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Resumen

Los tumores cerebrales contribuyen de manera significativa a la morbimortalidad de todos los
grupos de edad. En Espafia’ son la segunda forma méas comun de cancer en nifios y la primera
en USA?,

Durante la ultima década, ha habido una creciente conciencia sobre la naturaleza heterogénea
de los tumores cerebrales, pues tumores con el mismo diagndstico histoldgico, tienen un
genotipo y un potencial maligno distinto. Por esta razoén, la Clasificacion de los tumores del
sistema nervioso central de la OMS se revisé en 20163 para incorporar biomarcadores
moleculares, junto con las caracteristicas histoldgicas clasicas, en un sistema integrado de
diagnéstico.

En este trabajo se llevd a cabo una revisidn bibliografica sobre el papel de dos de los
marcadores incluidos en la nueva clasificacion de 2016, el antigeno ki-67 y la proteina p53,
ambos toman parte en el desarrollo del ciclo celular y, por tanto, son reflejo del estado de
muchos tipos de tumores. Tras la revision llevada a cabo se ha concluido el desempefio
mayoritario de estos marcadores con fin diagndstico, pronéstico y predictivo en gran parte de
los tumores del SNC, promoviendo su utilizacién en la practica rutinaria. Se alenta, finalmente,
a incorporar nuevos estudios en los que se obtengan perfiles genéticos de los marcadores
para poder correlacionar con mayor exactitud sus variantes y su aparicidon en neoplasias, y no
exclusivamente su presencia. También se insta a posibles combinaciones de estos con otras
moléculas estudiadas que promuevan, en combinacién, diagndsticos mads precisos y terapias
dirigidas mas eficaces.
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Abstract

Brain tumors significantly affected morbidity and mortality in all age groups. they are the
second most common form of cancer in children In Spaintand the first in the USAZ.

During the last decade, there has been an increasing aware of the brain tumors’
heterogeneous nature, since tumors with the same histological diagnosis can have different
genotype and malignant potential. Therefore, the WHO Classification of Central Nervous
System Tumors was revised in 20163 to incorporate molecular biomarkers, along with classical
histological features, into an integrated diagnostic system.

In this work it was made a bibliographic review about the role of two of the markers included
in the new 2016’s classification, the ki-67 antigen and the p53 protein, both take part in the
development of the cell cycle and, therefore, are a status’ reflection of many tumors types.
After the carried out review, the performance of these markers has been concluded mainly
for diagnostic, prognostic and predictive purposes in most Central Nervous System tumors,
promoting their use in routinal practice. Finally, it is encouraged to incorporate new studies
that obtain genetic profiles of the markers to be able to correlate their variants and their
appearance in neoplasms with greater precision, and not exclusively their presence. Possible
combinations of these with other studied molecules are also promoted with the aim of
achieving more accurate diagnoses and more targeted therapies.

Introduccién

Los marcadores tumorales son sustancias secretadas bien por células cancerosas o bien por
células sanas en respuesta al cancer. En su mayoria son de naturaleza proteica, y se
encuentran aumentadas en caso de que exista un tumor?.

Los estudios de perfiles moleculares de todo el genoma han revelado alteraciones genéticas
caracteristicas y perfiles epigenéticos asociados con diferentes tipos de tumores del SNC. Estas
caracteristicas moleculares pueden ser utilizadas para refinar la clasificacion de tumores del
SNC, para mejorar la prediccion de los resultados del paciente y para guiar individualmente el
tratamiento, asi como confirmar la utilidad o no de un tratamiento/farmaco en un tipo
concreto de tumor®.

Ki-67

Se identificd por primera vez como un antigeno en los nucleos de las células de linfoma de
Hodgkin (Gerdes et al. 1983)% que se expresa altamente en las células en ciclo (en divisidn),
pero estd fuertemente down-regulated en las células GO en reposo (Gerdes et al. 1984). Esta
caracteristica ha convertido al Ki-67 en un marcador de proliferacion clinicamente
importante’. El indice de marcado ki-67 o labeling index (LI) mediante unién a un anticuerpo
especifico (normalmente MIB-1), se emplea ampliamente en la evaluacién de la agresividad
de los tumores cerebrales. Sin embargo, Ki-67 estd sujeto a la variabilidad entre laboratorios?.

TP53

Actualmente, la proteina supresora de tumores p53 (también llamada TP53 en humanos) ha
sido nombrada el "guardian del genoma"®. Esto se debe a que su inactivacion allana el camino
para la aparicion de canceres. Es una proteina de unién al ADN mediante un dominio
especifico, que detiene el ciclo celular ante el estrés gendmico y esencialmente impide la
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proliferaciéon de las células con el material genético dafiado, eliminando asi futuras
generaciones celulares anémalas'®. La mayoria de las mutaciones en TP53 detectadas en las
células cancerosas son mutaciones puntuales en el dominio de unién al ADN!, Se cree que
estas proteinas p53 mutantes pueden desencadenar efectos negativos dominantes, ganancia
de funcién o pérdida de funcion??.

Concepto de Inmunohistoguimica

La inmunohistoquimica (IHC) es la deteccion de antigenos en secciones de tejido mediante
anticuerpos especificos. La ventaja de IHC sobre otros métodos de deteccién de proteinas es
la capacidad de correlacionar la presencia de un antigeno con su ubicacién en un tejido o
célula®3. Estas pruebas han reafirmado su uso como marcadores prondsticos y predictivos,
como 'diagndstico complementario', abriendo una ventana a la biologia molecular de los
tumores y, en algunos casos, facilitando terapias dirigidas efectivas!®.

Hay diversas y multiples técnicas, directas,
indirectas (uso de anti-anticuerpo),
inmunoenzimas y uso de fluorocromos
(inmunofluorescencia) entre otros.

