatrica, son los
segundos en frecuencia general después del grupo formado
por las leucemias y los linfomas.! La incidencia mundial
anual se encuentra entre 10 y 18 casos por millén, la
presentacion mas frecuente es en hombres, raza blanca y
menores de cinco afios.? En estudios en poblacion de la
ciudad de México se ha encontrado una incidencia anual de
17 casos por millén, es decir, 560 casos de tumores del
sistema nervioso central por afio.®

Los tumores cerebrales mas frecuentes son los que se
derivan de la glia, hasta 60 %, siendo los astrocitomas los
mas comunes. Mas de los dos terceras partes de estos
tumores tienen su origen en los hemisferios cerebrales, el
resto puede generarse en las estructuras diencefélicas o en
el cerebelo.* La clasificacion histolégica de Kernohan los
separa en cuatro grados, siendo de alta malignidad los de
grado Il (astrocitomas anaplasicos) y los de grado IV
(glioblastoma multiforme).

El diagnéstico clinico se sospecha por cefalea y vomito
(ciclico o matutino) secundario a incremento de la presion
intracraneana o a irritacion del nicleo vagal o centro del
vomito en el cuarto ventriculo, e incremento del perimetro
cefdlico en lactantes.>® Otros sintomas son edema de papila
en los tumores localizados en cerebelo, cambios en el
afecto, asi como en los niveles de energia y motivacion. El
sindrome central se presenta cuando se involucran ambos
hemisferios o el diencéfalo. Es caracteristica de estos pa-
cientes, las respuestas oculomotoras, oculocefalicas y ocu-
lovestibulares. La pérdida de balance en la funcion del tronco
cerebral (como alteraciones en la coordinacién de las extremi-
dades superiores y afeccidon a pares craneales) sugiere
tumoracion infratentorial. La afecciéon a pares craneales,
especialmente VI, VIl y IX, sugieren la posibilidad de una
tumoracion del tallo cerebral.”

En la actualidad se tienen disponibles técnicas imageno-
I6gicas funcionales (espectroscopia magnética, estudios de
perfusion para determinar angiogénesis y de permeabilidad
vascular y de difusion molecular, entre otros) para el diag-
néstico y tratamiento de estos pacientes.®®

El diagndstico histopatolégico se obtiene por estudio de
microscopia de luz e inmunohistoquimica del espécimen
obtenido por biopsia o por reseccién total o subtotal. En las
tumoraciones en tallo cerebral donde el acceso quirargico es
dificil, la biopsia se obtiene por esterotaxia.®

El tratamiento del tumor se basa en la neurocirugia,
cuyos objetivos son el diagnéstico histopatolégico, reducir el
efecto de masa de la tumoracién que ocasiona obstruccion,
mejorar la circulacion del liquido cefalorraquideo y lograr la
mayor reseccion tumoral posible, lo cual tiene significado
pronéstico,***? seguido de quimioterapia prerradioterapia
con diferentes esquemas para lograr mayor reduccion tumo-
ral y la radiosensibilizacion del tumor (se ha logrado 54 % de
reduccién tumoral con esquema VETOPEC® y 75 % para
astrocitomas y 24 % para glioblastomas con ifosfamida-
carboplatino-etopésido*). Por Gltimo, se utiliza radioterapia
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al tumor residual con 54 a 56 Gy, excepto en pacientes
menores de tres afios.

La expectativa de vida actual para estos pacientes es de
56 % a cinco afios*y depende de varios factores tales como
la histologia (anaplasia y glioblastoma multiforme), la loca-
lizacion (en tallo cerebral),'® los factores de crecimiento
celular (sobreexpresién de factores de crecimiento),*”® el
indice mit6tico'®?° y la expresion de los antigenos de prolife-
racion, como el Ki67,%* entre otros.

El antigeno Ki67 es una proteina nuclear no histona que
se expresa en todas las fases del ciclo celular (G1, S, G2y
M), excepto en GO. Es una proteina nuclear de gran tamafio
con numerosos dominios repetidos que interviene en el
mantenimiento del ciclo celular. Es considerado un marca-
dor de la proliferacién de células neoplasicas.?? Su deteccion
se realiza por inmunohistoquimica.?

