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RESUMEN

Obijetivos. Determinar la influencia de los marcadores: antigeno Ki67 y del gen p53
como factores pronéstico independiente en la sobrevida de los pacientes con
Glioblastoma Multiforme. Materiales y métodos. Se revis6 un total de 150 casos de
pacientes con diagnostico preliminar de Glioblastoma Multiforme (GBM) atendidos en
el Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas, entre los afios 2008 y 2013 y se
seleccionaron 60 casos que cumplian con los criterios de inclusiéon requeridos,
informacion clinico patoldgica y seguimiento adecuado. Resultados. La media de edad
es de 51 afios (8-73 afios), conformado por 34 hombres (56.7%) y 26 mujeres (43.3%).
La mediana de sobrevida global (SG) es menor en el grupo de pacientes que
sobreexpresaron el antigeno Ki67 (>= 20%), frente a los pacientes que tuvieron niveles
de expresion moderada del antigeno (>= 10%). (26.5 vs 40 meses). Asimismo, se
evidencia que la SG es mayor en los pacientes que expresan positivamente el gen p53
(>20%), frente a los pacientes que no llegaron a expresarlo. (40 vs 30 meses).
Conclusiones. Tanto la expresion del antigeno ki67 como la expresion del gen p53 se
pueden determinar como factores pronostico de la sobrevida de pacientes que hayan
sido diagnosticados con GBM con el fin de mejorar la calidad de vida de estos pacientes
dandoles la posibilidad de recibir un tratamiento mas especifico acorde a los valores de

estos marcadores inmunohistoquimicos.

Palabras clave: Glioblastoma, p53, ki67, sobrevida



ABSTRACT

Obijectives.To evaluate the influence of markers: Ki67 antigen and p53 gene as
independent prognostic factors in the survival of patients with Glioblastom Multiform.
Materials and methods. A total of 150 cases of patients with a preliminary diagnosis
of Glioblastom Multiform (GBM) treated at the National Institute of Neoplastic
Diseases between 2008 and 2013 were reviewed and 60 cases were selected that satisfy
the inclusion criteria required, clinical pathological information and adequate follow-up
information. Results. The mean age is 51 years (8-73 years), made up of 34 men
(56.7%) and 26 women (43.3%). The median overall survival (OS) was lower in the
group of patients who overexpressed the Ki67 antigen (> = 20%), compared to the
patients who had moderate levels of antigen expression (> = 10%). (26.5 vs. 40
months). As well evidenced that the OS is higher in patients who positively express the
p53 gene (> 20%), compared to patients who did not express it. (40 vs. 30 months.
Conclusion. Both, the expression of the ki67 antigen and the expression of the p53 gene
could be determined as prognostic factors for the survival of patients who have been
diagnosed with GBM in order to improve the quality of life of these patients giving
them the possibility of receiving a more specific treatment according to the values of

these immunohistochemically markers.

Key words: Glioblastom, p53, ki67, survival



I. INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica a los Tumores del Sistema
Nervioso Central (SNC) en cuatro grados segun la malignidad del tumor. El grado 1y 1l
corresponden a aquellos tumores con bajo potencial proliferativo y en los cuales es
posible la cura después del tratamiento adyuvante que se le proporcione al paciente,
mientras que los tumores clasificados dentro de los grados Il y IV del SNC son
aquellos de peor pronostico y se relacionan en su mayoria con una limitada evolucién
del paciente al tratamiento post operatorio (Radioterapia y/o quimioterapia), reacciones
desfavorables como convulsiones o rechazo al tratamiento adyuvante y generalmente
desenlaces mortales. El presente estudio se realizd con pacientes que fueron
diagnosticados con tumores de alto grado (grado IV) o Glioblastoma Multiforme.
(Louis et al, 2007; Yamal et al, 2008).