Figura 1. Imagen de inmunofluorescencia
perteneciente a un modelo celular de Glioblastoma
(GBM1), un tipo de tumor cerebral. Las células
expresan el marcador de proliferacién Ki-67 (rojo).
By Lo colocalizacion de Ki-67 en los nucleos fue
LT visualizada con la sonda DAPI®® (azul).

Obijetivos

El objetivo de esta revisidn es describir la funcién y el uso para el que han sido empleados los
marcadores ki-67 y p53 en los distintos tipos de tumores del sistema nervioso central (SNC).
Tanto para el diagndéstico de la entidad tumoral, como para la monitorizacion de la
supervivencia y la respuesta a distintos tratamientos y, poder asi, esclarecer pautas y
recomendaciones para futuros estudios.

Material y métodos

Para la elaboracion de esta revisidon bibliografica, han sido consultados alrededor de 80
publicaciones, siendo seleccionadas finalmente 49 referencias, publicadas en la dltima década
y que estan reflejadas en la bibliografia. Los buscadores empleados fueron pubMed, Scielo,
Google Schoolar y las paginas web de organismos como la AECC (Asociacién Espafola Contra
el Cancer) o el NCI (National Cancer Institute, USA).

Las palabras clave de la busqueda fueron: CNS, tumor, biomarker, inmunohistochemistry, ki-
67, p53, tumor grade, diagnostic, prognostic, therapy.
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Resultados y discusidn

TIPO DE TUMOR

Glioma

Tumores
embrionarios

Oligodendroglioma

CARACTERISTICAS

Tumor que surge de los tejidos de
apoyo o “adhesivos” del cerebro,
llamados células gliales.

Hay tres tipos de células gliales que
dan lugar a tumores; astrocitos,
oligodendrocitos y células
ependimales.

Un tipo de glioma

Es un tumor que se origina en células
en forma de estrella Ilamadas
astrocitos, que se encuentran en el
cerebro.

Ocurre principalmente en la region
cerebroespinal del cerebro
Contribuye a aproximadamente el
16% de los casos de tumor cerebral
primario.

GBM Multiforme:

Un tipo de astrocitoma de Grado IV
(crecimiento rapido)

Aparece en los |I6bulos del cerebro
(frontal y temporal)

El GBM primario + GMB multiforme
representan mas de la mitad de la
totalidad de gliomas

Un tipo de glioma

Surge de los oligodendrocitos

Un tipo de glioma

Surge de las células ependimarias
(flageladas)

Recubren los ventriculos del cerebro
y la regiéon central de la médula
espinal

Incluye tumores neuroectodermales
primitivos y teratoide/rabdoide
atipicos

Todos son de alto grado (IV)
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Uso ki67/p53

Ambos ki-67 vy
p53 predictivos,
prondsticos y
diagnésticos

Ki-67 prondstico
Ambos
diagnésticos:
Ki-67 > p53

p53  predictivo,
prondstico y
diagnéstico

ki-67 prondstico
indirecto

Ki-67 'y  p53
(individualmente)
diagnosticos
Ki-67 en
combinaciéon con
otros, prondstico
Ki-67 'y p53
diagnésticos y
prondsticos

Ki-67 > p53

Ki-67 y p53 uso
prondstico
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Tumores region
selar

Tumores Plexos
Coroideos

Tumores region
pineal

Tabla 1. Para la estructuracion de la revision se utilizé como base la clasificacion histoldgica
mas reciente llevada a cabo por la OMS de tumores del SNC en funcién del grado de
malignidad3, acorde a los nuevos criterios moleculares de diagndstico integrado y que

Meduloblastoma surge en el
cerebelo y se expande a otras zonas
del cerebro y la médula espinal

Es un tipo de tumor que surge de la
aracnoides de las meninges.

Comun, representa el 38% de los
tumores cerebrales primarios.
Normalmente de grado bajo

Incluye craneofaringioma, tumor
gue surge de pequefios nidos de
células ubicados cerca del tallo
hipofisario

Casi siempre de bajo grado

Incluye Neuromas malignos de
Grado IV (periféricos)

Schwannoma comienza en las
células de Schwann, que recubren
los nervios (suele ser de grado bajo)
Incluye también Neurofibroma vy
Perineurioma (grado bajo)

Tumores de estructuras vasculares
del encéfalo (productoras de LCR)
Existen de bajo grado (papilomas) o
de alto grado (carcinomas)

Tumor que surge en la glandula
pineal o alrededor de esta
Comprende los pineocitomas,
pineoblastomas y los germinomas
pineales

De grado la IV

responde a la columna “Tipo de tumor”.

La columna central describe las caracteristcas mas remarcables de cada tumor, su graduacion

y su pertenecencia dentro de categorias mayores.
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Ki-67 'y  p53
diagnéstico y
prondstico

Ki-67 predictivo y
prondstico

p53 en
combinaciéon con
otros, prondstico

Ambos ki-67 vy
p53 uso
prondstico y
diagndstico

Ambos ki-67 vy

p53 uso
predictivo,
prondstico y

diagnéstico

Ki-67 uso
diagnéstico y
prondstico

p53 prondstico
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La graduacién actual de la OMS para los tumores del SNC se basa principalmente en cuatro
criterios morfoldgicos: atipia citoldgica, actividad mitética, proliferacién microvascular y
necrosis.

Segun los parametros anteriores los tumores del SNC se clasifican en cuatro grados:

* Grado I: los tumores no cumplen ninguno de los criterios. Estos tumores son de
crecimiento lento, no malignos y estan asociados con la supervivencia a largo plazo.

e Grado ll: los tumores cumplen solo un criterio, es decir, Unicamente presentan atipia
citoldgica. Estos tumores son de crecimiento lento, pero recurren como tumores de grado
superior. Pueden ser malignos o no malignos.

