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Sobreexpresion de p53 como factor pronéstico

en ninos con astrocitomas

p53 overexpression prognostic factor in children with astrocytoma

Enrique Lopez-Aguilar,’ Ana Carolina Sepulveda-Vildosola,? Ana Paulina Rioscovian-Soto,' Lupita Men-
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> RESUMEN

Introduccién: La sobrevida de pacientes con astrocito-
ma es de 56% a 60 meses. Es necesario identificar factores
que influyen en el prondstico. La expresion de la molécula
P53, una proteina apoptdtica que al presentar mutaciones
en su estructura condicionan su sobreexpresion, alte-
rando la regulacién del ciclo celular y predisponiendo
asi a progresion, proliferacion celular y desarrollo de neo-
plasias con alto grado de malignidad. El objetivo de este
estudio fue determinar la asociacioén sobreexpresiéon de
p53 con la sobrevida.

Métodos: Se incluyeron pacientes con diagndstico de
astrocitoma atendidos entre 1995 y 2009. Se realizd in-
munohistoquimica, para determinar la expresién de p53,
y se correlacioné con la histologia tumoral y la sobrevida
de los pacientes.

Resultados: Se incluyeron 35 pacientes. La sobrevida
global fue de 56% a 10 afios y la mediana de seguimiento
de 32 meses (dos a 169 meses). Para la expresion de p53,
65.7% (23 pacientes) fueron negativos. La sobrevida para
los pacientes que no sobreexpresaron p53 fue de 69.5%
a 120 meses, contra 40% a 120 meses para aquellos con
sobreexpresion de p53 (p =0.21, no significativa). El ries-
go (OR) de desarrollar glioblastoma multiforme cuando
existe sobreexpresion de la proteina p53 es de 4.4 (0.356
a54.36).
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> ABSTRACT

Background: Astrocytomas survival is less than 60% at five
years in children. It is necessary to know better the biological be-
havior of these tumours and in this way to give a more apropiate
treatment. p53 protein is an apoptotic protein and the disregula-
tion of this oncogene could to result in inmortality of tumour cells.
Methods: We included all patients with astrocytoma diagnosed
between January 1995 to December 2009. Inmunohistochemis-
try was realized and sobreexpression of p53 gene determinated.
Kaplan Meier curves survival and Log Rank Test was calculated
in order to determinate the association with histological grade and
survival.

Results: 35 patients were included; the global survival for the
entire group was 5690 at 10 years (median follow up 32 mon-
ths). According with the p53 over expression, these patient that
overexpressed these gene, the survival at the same interval was
40% compared with 69.5% for the group of patients that not
over expressed p53 (p = 0.21). It was not statistical significance.
Discussion: p53 is associated with a poor survival, in this group
of patients however not statistical significance was found. But it is
important that these patients with p53 overexpression were asso-
ciated with more aggressive histology (OR: 4.1)
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Conclusiones: La sobrevida en aquellos pacientes que
sobreexpresan p53 es menor, es necesario que en todo
paciente con astrocitoma se realice determinacién de
expresion de p53 en tejido fresco al menos mediante in-
munohistoquimica y en caso positivo, dar un tratamiento
més agresivo.

Palabras clave: p53, astrocitoma, cincer pediitrico,
México.

> ANTECEDENTES

Los tumores cerebrales representan el tipo de tumor s6li-
do mis frecuente en la edad pedidtrica. A nivel mundial,
la incidencia se encuentra entre 10 y 18 casos por millon
por ano. La frecuencia de presentacion de los tumores
cerebrales es de 12%.! Los mds frecuentes son los que
se derivan de la glia, hasta en 60% y de estos los astro-
citomas."? La expectativa de vida de acuerdo a la SEER.
(Surveillance, Epidemiology, End Result) a los cinco
anos es de 50%0.>*7

El conocimiento de los factores prondsticos, permite
adecuar el tratamiento a éstos pacientes. A pesar de que se
conocen algunos factores prondsticos, contintia habien-
do un grupo de pacientes con evolucién destavorable,
por lo que es importante determinar los factores que lle-
van a un peor pronostico, y de esta manera diferenciarlos
y tratarlos de una manera mds intensiva.