La expresién de Ki67 se correlaciona bien con el grado
y estadio tumoral. Diversos estudios han mostrando que la
expresién de Ki67 es un marcador prondéstico independien-
te de recidiva y progresion.? Heergaard?® encontré que los
pacientes que expresaban el antigeno Ki67 en mas de 3 %
de sus células tumorales y PCNA mayor de 4 %, tenian una
supervivencia media de 23.5 y 26.5 meses, respectiva-
mente, mientras que la supervivencia media general era de
4.4 anos.

La determinacion de Ki67 permite diferenciar grupos de
mayor agresividad, que justificaria en ellos una terapia mas
agresiva que la que le corresponderia por sus caracteristi-
cas de estadio y grado.?®

El objetivo del presente trabajo fue determinar la influen-
cia de la expresién del antigeno K167 como factor pronéstico
independiente en la sobrevida de los pacientes con astroci-
toma de alto grado.

Métodos

El presente estudio se realizo en el Hospital De Pediatria,
Centro Médico Nacional Siglo XXI, durante 2008, analizando
los expediente de los pacientes diagnosticados con astroci-
toma anaplasico o glioblastoma multiforme entre 1995 vy
2005. El protocolo fue aprobado por el comité local de
investigacion (R-2008-3603-26). Se incluy6 a todos los
pacientes menores de 15 afios con diagnéstico de astrocito-
ma de alto grado establecido en el Servicio de Patologia del
Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional Siglo XXI, que
contaban con expediente completo y muestra del tumor en
blogue de parafina, y que hubieran completado un segui-
miento de por lo menos dos afios. Todos los pacientes
recibieron tratamiento por el Servicio de Oncologia del
Hospital, con el protocolo ICE (carboplatino 400 mg/m?/dia
en dia 1, seguido de ifosfamida 2 g/m? dias 1, 2y 3,y
etopésido 100mg/m?/dia dias 1, 2 y 3, cada tres dias por
cuatro cursos), seguido de radioterapia (5400 Gy). Se elimi-
naron los pacientes que abandonaron el tratamiento o cuyas
muestras no pudieron ser procesadas por ser insuficientes.

Se tomaron de los expedientes los siguientes datos: edad
al diagnéstico, sexo, diagndstico histopatoldgico, localizacion
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de la tumoracién, tipo de cirugia, volumen tumoral residual,
fecha de diagnostico y fecha de defuncién o ultima cita.

Las muestras de parafina fueron procesadas por inmu-
nohistoquimica estreptavidina-biotina, usando como anti-
cuerpo primario al anticuerpo monoclonal PP-67 a diluciéon
1:200.?” Las muestran se incubaron 24 horas en camara
himeda y posteriormente se revelaron.

Para determinar el patron de expresion de Ki67, un
médico patoélogo ciego a la sobrevida de los pacientes realizé
cuenta celular abarcando aproximadamente 1000 células
(15 campos microscopicos). Se consider6 una reaccion
positiva cuando la célula mostré un nlcleo intensamente
tefiido de marrény para la distribucion de éstas se utilizé una
escala semicuantitativa:

¢ Minima: menos de 10 % de células positivas.
e Moderada: entre 10 y 50 % de células positivas.
e Alta: mas de 50 % de células positivas.

El andlisis estadistico se llevd a cabo con medidas de
tendencia central y dispersion, de acuerdo con la distribucion
de las variables. Se analizé la asociacion de cada variable
con la probabilidad de morir mediante prueba de %2 o prueba
exacta de Fisher y se calculd riesgo mediante razén de
momios. La sobrevida global y libre de enfermedad se estimé
a uno, cinco y 10 afios, de acuerdo con el método actuarial,
con prueba Wilcoxon-Gehan para determinar diferencias
entre grupos.