* Grado lll: los tumores cumplen dos criterios, es decir, presentan anaplasia y actividad
mitdtica. Estos tumores son malignos y a menudo recurren como tumores de grado
superior.

e Grado IV: los tumores cumplen con tres o cuatro criterios, es decir, muestran anaplasia,
actividad mitdtica con proliferacion microvascular y / o necrosis. Estos tumores se
reproducen rapidamente y son tumores malignos muy agresivos.

Asimismo, la tercera columna y propdsito final de esta revisién, recoge la funcién y el uso para
el que han sido empleados de manera fructifera los marcadores ki-67 y p53 en diversos
estudios de la Ultima década para los distintos tipos de tumores del Sistema Nervioso Central.

Los biomarcadores en oncologia se clasifican en 3 posibles tipos en funcién de su utilidad?®:

e Diagnoésticos: definen qué enfermedad determinada estd presente en la muestra del
paciente.

* Pronésticos: estan asociados a la supervivencia global y predicen el curso natural de la
enfermedad.

* Predictivos: son utiles para predecir la eficacia de una terapia, dan informacion sobre la
respuesta al agente terapéutico.

Gliomas

Los tumores gliales constituyen la mayoria (65%) de los tumores cerebrales intracraneales
primarios. A pesar de los avances en las terapias quirurgicas, médicas y de radioterapia, los
pacientes con gliomas de alto grado suelen mostrar un mal prondstico.

Un estudio llevado acabo en el Segundo Hospital de la Universidad de Shandong entre junio
de 2011 y febrero de 2016 incluyd un total de 40 muestras quirdrgicas de 20 pacientes con
gliomas recurrentes'’. Los datos clinicopatolégicos, entre ellos los scores de los marcadores
p53 y Ki-67 fueron recolectados y analizados. En 13 de los casos que experimentaron un
aumento en el grado de malignidad, y consiguiente recurrencia (reaparicién del tumor); la
expresion de Ki-67 y p53 fue mayor en los tumores recurrentes en comparacion con los
tumores primarios (P = 0.001, P = 0.045). El grado patolégico se relaciond significativamente
con las puntuaciones de Ki-67 (P <0.001) y p53 (P = 0.003). En la Universidad de Tsukuba, se
llevo a cabo un ensayo clinico en el que se incluyeron 53 pacientes que se sometieron a cirugia
primaria entre 1994 y 2011, Todos los tumores fueron diagnosticados como gliomas de
grado Ill seguln la clasificacion de la OMS. Para extender su investigacion, se recolectaron
muestras de Grado Il y IV. Todos los pacientes fueron sometidos a cirugia primaria en el
Hospital Universitario Tsukuba (Grado Il entre 1994 y 2004 y Grado IV entre 2008 y 2010).
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Para los tumores de grado IV, los pacientes recibieron radioterapia, seguida de quimioterapia
basada en ACNU (Nimustina) y Temozolomida. Los pacientes con tumores de grado Il no se
sometieron a tratamiento adicional después de la cirugia, excepto por resecciény radioterapia
en casos de recurrencia. Los resultados del presente estudio indican que la
inmunohistoquimica combinada que incluye p53 y el indice Ki-67 es util para la clasificacién
molecular de los gliomas difusos y para la evaluacion del prondstico, especialmente los
gliomas de grado lll y de grado inferior (es decir, grado Il + 111).
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Figura 2 A) Curvas Kaplan-Meier de supervivencia general en 88 gliomas de bajo grado (i.e.,
Grado Il + Grado lll) después de la estratificacién de acuerdo con, p53, estado de mutacidny
positividad de Ki-67. B) Estructuras moleculares; quimioterapia post radioterapia formada por
Nimustina (ACNU) y Temozolomida.

Astrocitoma

La neoplasia glial mas comun durante la infancia es el astrocitoma pilocitico (AP). MIB-1 es un
anticuerpo monoclonal que es inmunorreactivo con Ki-67. Este antigeno nuclear es detectable
solo durante las etapas proliferativas del ciclo, representativo de los neoplasicos
fenotipicamente agresivos. El MIB-1 labeling index (LI) es la fraccién de células tumorales
marcadas por Ki-67. La importancia prondstica de MIB-1 LI para la supervivencia libre de
progresion (SLP) en gliomas pediatricos de bajo grado se estudié en 157 niflos con AP que
fueron evaluados y tratados entre los afios 1982 y 2001'%.El estudio se llevo a cabo por el
Programa de Neuro-Oncologia aprobado bajo el proceso de revision del Centro Médico
Southwestern de la Universidad de Texas de acuerdo con los estandares de los Institutos

0 Nacionales de Salud. Mediante el
analisis de log-rank, los AP con un MIB-1
LI de > 2.0 tuvieron un intervalo libre de
progresion mas corto que los tumores
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Figura 3. Supervivencia libre de progresién de 118 nifios con astrocitomas pilociticos segun el
indice de etiquetado MIB-1 (LI).
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Otro estudio fue realizado durante un periodo de 2,5 afios por la Sociedad India de Oncologia
Medlca y Pedlatrlca examlnaron 61 tumores cerebrales pedidtricos y se realizaron tinciones
R SR TO I T ST 3. 0] inmunohistoquimicas con p53 y Ki-
[ N 67 en 52 de estas muestras.
Ademds, se estableci6 un
seguimiento de hasta 6 meses para
determinar el resultado de las
pruebas.

Figura 4. Areas microquisticas en un caso de Astrocitoma Pilocitico (AP). Foto a) Alta expresion
para p53 en astrocitoma pilocitico (AP). Aumento 400x. Foto b) Baja expresion para ki-67 en
astrocitoma pilocitico (AP). Aumento 100x.