Los factores de mal prondstico ya conocidos son:
edad menor de tres afos, ya que a estos pacientes no sc les
puede ofrecer radioterapia, asi como localizacién e histo-
logfa. Se han identificado también diversos marcadores
biomoleculares que influyen en el pronéstico de estos
pacientes. Entre ellos los factores de crecimiento celular
que son proteinas que en condiciones fisiologicas regu-
lan el crecimiento y la diferenciacion celular. La sobre
expresion de estos se asocia por lo general a una mayor
agresividad biologica y su identificacion ha permitido el
diseno de nuevas estrategias terapéuticas.’

La proteina p53 es una cadena de 393 aminodcidos,
llamada el guardian del genoma, promueve los mecanismos
de reparacién del DNA mediante deteccion y detencién de
c€lulas con dafio de DNA en la fase G1 del ciclo celular.
Alternativamente, puede inducir también muerte celu-
lar mediante la activacion de la apoptosis cuando existen
dafios genémicos irreparables. El gen que codifica para la
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proteina p53 se ubica en el cromosoma 17, actiia como
factor de transcripcion uniéndose a promotores de genes
implicados en la reparacién de ADN.3-12

La deteccion de una sobreexpresion de productos de
p53 mediante IHQ se ha asociado con la identificacion
de mutaciones en el gen TP53 en un gran numero de
estudios clinicos.'*-

El objetivo del presente estudio fue determinar si
existe asociacién entre la sobreexpresion de p53 con la
sobrevida de pacientes con astrocitoma y su asociacion
con la histologia de alto o bajo grado.

> METODOS

El presente estudio se realizé en el Hospital de Pediatria
Centro Médico Nacional Siglo XXI, durante 2010; se
analizaron los expedientes de pacientes diagnosticados
con astrocitoma durante el periodo comprendido entre
1995 a 2009. El protocolo fue aprobado por el Comité
local de investigaciéon (R-2008-3603-26). Se incluyé a
todos los pacientes menores de 17 anos con diagnosti-
co de astrocitoma establecido en el servicio de Patologia
del Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional
Siglo XXI, que contaban con expedientes completos asi
como muestra del tumor en bloque de parafina. Todos
los pacientes con astrocitomas de alto grado recibieron
tratamiento por el servicio de Oncologia del Hospital,
con el protocolo ICE (carboplatino: 400 mg/m?/dia, en
dia uno, seguido de ifosfamida: 2 g/m? dfas uno, dos, tres
y etopdsido: 100/mg/m?/dia dias uno, dos tres cada cua-
tro semanas por cuatro cursos), seguido de radioterapia
(5400 cGy). Aquellos pacientes con astrocitomas de bajo
grado recibieron esquema de quimioterapia con carbo-
platino 350 mg/m?SC dias uno y dos, vincristina 2 mg/
m?SC dia uno, en cursos repetidos cada cuatro semanas
por cuatro cursos seguidos de radioterapia. Se eliminaron
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a todos aquellos pacientes que abandonaron el trata-
miento o cuyas muestras no pudieron ser procesadas por
muestra insuficiente.

Se tomaron de los expedientes los siguientes datos:
edad al diagnostico, sexo, diagndstico histopatologico,
localizacion de la tumoracion, tipo de cirugia asi como
volumen tumoral residual, fecha de diagnéstico y fecha
de defuncién o tltima cita.

Luego de la captura de todos aquellos pacientes con
diagnéstico de astrocitoma por patologia, se buscaron
expedientes y se recolectd informacién sobre edad al
diagnéstico, sexo, localizacién de tumor, fecha de diag-
nostico, quimioterapia utilizada, dosis de RT en aquellos
casos en que se utilizd, fecha de recidiva en caso de pre-
sentarse y estado actual del paciente, obteniendo con ello
el periodo libre de enfermedad y sobrevida global.