El Glioblastoma Multiforme (GBM) representa la neoplasia cerebral més frecuente
(alrededor de la mitad de los tumores del cerebro) y la de mayor mortalidad. Es més
frecuente entre la quinta y sexta década de la vida y tiene una ligera predisposicion por
el sexo masculino (Gordon-Firing 1995; Yamal et al, 2008). La tasa de incidencia de los
tumores del sistema nervioso central (SNC) en Estados Unidos de Norteamérica es
alrededor de 11,4 casos por 100 000 personas/afo, y representa el 2.4% de las
muertes por cancer (Louis et al, 2007). Mientras que en nuestro pais, solo en Lima
Metropolitana la tasa de incidencia estandarizada es de 7,0 casos por 100 000
personas/afio y representa el 3,4% de las muertes por cancer (Registro de Céancer de
Lima Metropolitana, 2014). Menos del 3% de todos los pacientes con diagndstico de
GBM sobreviven méas de cuatro afios y la supervivencia promedio es de seis meses
(Louis et al, 2007).

A nivel mundial se han estudiado las relaciones entre la expresion del gen supresor de
tumores: p53 y el grado tumoral, mientras que otros estudios correlacionan la expresién
del antigeno Ki67 con el grado y estadio tumoral (Heegaard et al, 1995; De Angelis
2001; Grotzer et al, 2001; Isolan 2005).

Por lo tanto, el objetivo de este estudio retrospectivo fue determinar la influencia de la
expresion del Antigeno Ki67 y del gen p53 como factores prondstico en la sobrevida de
pacientes con Glioblastoma Multiforme (GBM) considerando su asociacion con
variables clinico-patoldgicas, sobrevida libre de progresion y sobrevida global. Con la



finalidad de mejorar la identificacion del pronoéstico, adecuar el tratamiento para los
pacientes e incrementar los conocimientos dentro de nuestra poblacion que padece de

esta enfermedad.

El Registro de Cancer de Lima Metropolitana 2004-2005 encuentra 1,146 casos nuevos
de tumores del encéfalo y sistema nervioso con una tasa de incidencia estandarizada de
6,9 — 7,0 por 100,000 lo que representa el 3,8% de todas las neoplasias malignas.
Anualmente se diagnostican aproximadamente 40 casos nuevos de Glioblastoma
Multiforme (GBM) al afio en el Instituto de Enfermedades neoplasicas (INEN),
institucion que atiende al 40% de la poblacién de cancer de Per( (Registro de Cancer de
Lima Metropolitana 2014).

En nuestro pais el limitado pronostico asociado con esta neoplasia conlleva a que se
considere un problema epidemiolégico y de salud publica, debido a la escasa
informacidn que existe al respecto. Actualmente los resultados de inmunohistoquimica
como la expresion del antigeno Ki67 y la mutacion del gen p53 se incluyen en el
diagndstico de esta enfermedad, pero aln no hay datos suficientes ni estudios realizados
para que sean considerados como factores pronoéstico de la sobrevida en pacientes con
GBM. (Castarieda et al, 2015).

Por esta razon, al determinar la relacion entre estos marcadores inmunohistoquimicos
(Antigeno Ki67 y del gen p53) como factores pronostico independiente en la sobrevida
de los pacientes con Glioblastoma Multiforme se busca mejorar tanto el diagndstico
como un tratamiento mas especifico para cada paciente. Asimismo el futuro de este tipo
de terapia y de abordaje en los casos de gliomas malignos, esta dirigido a transformar
los marcadores tumorales (inmunohistoquimicos) en un punto a favor en el tratamiento
de esta neoplasia, ya que a pesar de los grandes esfuerzos que se han hecho a nivel
mundial para aumentar el tiempo de recaida del paciente frente al GBM, la mayor
supervivencia alcanzada en algunos paises no llega a los cuatro afios. (Louis et al, 2007;
Dubrow et al, 2011).



II. MARCO TEORICO

El glioblastoma Multiforme (GBM) es el tumor maligno primario del sistema nervioso
central (SNC) mas comun en adultos (supone mas del 50%) y se asocia invariablemente
a un mal prondstico. Solo el 33% de los pacientes sobrevive al afio y el 5% de los
pacientes llegan a vivir mas de 5 afios tras el diagndstico (Preston 1999; Kleihues 2000).