La expresién de Ki-67 y p53 fue significativamente mas baja en los astrocitomas pilociticos
(APs) que los casos de glioma de alto grado (P <0.001 y P <0.01), respectivamente. Asimismo,
la supervivencia de los APs fue significativamente mayor en comparacion con la de los gliomas
de alto grado (P = 0.03). Para el estudio se tomaron conjuntamente astrocitomas anaplasicos
y glioblastomas como gliomas de alto grado, ya que habia muy pocos casos de astrocitoma
anaplasico?®. Tanto el score de p53 como el de Ki-67 LI en gliomas de alto grado fueron
significativamente mayores que el astrocitoma infiltrante pilocitico y difuso. Coincidiendo con
Pollack et al. donde describieron la sobreexpresién de p53 y su mutacién como indicadores
de mal prondstico en este tipo de Astrocitomas?®. Los pacientes con gliomas de alto grado
vivieron durante un periodo significativamente mas corto que aquellos con astrocitoma
pilocitico. Ki-67 y p53 individualmente mostraron una correlacidon positiva significativa con el
grado de astrocitoma (P = 0.000 y P = 0.002, respectivamente). Se vio que Ki-67 era un mejor
marcador para diferenciar entre los grados de astrocitoma.

Figura 5. Inmunohistoquimica para distintas zonas de un caso de Astrocitoma Pilocitico.

Foto a) Astrocitos pleomérficos en un caso de Astrocitoma anapldsico (glioma de alto grado);
Esquina superior dcha: high expression de ki-67, Esquina inferior dcha: high expression de p53.
Foto b) Alta expresion de p53 en glioblastoma. Aumento 400x. Foto c) Alta expresion ki-67 en
célula gigante en division en glioblastoma. Aumento 400x.

En resumen, se concluyd que p53 y Ki-67 no solo se asociaron significativamente con la
supervivencia individualmente, sino que, en conjunto, también se relacionaron
significativamente con la supervivencia en pacientes con astrocitoma de acuerdo con Tihan et
al. Sin embargo, Ki-67 fue un mejor marcador que p53 en las series de astrocitoma. En dicho
estudio, Tihan et al. observaron el indice de marcado para Ki-67 (MIB-1) y p53 en las muestras
de biopsia de astrocitomas pilociticos y astrocitomas difusos de grado IV.
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V00 L o

Concluyeron que los indices de
etiquetado Ki-67 y p53 combinados
superiores al 15% indicaban un peor
desenlace y prondstico que el sugerido
por la clasificacidn histolégica??.

[nfuZail.]

Figura 6. Curva de supervivencia Kaplan-
Meier para los astrocitomas difusos con
p53, Ki-67 e indices de marcaje
combinados (LI) para >15% y <15%.
Muestra una menor supervivencia
0 : - - —— indices de etiquetado combinados
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Glioblastoma (GBM)

El glioblastoma es el tumor cerebral humano maligno mds frecuente. Actualmente, el
prondstico continda siendo muy poco esperanzador, y la mayoria de los pacientes mueren
dentro del primer afio post diagndstico. Los glioblastomas secundarios se desarrollan a través
de la progresion de astrocitoma difuso de bajo grado o astrocitoma anaplasico. En el camino
hacia el glioblastoma secundario, las mutaciones TP53 son la alteracidon genética detectable
mas frecuente y temprana. Se ha evidenciado en varios estudios, por ejemplo, para evaluacién
de terapias oncoldgicas.

En el Institut de Cancerologie de I'Ouest, Francia, se utilizo el indice de sobreexpresién y
proliferacién de p53 para comprobar la viabilidad y eficacia de prolongar la Temozolomida
adyuvante (TMZ) mas de 6 meses después de la finalizacion de la quimio-radioterapia en
pacientes con glioblastoma (GBM)?3. Se confirmd que la sobreexpresion de p53 era un factor
prondstico significativo para la Supervivencia libre de progresion (SLP), con una media de SLP
de 9,3 meses en comparacidon con 7 meses para pacientes sin sobreexpresion de p53 (P=
0.031). Aunque el ki-67 puede utilizarse también en el glioblastoma como marcador para
evaluar su impacto prondstico en funcién de su score, eventualmente se utiliza de forma
indirecta, por ejemplo, un estudio de 2015 separd los glioblastomas en dos tipos en funcién
de sus patrones microvasculares (MVPs). Se comparé la expresion de las proteinas ki67 y p53
en el glioblastoma con MVP tipo | y tipo Il. El andlisis estadistico revelé diferencias
significativas en la expresién de Ki-67 (P = 0.010) y p53 (P = 0.019) entre los 2 grupos, lo que
indica posibles relaciones entre la heterogeneidad microvascular y la proliferacion celular por
deficiencia de supresor tumoral®?.
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Sin embargo, se mostré un uso preferente del p53 para este tipo de cancer, pues parece
correlacionar mejor su bajo score e indice de proliferacion con una mejor SLP. Para valores de
ki-67 (<30% vs. >30%) p=0.086 en comparacién con valores p53 (£10% vs. >10%) que obtuvo
mayor significacidn estadistica, p=0.001, con relacidon a la Supervivencia Libre de Proliferacion
(PFS). Los resultados estadisticos respecto a la Supervivencia General (OS) apoyaron esta
conclusién, ya que revelaron un p=0.016 para valores de p53 (£10% vs. >10%) en comparacion
con los valores para ki-67 (£30% vs. >30%) con un P=0.811%4,

Actualmente se estan incorporando terapias adyuvantes a la radioterapia y a la ya
mencionada Temozolomida, como seria el reciente estudio publicado por la Universidad
complutense de Madrid que describe cdmo una alta expresién de la Midquina (MDK), una
proteina, puede utilizarse como biomarcador prondstico ademds de como diana terapéutica
en GBM?,

Oligodendroglioma

El oligodendroglioma se forma a partir de oligodendrocitos, células presentes en el cerebroy
la médula espinal cuya funcion radica en la produccidon de sustancias (mielina, etc.) que
protegen las neuronas. El oligodendroglioma puede ocurrir a cualquier edad, pero afecta con
mayor frecuencia a los adultos.