Mediante técnica de inmunohistoquimica, se realizé
la determinacion de expresion de p53 en la célula de teji-
do tumoral conservado en los bloques de parafinay tejido
fresco en congelacién, los primeros fueron del servicio
de patologia de éste hospital, en tanto que los segundos,
se encontraban en mantenimiento en el laboratorio de
investigacion de tumores del SNC.

La técnica de inmunohistoquimica se realiz6 con
registro de los siguientes datos: nimero de biopsia o
pieza quirdrgica, nombre del anticuerpo a detectar y
nombre del médico solicitante. Se buscé un bloque con
un control positivo (testigo) al anticuerpo para p53, en
nuestro caso se utilizé6 como testigo cincer de mama.
Se realizaron los cortes histologicos de los bloques de
parafina, de un grosor de cuatro micras, montados en la-
minillas tratadas con poli-I-lisina y en una sola laminilla
se colocaron el caso y el testigo. Previa desparafinacién
de las laminillas a 60°C durante 30 minutos, coloca-
cidén posterior en xilol y etanol, se realizo la hidratacién
de los bloques de parafina. Posteriormente se reali-
z6 la recuperacion de epitopes, mediante el proceso de
desenmascaramiento de epitopes, con solucion de desenmas-
caramiento de citrato de sodio (Diva Decloaker 10X”,
Biocare Medical, DV 2004MX, Preparacién a 1X”). Se
procedi6 a realizar inmuno-tincién mediante el sistema
de biotina-estreptavidina-peroxidasa, en la que se incub6
el anticuerpo primario anti-p53 (de ratén antihumano,
CLONA DQOY7), el anticuerpo secundario biotinila-
do (DAKO BIOTINYLATED LINK UNIVERSAL,
REF K0690) y se aplicd el complejo estreptavidina-
peroxidasa con cuatro moléculas de peroxidasa para
amplificar la senial (DAKO ESTREPTAVIDIN-HRP,
REF K0690), posteriormente se reveld con cromo-
geno 3,3 D-aminobendicina (DAB) (BIOCARE
MEDICAL,DABCHROMOGENKIT,REFDB801L).

Lépez-Aguilar E, et al.

Realizando una contratinciéon con hematoxilina de Gill
por un lapso de 3 minutos y deshidratacién nuevamente
de las muestras, se realizo lectura al microscopio de luz.

Se considerd como sobreexpresion cuando mds de
50% de los campos estudiados mostraron inmunorreac-
tividad nuclear positiva.

> RESuLTADOS

Se incluy6 un total de 35 pacientes; 18 nifias (51.4%) y
17 nifios, con una relacién mujer:hombre de 1.05:1. La
media de edad al momento del diagnéstico fue de 70.4
meses (16 a2 192 meses). S6lo cuatro pacientes fueron me-
nores de tres aios de edad. Con respecto a la localizacion,
13 pacientes (37.1%) tuvieron astrocitoma de localiza-
cién infratentorial, 12 (34.3%) fueron supratentoriales y
10 (28.6%0) localizados en tallo cerebral. De acuerdo con
el grado de malignidad, 23 pacientes (65.7%) cursaron
con astrocitoma de bajo grado, nueve pacientes (25.7%)
tuvieron astrocitoma anaplisico y tres (8.6%) fueron
glioblastoma multiforme (Tabla 1).

De los pacientes incluidos, 21 (60%) estin vivos;
con 64% de los hombres vivos vs. 55% de las nifas (p =
0.418). La mediana de supervivencia de todo el grupo fue
de 32 meses (dos a 169 meses). De acuerdo con la edad, 1
25% de los pacientes menores a 36 meses estin vivos, en
comparaciéon con el 64.5% de aquellos mayores de tres
afos de edad (p = 0.165).

La mortalidad segun la histologia fue seis pacientes
con astrocitoma de bajo grado (26%). Cinco pacien-
tes con astrocitoma anaplisico (55.5%) y tres pacientes
(1009) con glioblastoma multiforme ya murieron (p =
0.026).