Los GBM pueden comprometer cualquier estructura neuroanatomica, pero en adultos es
mas comun en los hemisferios cerebrales, mientras que en los nifios lo es en la fosa
posterior. Su crecimiento infiltrativo es extremadamente rapido. Histolégicamente, se
diferencia de los demas tumores primarios que afectan al SNC por presentar cambios
histoldgicos, como pleomorfismo celular, necrosis con células en pseudoempalizada en
la periferia, atipia nuclear y microhemorragias (Heegaard et al, 1995; Grotzer et al,
2001). La denominacion multiforme se debe a la gran heterogeneidad que lo caracteriza
con variados patrones y rasgos citologicos. (De Angelis, 2001; Isolan 2005).

2.1 Clasificacion de los tumores del SNC

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica los tumores primarios del sistema
nervioso central en adultos por criterios histopatoldgicos en (I-1V grados) como se

detalla a continuacién (Preston 1999; Louis et al, 2007):

e El grado | de la OMS incluye lesiones de bajo potencial proliferativo, con
frecuencia su naturaleza es de perfil bajo y es posible la cura después de la

reseccion quirargica sola. (Astrocitoma Pilocitico).

e El grado Il de la OMS incluye lesiones que por lo general son infiltrantes y de
actividad mitética baja, pero recidivan con mayor frecuencia que los tumores
malignos de grado | después de la administracion de tratamiento local. Algunos
tipos de tumores tienden a avanzar a grados mas altos de malignidad.

(Astrocitoma difuso).

e E| grado IlIl de la OMS incluye lesiones con hallazgos histologicos de
neoplasia maligna, incluso atipia nuclear y aumento de la actividad mitotica.
Estas lesiones tienen caracteristicas histologicas de anaplasia y capacidad de
infiltracion. Habitualmente, se tratan con terapia adyuvante intensiva.

(Astrocitoma Anaplasico).



e El grado IV de la OMS incluye lesiones con actividad mitética, propensas a
necrosis y, en general, se relacionan con evolucion pre y posoperatoria rapida y
con desenlaces mortales. Las lesiones habitualmente se tratan con terapia
adyuvante intensiva. En este grado se encuentra el denominado Glioblastoma
Multiforme (GBM).

2.2 Diagnostico y tratamiento de los GBM

En la actualidad, el diagnéstico de esta enfermedad se obtiene por estudio de
microscopia de luz e inmunohistoquimica del espécimen obtenido por biopsia o por
reseccion total o subtotal. En cuanto al tratamiento del tumor, se basa en la
neurocirugia, cuyos objetivos son reducir el efecto de masa de la tumoracion que
ocasiona obstruccion, mejorar la circulacion del liquido cefalorraquideo y lograr la
mayor reseccion tumoral posible, lo cual tiene significado pronostico, (Cohen et al,
1995; Nejat et al, 2008) seguido de quimioterapia prerradioterapia con diferentes
esquemas para lograr mayor reduccion tumoral y la radiosensibilizacion del tumor. Por
ultimo, se utiliza radioterapia al tumor residual con 54 a 56 Gy, excepto en pacientes

menores de tres afios (Lopez- Aguilar et al, 1997).

En general, los estudios recientes nos han ayudado a llegar a varias conclusiones sobre
el tratamiento de este tumor. Principalmente, se ha demostrado que el uso de la
monoterapia con algunos de los medicamentos utilizados no lleva a resultados
significativos, debido a que las células tumorales poseen diferentes vias de sefializacion.
Esto puede explicar la respuesta insatisfactoria ante la monoterapia, ya que la actividad
de vias alternas, aparte de las intervenidas por los medicamentos, van a llevar a la
proliferacion y a la supervivencia celular; ademés, pueden generar procesos
angiogeénicos, lo cual, en el caso del glioblastoma multiforme, es de suma importancia,
ya gue son masas con tasas mitéticas muy elevadas y requieren ser muy vascularizadas.
(Lépez Aguilar et al, 1997; Nejat et al, 2008).