Desde el siglo pasado (1999), el indice de proliferacién Ki-67, el indice de marcado (score) p53
y las mutaciones del gen TP53 se evaluaron en 59 pacientes con el fin de estudiar su valor
prondstico en funcion de la clasificacion del tumor segun la OMS, (33 oligodendrogliomas
grado Il segun la OMS, 15 oligodendrogliomas anaplasicos, 11 glioblastomas con patrén de
crecimiento oligodendroglial). El indice de marcado para Ki-67 se correlaciond
significativamente con la clasificacion (segun la OMS), pero no tuvo relevancia prondstica
independiente. Dado que tanto la acumulacion de p53 de tipo salvaje como mutante si se
asocié con un mal prondstico, se sugiere incluir la evaluacién inmunohistoquimica de la
proteina p53 en el diagndstico rutinario de oligodendrogliomas?®.

En un estudio mds reciente (2019), seguimos encontrando como objetivo evaluar y comparar,
mediante inmunohistoquimica, el valor prondstico de Ki-67 en una gran serie de
oligodendrogliomas anaplasicos (AOs) IDH-mutantes con codeleccién 1p/19q. Partiendo de
un background con pruebas obtenidas en otros estudios que parecian respaldar el valor
prondstico de Ki-67 LI con analisis univariable, pero no multivariable?’. La prueba de log-rank
(rango logaritmico) y el modelo de regresion univariable Cox, revelaron que un Ki-67 LI
(labeling index 6 indice de marcado) igual o superior al 15% se correlaciond con una
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supervivencia general mas corta (log-rank: P = 0.004; Cox: P = 0.008; IC 95%). Se realizaron,
ademas, dos andlisis multivariable con el modelo Cox; el primero incluye edad, indice mitético
(M), MCM6 (marcador de proliferacion celular) y Ki-67.

MCM®6 y Ki-67 LI se aproximaron a la significaciéon estadistica (P = 0.058 y P = 0.066,
respectivamente). Para evaluar si MCM6 pudiera ser un marcador interesante para usar en
complemento de Ki-67, se disefid un segundo modelo multivariable de Cox, con la variable
"MCMBG6 LI > 50% y/o Ki-67 LI > 15%". Con este modelo, la nueva variable se correlaciond
significativamente (P =0.027) con la supervivencia general (overall survival, 0S)%. Por lo tanto,
se concluyd que estos dos marcadores rentables y faciles de usar podrian emplearse
simultaneamente en la practica rutinaria para el andlisis de la patologia.

Ependimoma

Los ependimomas (EP) en la actualidad se tratan mediante reseccién quirurgica seguida de
radioterapia. A pesar de los avances, los EP son relativamente resistentes a la quimioterapia
puesto que exhibe cursos clinicos heterogéneos, en consecuencia, se necesitan nuevas
terapias dirigidas y estudios destinados a la identificacién de marcadores moleculares con
valor clinico.

Un estudio de 2019 en México?® se observé que la proteina p53 disminuye en EP anaplasico
de la poblacién mexicana; por el contrario, Alexiou et al. reportd que en pacientes caucasicos
la alta expresidon de p53 se correlacionaba con EP anaplasico, al igual que A Korshunov et al.
gue describieron como la sobreexpresion de p53 en Ependimoma anaplasico se asocio a una
peor supervivencia global?l. Estas diferencias se deben posiblemente a polimorfismos,
mutaciones o factores epigenéticos que influyen en la expresién de proteinas entre las razas°.
Sin embargo, Ki-67 se observd sobreexpresado en todas las muestras estudiadas. Este
fendmeno coincidiria con la reciente teoria de que P53 inhibe la actividad del promotor Ki-67
a través de vias dependientes de p53 que afectan la represion transcripcional del promotor
Ki-677. Por lo tanto, la inhibicién de Ki-67 podria considerarse en el disefio de estrategias
novedosas para la terapia contra el cdncer. Ki-67 se propone como un atractivo objetivo
terapéutico para el cancer ya que se expresa altamente en la mayoria de las células malignas.
Estos resultados sugieren que algunas de las proteinas analizadas pueden considerarse
biomarcadores prondsticos: p53 (subexpresion) y Ki-67 (sobreexpresion), ya que su score se
correlaciona con el grado histopatoldgico y la recaida en EP; ademads Ki-67 (sobreexpresion)
puede ser candidato para la evaluar la respuesta a tratamiento. Estudios de afios anteriores
ya habian descrito el uso de p53 y ki-67 en la clasificacién de los distintos grados de
Ependimoma:

-12 -



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

Figura 8. El indice de marcado medio para p53 fué
superior en los EP de grado Il (d) (26.27%) vy grado llI
(26.08%) (f), en comparacion con los subependimomas
(7.25%) (b). Sin embargo, estos valores no mostraron
significancia estadistica (P = 0.2). El indice de marcado Ki-
67 aumento de grado | (a) (negativo en subependimomas)
a grado lll. La diferencia fue altamente significativa entre
el grado Il (c) y el grado Ill (e), (0.5% vs. 2.75, P = 0.016).

Se concluyéd que el indice de etiquetado Ki-67 se
correlacionaba con el grado de Ependimoma. Sin
embargo, no se reporté correlacidn entre la expresion de
p53y el grado de ependimomas3?.