De los pacientes con localizacién supratentorial,
50% murieron, comparado con un 38.4% de aquellos
con localizacién infratentorial y 30% de los de localiza-
cidén en tallo cerebral (p = 0.628).

Al realizar la inmunohistoquimica encontramos que
23 pacientes (65.7%) fueron negativos para la sobreexpre-
sién de p53; de los cudles, 16 (69.5%) estin actualmente
vivos vs. 41.6% de aquellos con sobreexpresion de p53
positiva (p = 0.109), como se muestra en la Figura 1.

Dos de los tres pacientes (66.6%) con glioblastoma
multiforme, sobreexpresaron p53, mientras que solo tres
de los nueve pacientes (33.3%) con astrocitoma anapli-
sico y siete (30.4%) pacientes con astrocitoma de bajo
grado, fueron positivos para la sobreexpresion de p53 (p
=0.460).

Tras un andlisis de regresion multiple, se evidencid
que sdlo una edad menor a tres afios (p = 0.39) y la histo-
logia de alto grado (astrocitoma anapldsico y glioblastoma
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Tabla 1.

Caracteristicas de los pacientes.

Paciente di:;:gs?ilco Sexo Localizacion Histologia Expresion p53 Estado actual
(meses)

1 16 M supratentorial bajo grado + muerto
2 36 M supratentorial glioblastoma multiforme + muerto
3 56 M supratentorial glioblastoma multiforme + muerto
4 61 H infratentorial anaplasico + muerto
5 91 H tallo cerebral bajo grado + vivo
6 82 H supratentorial anaplasico + muerto
7 150 M supratentorial bajo grado + vivo
8 31 H infratentorial bajo grado + muerto
9 54 M infratentorial bajo grado + vivo
10 31 H infratentorial bajo grado + vivo
1 45 M tallo cerebral anaplasico + muert
12 92 F tallo cerebral bajo grado + vivo
13 60 H infratentorial bajo grado - muerto
14 48 H supratentorial bajo grado - vivo
15 31 M tallo cerebral bajo grado - vivo
16 40 M supratentorial glioblastoma multiforme - muerto
17 192 H tallo cerebral anaplasico - vivo
18 61 H tallo cerebral anaplasico - vivo
19 87 M tallo cerebral bajo grado - Vivo
20 46 F tallo cerebral bajo grado - vivo
21 58 H tallo cerebral anaplasico - muerto
22 39 F supratentorial bajo grado - muerto
23 85 H tallo cerebral anaplasico - muerto
24 36 F infratentorial bajo grado - muerto
25 103 H supratentorial bajo grado - vivo
26 69 F infratentorial bajo grado - muerto
27 132 H supratentorial bajo grado - Vivo
28 149 H infratentorial bajo grado - vivo
29 51 F infratentorial bajo grado vivo
30 38 F supratentorial bajo grado - vivo
31 144 H supratentorial bajo grado - vivo
32 66 H infratentorial bajo grado - vivo
33 86 H infratentorial bajo grado - vivo
34 38 F infratentorial anaplasico - vivo
35 62 F infratentorial anaplasico - vivo
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Figura 1.
Sobreexpresion p53 en paciente con astrocitoma.

multiforme) (p = 0.006) fueron predictores independien-
tes de sobrevida (Tabla 2).

La sobrevida de acuerdo al método de Kapplan
Meier para los pacientes que no sobreexpresaron p53 fue
69.5% a 120 meses contra 40% a 120 meses para aquellos
con sobreexpresion de p53: Log Rank test p = 0.2189
(Figura 2).

El riesgo (OR) de desarrollar glioblastoma multifor-
me cuando existe sobreexpresion de p53 es de 4.4 (0.356
—54.36).

Lépez-Aguilar E, et al.