2.3 Oncosupresor de tumores: gen p53

El gen p53 es considerado por muchos autores como “el guardian del genoma”. A partir
de este gen se sintetiza una proteina, que lleva el mismo nombre y se activa cuando la

célula se dispone a dividirse, para vigilar la secuencia normal de acontecimientos



genéticos que permiten la proliferacion celular. Si el material genético de la célula
resulta dafiado o si algin sistema de control se desajusta, esta lo detecta e intenta
restaurarlo. Si la lesién no es grave, la p53 detiene la division celular y activa los genes
reparadores del ADN. Si la p53 estima que el dafio es irreparable entonces ordena que
se pongan en marcha los mecanismos genéticos para que la célula entre en apoptosis o

muerte celular programada. (Sydmonds et al, 1994).

Si este gen p53 sufre alguna mutacion, no permite que la célula sea eliminada mediante
la muerte programada, tampoco se ocupa de reparar los dafios en el ADN y da lugar al
inicio del proceso tumoral. Este gen es el mas frecuentemente mutado en los canceres
humanos, mas de un 50 % de los tumores tienen genes p53 anormales, produciéndose
una proteina alterada (Perry 1993; Funk et al, 1997).

2.4 Antigeno Ki67 y su relacion con los GBM

El antigeno ki67 es una proteina nuclear no histona que se expresa en todas las fases del
ciclo celular (G1, S, G2 y 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 marcador de la proliferacion de células neoplésicas (Tihan et al,
2000). Su deteccion se realiza por inmunohistoquimica (Johannsessen 2006). 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 caracteristicas de

estadio y grado (Heegaard et al, 1995; Isolan, 2005).



[II. ANTECEDENTES

La expectativa de vida actual para los pacientes diagnosticados con GBM es muy corta
y depende de varios factores tales como la histologia, la localizacion en tallo cerebral
(LOpez-Aguilar et al, 1997), los factores de crecimiento celular (sobreexpresion de
factores de crecimiento) (Lépez-Mudiz et al, 2000; Gutmann et al, 2003), el indice
mitotico (Thorp 1997; Hilton 1998) y la expresion de los antigenos de proliferacion

como el Ki67, asi como la expresion de la mutacidn del gen P53 (Montine et al, 1994).

La expresion del antigeno ki67 se correlaciona bien con el grado y estadio tumoral.
Diversos estudios han demostrado que la expresion de ki67 es un marcador prondstico
independiente de recidiva y progresion (Isolan 2005). Por otra parte (Heegard et al,
1995) encontrdé que los pacientes que expresaban el antigeno ki67 en mas del 10% de
sus células tumorales, tenian una supervivencia media de 23.5 y 26.5 meses,
respectivamente, mientras que la supervivencia media general era de 4.4 afios para

pacientes pediatricos.

Tradicionalmente se ha considerado que los pacientes con astrocitoma de alto grado,
subgrupo glioblastoma multiforme tienen peor prondstico; de acuerdo con (Lopez-
Aguilar, 2010), no existio diferencia estadisticamente significativa al comparar el grupo
de pacientes con astrocitoma anaplasico y glioblastoma multiforme. Sin embargo, 90 %
de los pacientes con glioblastoma multiforme sobreexpresaron Ki67, mientras que solo
30 % de los que tuvieron astrocitoma anaplasico lo hicieron; encontraron que el riesgo
para una histologia agresiva (glioblastoma multiforme) cuando se sobreexpresa Ki67 es

seis veces mayor.

En otro estudio (Hilton et al, 1998) analizaron una cohorte de 123 pacientes adultos,
demostrando 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 ha sido asociada con comportamiento mas agresivo y con mas alto riesgo
de progresion; estos resultados indican que realizar la inmunohistoquimica para Ki67
predice un patron 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 riesgo, 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. (Lopéz-Aguilar, 2010).