Tumores embrionarios

Aunque el glioblastoma es el tumor cerebral humano maligno mds frecuente, el
meduloblastoma (MB) es el tumor cerebral maligno mas comun en la infancia. Forma parte
de los tumores neuroectodermales primitivos, junto con el Ependymoblastoma y el
Pineoblastoma. Debido a que la actividad proliferativa tiene con frecuencia correlacién con el
grado de agresividad biolégica del tumor, los tumores neuroectodérmicos primitivos (PNET)
de 78 pacientes, mayoritariamente meduloblastomas, bien caracterizados, fueron evaluados
inmunohistoquimicamente con marcaje Ki-67 (MIB-1). Los indices de proliferacién (IP) se
determinaron contando las células tumorales positivas para Ki-67 (MIB-1) en la region de
mayor tincién (IP de “hot-spot”) o en al menos en 15 campos elegidos al azar (IP aleatorio)32.
Posteriormente, en 2003, Ferrari AF et al. 33 observé que los pacientes con MIB-1 LI (labeling
index) con valores <30,1% mostraron una probabilidad de supervivencia del 64% en 3 anos y
49% en 5 afos en comparacion con los pacientes con valores >30,1%, que mostraron una
probabilidad de supervivencia del 16% en 3 afios y 0% en 5 afios desde el inicio del tratamiento
(P = 0.0367). Sin embargo, la misma revista public6 en 2008 un articulo similar en que
la expresion de ki-67 y/o p53 no obtuvo significancia estadistica con respecto a la
supervivencia del paciente. No obstante, algo a recalcar fue el hecho de que pacientes con
células p53 negativas presentaron valores de Ki-67 mas bajos que los pacientes con células
p53 positivas. Esto podria estar relacionado con la pérdida funcional de p53 mutado, lo que
permitiria una mayor proliferacion de células neoplésicas3*.

Andlisis anteriores, llevados a cabo por regresion univariable Cox revelaron que los PNET con
un IP de hot-spot alto tenian un riesgo significativamente mayor de progresidon y muerte que
los PNET con un IP de hot-spot bajo (P = 0.04). El cociente de riesgo se mantuvo significativo
tras ajustarse a analisis multivariable. En contraste con el IP de hot-spot, el IP aleatorio
demostrd no ser un predictor prondstico significativo32.

En otro estudio clinico similar del mismo afio, investigaron la importancia prondstica de la
inmunotincion de Ki-67 y p53 en el meduloblastoma. Se concluyé que la tinciéon nuclear
intensa para p53 fue la Unica variable que alcanzd significacién estadistica para la
supervivencia libre de enfermedad (disease free survival, DFS)3>. Adicionalmente, describieron
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la sobreexpresidon de p53 y su mutacidn como indicadores de mal prondstico en MB. En
estudios recientes, aunque la expresidon de p53 no esta muy bien correlacionada con la
progresion del MB, se esta usando en el desarrollo terapias en las que se ha reconocido que
bajos niveles de p53 se relacionan indirectamente con aumento de la angiogénesis y
crecimiento del MB por alteraciones en su eje y vias. Estas terapias estan destinadas a
descubrir el factor desencadenante e inhibirlo, reactivando la expresién de p53 y suprimiendo
el crecimiento del MB3®,

Meningioma

Es un tipo de tumor que surge de las meninges, membranas que rodean el cerebro y la médula
espinal. Si bien técnicamente no se trata de un tumor cerebral, se incluye en esta categoria
porque comprime o presiona el cerebro, los nervios y los vasos adyacentes. El meningioma es
el tipo mas frecuente de tumor que se forma en la cabeza. La naturaleza bioldgica de los
meningiomas no se puede predecir basandose solo en aspectos histomorfoldgicos, dado que
es un tumor de crecimiento muy lento.

En el estudio de Perry A et al. las tasas de recurrencia tumoral fueron del 7-20% en
meningiomas benignos (Grado 1), del 29-40% en atipicos (Grado II), del 50 al 78% de
anapldsicos (Grado lll). Coincidiendo con Kumar et al., que reportd una expresion de p53
creciente de los meningiomas tipo | al tipo Ill (0%-23.1%). H Cho et al., sefialaron que la
inmunopositividad de p53 y la mutacién del gen TP53 se asociaron con el prondstico de
meningiomas y sirven como marcadores de progresién de estos. Wahda et al. vieron que el
Ki-67 LI (labeling index) medio fue de 10,6 + 6,4 en meningiomas anaplasicos en comparacion
con la de los meningiomas atipicos y benignos, que fue de 54 + 2,8 y 1,8 £+ 3,5
respectivamente. Kolles et al. afirmaron que, en su estudio, Ki-67 (MIB-1) LI fue el criterio mas
importante para distinguir los meningiomas anaplasicos (grado Il de la OMS) con un score
medio de 11%, de los meningiomas de tipo comun (grado | de la OMS) que revelaron un score
medio de 0.7% para el LI de ki-67 al anticuerpo MIB-1. En su estudio, Roser et al. se realizd
analisis inmunohistoquimico en 580 casos y el Ki-67 LI aumentdé en los meningiomas
recurrentes en comparacién con los meningiomas iniciales primarios con una correlacién
significativa entre la alta vascularizacién tumoral y el elevado Ki-67 LI.

En la actualidad, uno de los estudios mas recientes en 2016, ademas de incluir una revision de
todos los articulos anteriormente mencionados, reveld datos similares. La expresién de Ki-67
LI y p53 se correlaciond con la graduacion de meningioma del grado | (benigno) al grado Il
(anaplésico), mostrando su naturaleza agresiva®’.

@ % - J’Q".'.m#‘*'"

Figura 9. Tincidon inmunohistoquimica para varios grados de Meningioma: indice de marcado
Ki-67 en (izquierda) grado I; (centro) grado Il; (derecha) Meningioma de grado lll. Se muestra
un progresivo aumento en el indice de marcado para ki-67 conforme aumenta el grado y la
consiguiente malignidad del tumor32. Aumento 400x.
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Tumores de la region selar

La hipdfisis o glandula pituitaria es una glandula endocrina del tamafio de un guisante situada
en la base del cerebro, produce hormonas que afectan el crecimiento y las funciones de las
otras glandulas del cuerpo.