> DiscusioN

Aunque se han probado diferentes abordajes terapéuticos
alrededor del mundo para mejorar la sobrevida a largo
plazo en pacientes pediatricos con gliomas malignos, ésta
no excede 60%. Es bien conocido que tumores histol6-
gicamente idénticos tienen diferentes comportamientos
biolégicos y muestran distintos marcadores biologicos lo
que sugiere que estos tumores son un grupo heterogéneo
de la misma enfermedad

El conocimiento de los diferentes mecanismos biolo-
gicos implicados en el crecimiento y progresion tumoral
alienta hacia un mejor sistema de estratificacion. La se-
paracion en grupos de riesgo de acuerdo a marcadores
moleculares permitird realizacién de nuevos protocolos
terapéuticos, con intensificaciéon de tratamientos quimio
y radioterapéuticos para aquellos pacientes ubicados en el
grupo de alto riesgo, permitiendo dar tratamientos menos
toxicos a aquellos pacientes de grupos de bajo riesgo. Adi-
cionalmente, el identificar marcadores moleculares puede
conducir al desarrollo de drogas dirigidas, lo que -en com-
binacién con la QT y RT- puede ofrecer a los pacientes
con astrocitoma y glioblastoma un mejor prondstico.'* !

La importancia de identificar células de iniciacién en
tumores cerebrales es que ofrece conocimiento acerca de
la fisiopatologia en pacientes pedidtricos con estas neopla-
sias; provee una nueva vision o idea de los mecanismos de
resistencia de los tejidos cancerosos a los tratamientos
actuales e identifica nuevos blancos celulares para el tra-
tamiento.

La sobreexpresion de p53 en gliomas pediatricos
malignos ha sido previamente reportada por Pollak y

Tabla 2.
Andlisis de regresion miltiple.

- . Coeficientes no estanda-
Coeficientes no estandarizados .
rizados t Sig.
B Error estandar Beta

Sexo (Mujer) .068 155 .069 435 667
Edad (<36meses) -535 248 -.348 -2.161 039
Histologia
(Astrocitoma anaplasico 495 168 479 2.947 .006
0 Glioblastoma Multiforme)
Localizacion
(Tallo Cerebral) -.084 184 -.078 -457 .651
p53 (Sobreexpresion) 112 159 114 .700 490

Dependent Variable: Status (deceased)
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Figura 2.
Curvas de sobrevida, con base en sobreexpresion p53.
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colaboradores y Ganigi PM y colaboradores. Aunque en
nuestra serie, la prevalencia de la sobreexpresion de esta
proteina fue ligeramente mas baja que la reportada por
Ganigi, ésta es similar a la reportada por Pollack (34% vs.
53.7% y 35.6% respectivamente), confirmamos que el
hallazgo de ambos autores que los pacientes con sobreex-
presion de p53 presentan un peor prondstico (en nuestra
serie, 699% en los nifios que no expresan p53, estan vivos
vs. 40% de los que sobreexpresan p53). Nuestro porcen-
taje de sobrevivencia es mayor que el reportado por el
Children’s Cancer Group en 2002 (44% y 17% respec-
tivamente) y puede deberse a los diferentes protocolos
quimioterapéuticos y de radiacién, con una distribucion
desigual de astrocitomas de bajo grado y glioblastomas
malignos en ambas muestras.!*

En contraste con Pollack y colaboradores, encontra-
mos que los nifios por debajo de cuatro anos de edad no
sobreexpresaron p53 de manera menos frecuente que los
mayores de cuatro anos (44% vs 309% respectivamente).
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De manera similar, edades menores a tres anos, conti-
ntian como una variable independiente importante, dado
que estos nifos no pueden recibir RT durante su tra-
tamiento por el riesgo de importante dafio neuroldgico
con la radiacién en un cerebro en desarrollo.?

La asociacién entre sobreexpresion de p53 y la histo-
logia tumoral ha sido también previamente identificada;
es mucho mis frecuente en glioblastomas que en astro-
citomas anapldsicos o gliomas mixtos. En nuestra serie,
encontramos un riesgo 4.4 veces mayor de tener glioblas-
toma multiforme si se sobreexpresa p53, aunque estos
resultados deben ser tomados con cautela por el pequeno

ntmero de muestra.?>-3¢
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