Cuadro |. Caracteristicas delos pacientes

Resultados

Se incluyeron 21 pacientes, de los cuales 10 fueron muje-
res (47.6 %), con una relacién hombre mujer de 1.1:1. La
media de edad fue de 10.52 afios (DE + 3.945) y 33.3 % de
los pacientes tuvo entre 12 y 13 afios. El 76.2 % de las
tumoraciones se encontré en la region supratentorial en
algun hemisferio cerebral y fue sometido a cirugia con
reseccion subtotal, 19 % en tallo cerebral, sometido solo
a biopsia, y 4.8 % en cerebelo con cirugias totales. El
52.4 % correspondi6 a astrocitoma anaplésico y 47.6 %
fue glioblastoma multiforme. Un poco mas de la mitad
(57.1 %) de las tumoraciones expresoé el antigeno Ki67. Al
momento de este informe, siete pacientes se encontraban
vivos, cinco se perdieron al seguimiento y nueve habian
fallecido (Cuadro I).

La sobreexpresion del antigeno Ki67 no se asocio signifi-
cativamente con la sobrevida de los pacientes (prueba exacta
de Fisher p =0.319, OR =1.35, IC 95 % = 0.691-2.637), sin
embargo, llama la atencién que 75 % de los que si la
expresaron hubieran fallecido, mientras que solo 55.5 % de
quienes no lo hicieron fallecieron. Existe una asociacion
estadisticamente significativa (prueba exacta de Fisher p =
0.006) entre la sobreexpresion del antigeno Ki67 y la histo-
logia del tumor. El riesgo de presentar una histologia de
glioblastoma multiforme al sobreexpresar al antigeno Ki67
fue de 6.75 (IC 95 % = 1.03-44.08).

Meses de
Sexo Edad Localizacion Histologia sobrevida Ki67 Estado actual

F 13 Supratentorial GM 60 Neg Vivo

M 9 Supratentorial GM 22 Pos Fallecio

F 12 Supratentorial GM 144 Pos Vivo

M 12 Tallo cerebral GM 8 Pos Fallecié

F 5 Supratentorial GM 126 Pos Fallecio

F 17 Supratentorial GM 115 Pos Vivo

M 13 Supratentorial GM 99 Pos Vivo

M 8 Supratentorial AA 27 Neg Pérdida al seguimiento
M 8 Tallocerebral AA 12 Neg Fallecio

F 4 Supratentorial AA 94 Pos Fallecio

F 13 Tallocerebral AA 25 Neg Pérdida al seguimiento
M 10 Supratentorial AA 10 Pos Fallecio

M 15 Supratentorial AA 36 Neg Vivo

M 13 Supratentorial AA 17 Neg Pérdida al seguimiento
M 10 Supratentorial AA 58 Neg Vivo

F 5 Supratentorial AA 33 Neg Pérdidaal seguimiento
F 3 Supratentorial GM 49 Pos Fallecio

F 12 Supratentorial GM 5 Pos Fallecio

M 11 Cerebelo GM 10 Pos Fallecio

F 11 Supratentorial AA 20 Pos Pérdida al seguimiento
M 17 Tallocerebral AA 36 Neg Vivo

M = masculino, F = femenino, GM = glioblastoma multiforme, AA = astrocitoma anaplasico, Pos = positivo,

Neg = negativo
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Los pacientes de 11 afios o menos fallecieron significativa-
mente mas que los mayores de 12 afios (90 versus 40 %,
prueba exacta de Fisher p = 0.021, OR = 2.273, IC 95 % =
1.040-4.967). No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas para la sobrevida de acuerdo con la histologia del
tumor (prueba exacta Fisher p = 0.438, OR =1.212, IC 95 % =
0.651-2.258), la localizacién del mismo (x? = 0.687) ni el sexo
del paciente (prueba exacta de Fisher p =0.562, OR=1.1, IC
95 % = 0.602-2.011).

La sobrevida global actuarial de los pacientes fue de 80, 61
y 49 % a 120 meses (Figura 1), con una mediana de sobrevida
de 95.13 meses. La sobrevida actuarial en los pacientes que
expresaron el antigeno Ki67 fue de 66, 48 y 39 % a uno, cinco
y 10 afios, respectivamente (mediana 57.69 meses) versus
100, 88 y 88 % a uno, cinco y 10 afios, respectivamente, en
quienes no lo expresaron (mediana 60 meses) (Figura 2).