En un estudio reciente del afio 2019, observaron que un alto indice de proliferacién de Ki-67
tuvo valor predictivo para la recurrencia en los adenomas hipofisarios. El tamafio del tumor,
la presencia de macroadenoma (tumor con tamafio > 1 cm) y la invasién en la RM (resonancia
magnética) pituitaria fueron mayores en los tumores con un alto indice de proliferacién de Ki-
67. El indice mitdtico y la expresion de p53 no se asociaron con el riesgo de recurrencia. Sin
embargo, la presencia de dos criterios de agresividad histopatoldgica se asocid con
recurrencia3®. Los datos sobre la relacion entre el indice de proliferacién Ki-67, la invasividad
y la recurrencia de los adenomas pituitarios han sido debatidos. En un estudio retrospectivo,
Zaidi et al. informé sobre el hecho de que el tamafio del tumor, la invasion del seno cavernoso
en la resonancia magnética y un alto indice de
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Figura 10. Adenoma pituitario (AP) a) Alto indice de proliferacién de Ki-67 (5%). b) Células
tumorales que muestran expresion de P53 (22%)32.

La recurrencia del craneofaringioma (CP) es un problema debido a la naturaleza impredecible
de los CP recurrentes junto a su morbilidad y mortalidad asociadas. En los ultimos 10 afios se
han publicado Unicamente dos grandes revisiones, la primera en 2012 por Prieto Et al., un
metanadlisis que concluyd sobre la necesidad de estudios adicionales de marcadores de
recurrencia de CP?, Y la ultima y mds reciente en 2020, coincide con el anterior en que las
tasas de recurrencia asociadas con p53 individualmente carecen de consenso. Si insinGia que
los altos niveles de Survivina (inhibidor de la apoptosis) y p53 juntos podrian correlacionarse
con una mayor probabilidad de recurrencia tumoral. Sin embargo, en desacuerdo con Prieto
Et al., un anélisis amplio ha reportado evidencias de que Ki-67 es un marcador fiable2.

Estos hallazgos incoherentes pueden deberse a la distribucion heterogénea de Ki-67 dentro
de cada muestra, lo que hace que los resultados sean muy dependientes de cada usuario.
Hasta la fecha, sin embargo, los indices Ki-67 (MIB-1) siguen siendo marcadores comunes para
el prondstico de craneofaringiomas tratados quirdrgicamente y su riesgo de recurrencia!. La
presencia de estos marcadores en el nicho del tumor deberia fomentarse en la busqueda de
radioterapia a pesar de la morbilidad, dado el alto riesgo de recurrencia.
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Tumores de nervios craneales y paraespinales

El objetivo del ultimo metanalisis realizado en 2019 sobre este tipo de tumores fue identificar
y evaluar la informacién disponible sobre los resultados del tratamiento quiridrgico de los
neuromas dolorosos. Los neuromas malignos de los nervios periféricos son incapacitantes
psicoldgica y fisicamente. Los resultados de esta revisidn son coincidentes con los trabajos
publicados anteriormente confirmando el hecho de que el 20-30% de los neuromas seran
refractarios al tratamiento, independientemente del tipo de cirugia realizada*?.
El Schwannoma es un tipo de neuroma que consiste aproximadamente el 25% de todos los
tumores espinales, pero hay poca literatura publicada sobre este tema. En un estudio reciente
Ko — . e — de 2018 se incluyeron un total de 524
R AL T T S RSV VAT N pacientes con Schwannoma espinal. Se
R XA S v concluyé que la supervivencia general
L e s \ WA Nl "' estuvo estrechamente relacionada con
PCE S S A PR B R ~la recurrencia, la ubicacién en el sacro,
wyy, s LU LW el grado de patologia, el indice de
L Frae® LA R marcado (LI) Ki-67 y la expresion de p53.
Un indice de etiquetado Ki-67 > 5% no
resultd ser sélo un indicio caracteristico
de subtipo maligno, sino también un
indicador prondstico de recurrencia y
supervivencia deficiente._Por otro lado,
se reportd también que los tumores p53
positivos se asociaban con un
prondstico desfavorable®.

Figura 11. Inmunohistoquimica de (A) Schwannoma espinal benigno y (B) maligno.

Un estudio de 2014 sobre las caracteristicas morfoldgicas e inmunohistoquimicas de los
tumores malignos de la vaina de nervios periféricos y los Schwannomas celulares ha sido
recientemente revisado y de nuevo publicado en 2019, en él se revisaron 115 tumores
malignos de la vaina de nervios periféricos y 26 casos de Schwannoma celular.

La expresion de la proteina p53 se ha asociado con un peor desenlace en el tumor maligno de
la vaina del nervio periférico. En el conjunto de datos de este estudio, los casos de tumor
maligno de la vaina del nervio periférico con falta de expresion de p53 mostraron una peor
supervivencia especifica de la enfermedad, aunque no alcanzé significacién estadistica. Los
casos de tumor maligno de la vaina del nervio periférico que tenian indices de proliferacién
de Ki-67 mds altos presentaron una supervivencia especifica menor (P=0.048), aunque se
superponian significativamente con el Schwannoma celular®*.

Tumores de plexos coroideos

Los plexos coroideos son estructuras vasculares del encéfalo encargadas de la formacién del
liquido cefalorraquideo que protege al sistema nervioso central.