Asimismo, en los ultimos afios se han estudiado las relaciones entre el estado del gen
p53, a nivel de mutacion y expresion, y el grado tumoral. En las primeras
investigaciones realizadas por (Shiraishi et al, 2002) analizaron la relacion entre la
mutacion del gen p53 sobre la sobrevida global de pacientes con GBM, y la asociacion
con la edad de los pacientes. Sus resultados concluyeron en que no existia una
diferencia significativa entre la edad de los pacientes sobre la mutacion/no mutacién del
gen p53, y también concluyeron que la mutacion del gen p53 no tenia relacion con la
sobrevida global de los pacientes con GBM que participaron en su estudio. Pero el
hallazgo mas importante realizado por estos investigadores determino que la diferencia
en las locaciones de mutacion del gen p53 sugiere que esta diferencia de locacién podria
contribuir no solo a la tumorigénesis (como un evento temprano), sino también a la

malignidad de la progresién (como un evento tardio).

Mientras que, investigadores como (Ruano, 2009) encontraron que los tumores de bajo
grado que recurrian como astrocitomas anaplasicos, se caracterizaban por presentar
mutaciones de p53 y ser positivos inmunolégicamente. Otra publicacion que generd
controversia acerca de las diferentes mutaciones de estas neoplasias fue realizada por
(Idbaih et al, 2007), quienes publicaron que los tumores de bajo grado que presentaban
recidivas como glioblastomas, generalmente, mantenian su p53 intacto y eran negativos
inmunoldgicamente. Estos hallazgos indican que los astrocitomas de bajo grado que
evolucionan a grados mas indiferenciados, lo hacen a través de dos vias: la

primera, a

Astrocitomas anaplasicos y, posteriormente, a glioblastomas con p53 mutado, y la otra,
directamente a glioblastomas con p53 no mutado.

En el estudio realizado por (Ruano, 2009), se evaluaron 194 pacientes con diagndstico
de glioblastoma primario y se sometieron a cirugia para reseccion tumoral. Ademas, se

les administré quimioterapia y radioterapia cuando habia indicacion de hacerlo.

Posteriormente, se hicieron pruebas con anticuerpos contra p53, y otros factores. La
presencia o la ausencia de estos factores se relacionaron con la supervivencia de los
pacientes. Se identificd la mutacion p53 en 11,2% de los especimenes y se encontrd en
60% de los especimenes que marcaron positivo para p53. Las conclusiones se enfocaron
en describir cual de los factores anteriormente nombrados generaba una diferencia
significativamente estadistica en la supervivencia de los pacientes. Los hallazgos en
relacién con los marcadores mostraron que los glioblastomas con presencia de p53

tenian un prondstico mas pobre.



IV. HIPOTESIS

e La sobreexpresion del antigeno ki-67 y la expresion del gen p53 estan

relacionados con una baja sobrevida en pacientes con Glioblastoma Multiforme.



MATERIALES Y METODOS

5.1 Lugar de ejecucion

Este proyecto se realiz6 dentro de las instalaciones del Instituto de enfermedades
Neoplésicas (INEN) en el centro de Investigacion en Cancer “Maes Heller”.

5.2 Tipo y disefio de Investigacion

5.2.1 Tipo de Investigacion

El presente estudio es observacional descriptivo y analitico de una serie de casos
retrospectiva.

5.2.2 Disefio de la Investigacion

La poblacion de estudio la conformaron 150 pacientes con diagndstico preliminar de
Glioblastoma Multiforme (GBM) atendidos en el INEN, dentro del periodo
comprendido entre los afios 2008 y 2013, se revisaron y analizaron las historias clinicas

y estudios histopatoldgicos de cada paciente dentro de este periodo.
Criterios de inclusion:
e Pacientes con historia clinica completa hecha en el INEN.

e Pacientes con estudio inmunohistoquimico completo: GFAP (Glial Fibrilar
Acida Proteina), p53, Ki-67, CD34, o como minimo, el p53 y ki-67.

Criterios de exclusion:

e Pacientes con historias clinicas incompletas o con estudios y/o analisis

realizados en otra institucion.

e Pacientes con estudio inmunohistoquimico incompleto.