Los pacientes cuya edad al diagnéstico fue de 11 afos
0 menos tuvieron una sobrevida de 81, 44y 22 % a uno, cinco
y 10 afios, respectivamente (mediana de 56.4 meses),
comparados con 80 % (uno, cincoy 10 afios) en aquellos con
edad de 12 afios 0 mas (mediana de 120 meses) (Figura 3).

Discusioén

La sobrevida de los pacientes con astrocitoma de alto grado
ha sido informada en la mayoria de los estudios internacio-
nales como mala, con medias de seguimiento de seis a
nueve meses. A partir de fines de la década de 1990, la
sobrevida se ha visto incrementada con la introduccion de la
quimioterapia neoadyuvante, en particular con el esquema
de quimioterapia utilizando tres drogas (ifosfamida, carbo-
platino, VP16), ya que se demostré que la barrera hemato-
encefdlica en las areas adyacentes al tumor estaba disfun-
cional, y mas todavia al dar esta secuencia quimioterapica
en los 14 dias posteriores a la cirugia, dias en los cuales las
células tumorales entran en ciclo celular, con una fraccién de
crecimiento mas acelerada y, por lo tanto, mayor sensibili-
dad al tratamiento.*
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Figura 1. Sobrevida global.
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Figura 2. Sobrevida de acuerdo con la expresion del antigeno
Ki67.

No obstante que la sobrevida en pacientes con astroci-
toma de alto grado en nuestro hospital alcanz6 61 % a cinco
afos del diagndstico, es importante destacar que continda
existiendo un grupo de pacientes que tiene mal prondstico,
por lo tanto, es importante determinar los factores que llevan
a un peor prondstico y de esta manera diferenciarlos y
tratarlos de manera mas agresiva.

Tradicionalmente se ha considerado que los pacientes
con astrocitoma de alto grado, subgrupo glioblastoma mul-
tiforme tienen peor prondéstico; de acuerdo con nuestra serie,
no existid diferencia estadisticamente significativa al compa-
rar el grupo de pacientes con astrocitoma anaplasico y
glioblastoma multiforme. Sin embargo, 90 % de los pacien-
tes con glioblastoma multiforme sobreexpresaron Ki67, mien-
tras solo 30 % de los que tuvieron astrocitoma anaplasico lo
hicieron; encontramos que el riesgo para una histologia
agresiva (glioblastoma multiforme) cuando se sobreexpresa
Ki67 es seis veces mayor.
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Figura 3. Sobrevida de acuerdo con la edad.
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Ki67 es un antigeno monoclonal Igcl descubierto en
1983 por Gerdes, presente en las células proliferantes y
ausente en las células en reposo, aunque la funcion de este
antigeno no permanece clara.?® Recientemente se ha estu-
diado la importancia y el valor de los anticuerpos proteicos
expresados en las células proliferantes, como el Ki67, estu-
diado en varios tipos de tumores, sin embargo, hasta esta
década se ha visto su importancia en tumores astrociticos.
El antigeno Ki67 reconoce una proteina expresada en todas
las fases del ciclo celular excepto en las fases GO y fases
tempranas de G1, justamente en las que se expresan las
células de los tumores que se consideran con mas baja
proliferacién celular y, por lo tanto, menos agresivos; es
decir, los tumores que expresan el antigeno Ki67 son tumo-
res con alta proliferacion celular, agresivos e invasores, o
que pudiera sugerir dar un tratamiento mas agresivo a los
pacientes con este antigeno.