En general, los papilomas (CPP) y carcinomas (CPC) de plexos coroideos son raros, sin
embargo, representan entre el 10 y el 20% del total de tumores cerebrales diagnosticados en
nifios desde el nacimiento hasta el afo de edad. La evidencia acumulada de varios estudios
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muestra que CPP y CPC estan fuertemente asociados con familias que portan mutaciones en
la linea (via) germinal de TP53. Tabori et al.*> encontraron mutaciones en la linea germinal de
TP53 en el 50% de los CPC. Los pacientes con CPC carente de dicha mutacién (TP53 Wild Type)
tuvieron un prondstico favorable y pudieron tratarse con éxito sin necesidad de radioterapia.
A pesar de que hasta ahora sélo se han identificado casos dispersos de CPC con mutaciones
somaticas de TP53, esto sugiere que las mutaciones somaticas de TP53, ademas de sus
mutaciones en la linea germinal, podrian estar involucradas también en la patogénesis del CPC
pedidtrico®®.

Si bien otros estudios no llevaron a cabo un analisis mutacional para p53 en este tipo de
tumores, si observaron que el indice de etiquetado de p53 en CPC fue significativamente
mayor que en CPP, siendo la supervivencia media de los pacientes con CPP de 8,5 afios en
comparacion con 5,2 afios para los pacientes con CPC. La expresion de MIB-1 (ki-67) y p53 fue
significativamente menor en pacientes con CPC tras la quimioterapia que antes de esta.
Coincidiendo con Carlotti Jr et al. que observaron que una elevada expresion de ki-67 fue un
indicador de mal prondstico en CPC?L. Asimismo, el indice de etiquetado MIB-1 para pacientes
con CPC vivos y recuperados tiempo después de los tratamientos fue de 15,19 + 3,2 en
comparacion con 22,63 + 3,04 para los pacientes que murieron a causa del tumor (P <0.05).
Se concluyé que la quimioterapia (ciclos mensuales de Ifosfamida, Carboplatino y Etopdsido,
llamada quimioterapia ICE) Fig.12, podria funcionar en CPC para disminuir su potencial
proliferativo y la expresién de proteinas reguladoras del ciclo celular®’
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Figura 12 A) Columna izgda., Inmunotincién para p53; a) CPC, neoplasia positiva,
practicamente todas las células tefiidas; b) CPP, muestra ausencia de tincién. Columna dcha.,
Inmunotincion para MIB-1; a) CPC, muestra un indice de etiquetado de 27,3; b) CPP, muestra
un indice de etiquetado de 4,1. B) Estructuras moleculares; compuestos de la quimioterapia
ICE (Ifosfamida, Carboplatino y Etopdsido).

Tumores de la region pineal

La regidn pineal da lugar a una variedad de lesiones neopldsicas y no neoplasicas de potencial
maligno variable. Sin embargo, a pesar de esta variedad, los tumores de la regién pineal en
general siguen siendo raros y representan menos del 1% de todos los intracraneales.

Los pineocitomas y los pineoblastomas malignos (también llamados Glioblastomas pineales)
son muy raros, con apenas casos descritos en la literatura. La epidemiologia, la patogénesis y
el tratamiento de estas lesiones estan pobremente caracterizados. A pesar de su rareza, se ha
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descrito en articulos recientes el uso de tincidon con inmunoperoxidasa para estudiar los
tumores pineales malignos de 8 pacientes, se realizé en secciones embebidas en parafina
usando anticuerpos para ki-67 y p53 entre otros. Los analisis inmunohistoquimicos
demostraron una elevada actividad proliferativa en los tumores. El indice Ki-67 medio fue del
24,3% (rango 5,2-50%) en siete pacientes. La tasa mitética elevada y el indice de proliferacién
Ki-67 respaldaron el diagndstico de una lesién de Grado Il de la OMS.

Aunque no se menciona ninguna correlacion de p53 con el grado ni el pronostico tumoral, dos
de los pacientes disponian de perfil genético secuenciado, y se describié en ellos mutaciones
de significacion incierta que incluian, en concreto, variantes en TP53%2, Estudios anteriores
coincidieron mayoritariamente con los resultados, incluso se utilizaron ambos marcadores
con el fin de predecir el prondstico tumoral post tratamiento con Temozolomida (TMZ),
agente alquilante oral que se usa ampliamente en el tratamiento del glioblastoma (descrito
anteriormente en esta revision).

El indice de etiquetado para MIB-1 (clon de ki-67) se correlacioné con el grado de malignidad
de la OMS, aunque la inmunoreactividad de p53 no, en concordancia con anteriores estudios.
Once de doce casos de demostraron expresion de otros marcadores que sugirieron
quimiorresistencia al tratamiento con TMZ para este tipo de tumores®.

Conclusiones

Tras esta revision podemos confirmar que, en las Ultimas décadas, el enfoque tradicional para
el diagnodstico de tumores del sistema nervioso central ha cambiado hacia un nuevo enfoque
de orientacién molecular. Excepto por algunos estudios puntuales, se ha demostrado una
asociacidn significativa entre Ki-67 LI (MIB-1) y un grado tumoral elevado, siendo un indicador
fiable del estado del tumor y pudiendo asi guiar los enfoques de tratamientos y prondsticos
clinicos. Asimismo, altos niveles de p53 se han asociado con un mal prondstico y se
correlacionan con el grado tumoral, siendo en multiples ocasiones utilizados ambos
marcadores simultaneamente, o en combinacidon con otros.No obstante, la relacién entre los
niveles de expresion de ki-67 y p53 estd aun poco descrita, esto podria deberse mayormente
a que, en células sanas, p53 (debido a su corta vida), es normalmente indetectable por
inmunohistoquimica, de forma que altos niveles de esta corresponderian a mutaciones.

Tras las conclusiones obtenidas se insta a realizar nuevos estudios en los que los perfiles
moleculares inmunohistoquimicos vengan acompafiados de un perfil genético de los
marcadores en cuestion, asi como a investigar nuevas combinaciones posibles entre
marcadores que aporten cada vez, un mapa mas detallado de la identidad de estos tumores.
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