5.3 Variables

e Variable independiente;
o Inmunoexpresién de Ki67
o Inmunoexpresion de p53
e Variable dependiente;
Cuantitativas:
o Edad
Cualitativas:
o Sexo
o Nivel Karnofsky
o Localizacion del tumor
o Grado histolégico segun la clasificacion de la OMS.
e Escala de medicion:

Las escalas de medicién usadas en las variables son de orden nominal y ordinal.

5.4 Operacionalizacion de variables

Para la operacionalizacion de las variables se empled el programa estadistico 1BM-
SPSS version 24. El tiempo de seguimiento para estimar la sobrevida global comprende
desde la fecha de cirugia hasta la fecha de muerte o ultimo control. Las curvas de
sobrevida se calcularon por el método de Kaplan-Meier, y la comparacion entre curvas
de diferentes categorias de las caracteristicas se generé mediante log-rank test. Para el
analisis multivariado de supervivencia se empled la regresion de Cox. Se considero una

diferencia significativa al valor p<0.05.
e Instrumentos de Investigacion:

o Base de datos disefiada por el investigador (Anexo 1.)



o Historias clinicas de los pacientes diagnosticados con GBM

o Registro de los resultados de los examenes histopatologicos con
diagndstico de GBM.

o Registro de los resultados de Inmunohistoquimica validados por los

especialistas de Patologia de INEN.

5.5 Muestreo

La poblacién de estudio correspondié a todos los casos diagnosticados con
Glioblastoma Multiforme (GBM) en el Instituto Nacional de Enfermedades
Neopléasicas (INEN) entre los afios 2008 y 2013: ciento cincuenta pacientes
(150), de los cuales sesenta (60) pacientes cumplieron con los requisitos de

inclusion previamente mencionados.

Se utilizaron las historias clinicas de los pacientes hospitalizados con el
diagnostico compatible segiin Resonancia Magnética (RMN) de Glioma de
Alto Grado (GBM) que fueron intervenidos dentro del INEN y que
cumplieron con los criterios de inclusién y exclusion previamente

mencionados.

5.6 Procedimiento

5.6.1 Obtencion de historias clinicas

En el departamento de Estadistica del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas

(INEN), se obtuvieron las historias clinicas de todos los pacientes con diagndstico de

Glioblastoma Multiforme entre los afios 2008 y 2013.

5.6.2 Revision de historias clinicas

De la revision de las historias clinicas de pacientes con GBM, se evaluaron los

datos de aquellos pacientes que cumplian con los criterios de seleccién, en un

promedio de 20 historias clinicas diarias, para el registro en una ficha de

recoleccion de datos disefiada para este estudio.



Se identificaron 150 casos nuevos con diagndstico clinico de GBM atendidos en
el INEN; se seleccionaron a 60 pacientes con resultado anatomatopatolégico de
GBM completos sometidos a reseccion quirdrgica (total o subtotal) y con

informacion clinica y seguimiento adecuado.
Se descartaron aquellos casos que no cumplieron con los criterios de inclusion:
a) Pacientes con historia clinica completa hecha en el INEN.

b) Pacientes con estudio inmunohistoquimico completo: Expresion/no

expresion del antigeno Ki67 y/o Mutacion/ no Mutacion del gen p53.

Posteriormente se excluyeron a aquellos pacientes que presentaban tumores
localizados en ganglios basales y en fosa posterior, asi como los que fallecieron

por complicacién post-operatoria.

5.6.3 Analisis Inmunohistoquimico

Con los casos ya seleccionados, un patdlogo experto del Departamento de
Patologia del Instituto Nacional de Neoplasicas, utilizando un microscopio
oOptico, observo las placas histologicas, tefiidas con hematoxilina-eosina con el
objetivo de confirmar el diagndstico histopatoldgico de cada caso, y se
selecciond el bloque mas representativo en los casos en que existia mas de un

blogue de parafina.

Se utilizé el método de polimeros con recuperacidn antigena inducida con calor.
Las secciones de los bloques de parafina se sumergieron en 10-mM de citrato de
sodio en ebullicion a pH de 6.5 por 2 minutos. Posteriormente se utiliz un panel

de 9 anticuerpos.