En nuestra serie, la sobrevida a uno, cincoy 10 afios para
el grupo de pacientes que expresaban el antigeno Ki67
positivo fue de 66, 48 y 39 %, comparada con el grupo de
pacientes que no la expresaron, con una sobrevida de 100,
88 y 88 % al mismo periodo. Aunque esta diferencia no es
estadisticamente significativa, tiene una significancia clinica
importante. Llama la atencion que de las nueve defunciones,
ocho expresaron el antigeno Ki67 positivo; es importante
mencionar que de los 12 pacientes con Ki67 positivo ocho
fallecieron, lo cual traduce un riesgo cuatro veces mas alto
de fallecer en comparaciéon con quienes no lo expresaron.
Estos hallazgos son similares a los informados por David
Ellison?® en una cohorte de 123 pacientes adultos, quien
demostré disminucion en la sobrevida de los pacientes que
expresaban Ki67 en comparacion con quienes no lo hacian
(p=0.04). La positividad para Ki67 en astrocitomas pilociticos
ha sido asociada con comportamiento mas agresivo y con
mas alto riesgo de progresion; estos resultados indican que
realizar lainmunohistoquimica para Ki67 predice un patrén de
sobrevida en pacientes con tumores astrocitarios, lo cual
conlleva a estratificar de una manera mas acuciosa a los
pacientes con astrocitoma que tradicionalmente han sido
considerados como de bajo riego, ya que la histopatologia
convencional parece ser limitada y, por lo tanto, ya no puede
ser valorada como suficiente para el diagndstico y prondstico
de estos pacientes. Al respecto, Johanssen no encontré una
asociacion entre la sobreexpresion de Ki67 y la histologia.®®
Esto contrasta con lo identificado en nuestro estudio, ya que
existio una asociacion significativa entre la expresion de Ki67
y la histologia del tumor.

Otro marcador investigado en estos pacientes es el
oncogén p53,% del cual también se ha demostrado que su
sobreexpresion conlleva menor sobrevida en pacientes con
astrocitomas y que una mutacion de este gen se asocia con
menor mediana de supervivencia. En el 2000, Tarick Tihan®?
informé un valor predictivo al asociar Ki67 y P53 en pacientes
portadores de astrocitoma difuso, encontrando que niveles
mayores de 15 % indican peor prondstico y que pareciera ser
de mas impacto que lo sugerido por la clasificacion histol6-
gica, y que los tratamientos debieran adecuarse a estos
hallazgos. Estos y otros marcadores moleculares son de
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suma importancia para estratificar de manera mas adecua-
da el riesgo de estos pacientes.

En nuestra serie, la sobrevida global para todo el grupo
en general fue de 80, 61y 49 % a uno, cinco y 10 afios sin
hacer meseta, presentando incluso un declive en la curva en
el mes 91, lo cual quiere decir que no podemos considerar
a estos pacientes como curados y por lo tanto requieren
vigilancia de por vida. Cabe mencionar que una paciente
presenté recaida y fallecié incluso después de 10 afios de
vigilancia.

Un hallazgo interesante fue encontrar que el pronéstico
de nifios menores de 11 es malo. Tradicionalmente se
consideraba que el pronéstico en funcion de la edad aplica
cuando son nifios menores de tres afos, debido al hecho de
que no reciben radioterapia por encontrarse en un periodo de
desarrollo del sistema nervioso central. Sin embargo, se ha
informado una diferencia en la biologia molecular de los
glioblastomas de nifios y adultos, pudiendo ser que este
comportamiento comience a partir de la adolescencia. Faury
y colaboradores indicaron en 2007 que dentro de los glio-
blastomas de pacientes pediatricos hay dos subgrupos:
aquellos con un perfil mas agresivo parecido al de los
adultos, y otro con un perfil mas benigno no asociado a la
activacion de Akt y Ras.®® Sin embargo, los autores no
refieren si existe una correlacion de estos perfiles de expre-
sion con la edad del paciente.

Por ultimo, es importante mencionar que sin ser el
objetivo del trabajo calcular costos y beneficios, debe resal-
tarse que éste es un estudio de inmunohistoquimica relativa-
mente sencillo y econdmico, dado que el kit completo para
100 pacientes tiene un costo de 500 ddlares, es decir, cada
prueba tendria un costo de 5 délares a cambio de la profusa
informacién que este antigeno puede proporcionar.
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