Paralelamente, se utilizaron controles positivos de muestras de Gliomas en los
que previamente se habia demostrado positividad para Ki-67 y positividad para
el anticuerpo p53. Se utilizO como control negativo, cortes de las mismas
muestras del estudio en las cuales se reemplazé el anticuerpo primario por PBS.
Tanto para p53 como para Ki-67, se utilizaron anticuerpos monoclonales de
raton, RTU.



e Una vez realizada la inmunohistoquimica, las laminas tefiidas se numeraron
segun el numero de molde correspondiente y se etiquetaron especificando el
anticuerpo  utilizado. Luego, se buscaron microscopicamente areas
representativas a un aumento de 10x y posteriormente se fotografiaron a un
aumento de 40x. Los campos representativos fueron determinados por areas con

un mayor numero de células especificas para GBM .

e En los casos en que se contd con muchos segmentos representativos, se
selecciond el que presentd mayor inmunomarcacion. De la zona seleccionada, se
obtuvo una foto con el programa Micrometrics SE Premium, y luego se analizo

en el software ImageJ, lo que permitio realizar el conteo de células tefiidas.

e Para evaluar la tincion de p53 y Ki-67, se contabiliz6 sin considerar intensidad,
tincion nuclear de las células epiteliales con color café. El porcentaje de tincion
nuclear fue evaluado cada 1000 nucleos en cada caso. El indice proliferativo
para el antigeno ki67 se evalud en tres cortes: expresion baja >= 5%, expresion
moderada >= 10% y expresion alta >= 20%. Mientras que la sobre-expresion del
gen p53 se considero positiva sobre el 20% del total de la muestra; estos valores
se consideraron de acuerdo al protocolo estandarizado por el area de patologia
del INEN.

5.7 Analisis de Datos

Los resultados se analizaron e interpretaron utilizando el programa estadistico SPSS
version 24, para la estimacion de la sobrevida global y la comparacion de estos dos

marcadores inmunohistoquimicos sobre la sobrevida de los pacientes.

5.8 Aspecto etico

Las bases de datos que se elaboraron no incluyen la identidad de los pacientes ni datos
personales, y la informacion obtenida se mantendréa en completa confidencialidad,
siendo la Unica responsable del manejo de los datos recopilados la autora de la presente
tesis. Este proyecto esta aprobado por el Comité Revisor de Protocolo y el Comité de

Etica del Instituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN).



VI. RESULTADOS

La poblacion de estudio la conformaron 60 pacientes con Glioblastoma Multiforme. La
media de edad fue de 51 afios (8-73 afios), incluyd 34 hombres (56.7%) y 26 mujeres
(43.3%). La ubicacion tumoral mas frecuente fue: frontal en 27 casos (45%), temporal
en 18 casos (30%), parietal en 10 casos (16.7%) y occipital en 5 casos (8.3%).

El analisis de este estudio encuentra que la expresion moderada del antigeno Ki67 se
encuentra asociada con un mayor tiempo de sobrevida global frente a los pacientes que

sobreexpresaron (expresion alta) este antigeno (40 vs 26.5 meses). (Fig. 1,3 y 4).

En cuanto a la expresion del gen p53 en estos pacientes se evidencio un mayor tiempo
de sobrevida global en los pacientes que expresaron este gen frente a los pacientes que

no lo expresaron (40 vs 30 meses). (Fig. 2, 3y 4).

Respecto al analisis por sexo, el mejor prondstico encontrado fue para los varones, pero
esta asociacion desaparece en el analisis multivariado donde la diferencia ya no es

significativa, alcanzando ambos 40 meses en la sobrevida global (Fig. 5).



VII. DISCUSION

En varios estudios la positividad para Ki67 en astrocitomas ha sido asociada con un
comportamiento mas agresivo y con mas alto riesgo de progresion. En uno de las
primeras investigaciones realizadas por Heegard et al. (1995), Encontraron que los
pacientes que expresaban el antigeno ki67 en mas de 3% de sus células tumorales,
tenian una supervivencia media de 23.5 y 26.5 meses mientras que en este estudio se
demostré que la supervivencia global es mayor para los pacientes que expresaron el
antigeno Ki67 en niveles moderados frente a los que expresan el antigeno ki67 en
niveles altos (40 y 26.5 meses respectivamente).

Asimismo el grupo de investigacion liderado por Hilton et al. (1998) analizaron una
cohorte de 123 pacientes adultos, demostrando disminucion en la sobrevida de los
pacientes que expresaban ki67 en comparacion con quienes no lo hacian, esto podria
explicar por qué la sobrevida global en nuestra investigacion no supera los 40 meses en
el caso de los pacientes que expresaron el antigeno en niveles moderados, y esto se
deberia a que este tipo de Neoplasia es el mas agresivo dentro de su clasificacion segun
la OMS y todos los pacientes sometidos a este estudio expresaron este antigeno a
diferentes niveles, ya sea en niveles moderados o altos, pero no se tuvo a ningun

paciente que no expresara este antigeno.

Respecto a la evaluacién del gen p53 como factor pronéstico de la enfermedad, ciertos
estudios evaluaron la relacion de la mutacion de este gen sobre la sobrevida global de
los pacientes, como Shiraishi et al. (2002) los cuales concluyeron en su estudio que la
mutacion del gen p53 no tenia relacion con la sobrevida global; en cambio Ruano et al.
(2009) analizo la mutacion de p53 en 11.2% de los especimenes analizados y encontrd

60% de ellos que expresaron

Positivamente para este gen, determinando que la expresion de p53 en neoplasias como
el GBM se traduce en pacientes con un prondstico de sobrevida menor a los que no lo

expresaron.

En esta investigacion se evidencia que la expresion del gen p53 podria considerarse
como un factor prondstico de la sobrevida en pacientes con GBM debido a que la
sobrevida global en los pacientes analizados fue mayor en 10 meses frente a los que no

Ilegaron a expresar este gen (40 vs 30 meses).



VIII. CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

Se demuestra que la expresion moderada del antigeno Ki67 esta asociado a un

mayor tiempo de sobrevida en pacientes con Glioblastoma Multiforme.

Los pacientes diagnosticados con GBM que expresan el gen p53 presentan
mayor tiempo de sobrevida frente a aquellos pacientes con Glioblastoma

Multiforme que no expresan este gen.

Se evidencia gue la expresion a nivel moderado del antigeno ki67 y la expresion
del gen p53 se pueden determinar como factores pronostico de la sobrevida de
pacientes que hayan sido diagnosticados con Glioblastoma Multiforme.

Se demostro también que otras variables como la edad o el sexo no son factores

determinantes para el diagnostico del paciente con Glioblastoma Multiforme.
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X. ANEXOS

Anexo 1. Base de datos por paciente: Variables y Criterios de medicién.

) . o L 5 Escala de
Variable Indicador Criterios de Medicion de las Categorias L
Medicion
Edad Fecha de Nacimiento Afios
Sexo Historia Clinica F_Femenino/M_Masculino FIM
Diagnostico Inmunohistoquimica GBM
L Resonancia ) ] .
Localizacion » Derecho_1 lzquierdo_2_Bilateral _3_Pineal 0 0-3
Magnetica

Status del paciente al| =~ = .

L Historia Clinica Karnofsky al_diagnostico/70_1/80_2/90_3/100_4 1-4
diagndstico
Convulsiones Historia Clinica Convulsion_No 0 Si 1 0-1

o ) Reseccion  Subtotal_1/Reseccion  Total_2/No se
Reseccidon del tumor Historia Clinica 1-3
reporto_3
Radioterapia/Quimioterapia | Historia Clinica Si_1/No_2/No se reporto_3 1-3
Fecha de Operacion Historia Clinica Afio/Mes
Fecha defuncion/ Ultima| = =
Historia Clinica Afio/Mes

consulta
P53 Inmunohistoquimica | Bajo_1/Moderado_2/Alto_3/No se reporto_4 1-4
Ki67 Inmunohistoquimica | Negativo_1/Positivo_2/No se reporto_3 1-3
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