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RESUMEN

El glioblastoma multiforme (GBM) es el tumor del sistema nervioso central mas
frecuente representando mas de 50% de estos, ademé&s de tener un pronostico de
supervivencia muy bajo, siendo de 12 a 15 meses después de ser diagnosticados. A
pesar de ser tumor mas comun en el SNC, aun se desconoce su etiologia, debido a la
falta de informacidn, se han realizado estudios donde relacionan la infeccién por
citomegalovirus y el origen del GBM, sin embargo, la prevalencia encontrada va desde
0 hasta 100%, por esta razon existe una gran controversia sobre si el CMV esta
relacionado con la etiologia de los GBM. En los GBM la proteina de supresion tumoral
p53 se encuentra sobreexpresada, sin embargo, son pocos los estudios en donde
evallen si las metilaciones pueden tener un efecto en la expresion de dicha proteina.
En este estudio se busca evaluar la prevalencia de la infeccion por CMV, vy si las
metilaciones del promotor del gen TP53 pueden tener un efecto en la expresion de p53
y si se relaciona con la sobrevida a 12 meses de todas las muestras de GBM obtenidas
y procesadas en el periodo de 1 de enero de 2016 hasta 31 de diciembre de 2019
mediante un muestreo no probabilistico por conveniencia Departamento de
Neurocirugia y Departamento de Anatomia Patoldgica de la Unidad Médica de Alta
Especialidad No. 25 del Instituto Mexicano del Seguro Social. A partir de los 61 casos
confirmados como GBM se encontrd un 0% de prevalencia de infeccién por CMV, de
los 61 casos iniciales se evalud la expresion de 57 especimenes, donde se encontraron
17 con expresién negativa (<10% de nucleos tefiidos) y 40 con expresion positiva
(>10% de nucleos tefiidos), en el andlisis de Kaplan-Meier de la expresion de p53 se
observo una disminucion en la sobrevida de los pacientes con expresion negativa
(p=0.093). Se encontraron 18 (45%) casos con expresion baja (10-25% de nucleos
tefiidos), 11 (27.5%) con expresion moderada (26-50% de nucleos tefiidos) y 11
(27.5%) con expresion alta (>50% de nucleos tefiidos), se encontrd una diferencia
significativa en la reseccion quirdrgica (p=0.021) y el tratamiento (p=0.037). Se
determind el estado de metilaciones del promotor del gen TP53 de 41 casos,
encontrando 21 (51.2%) metilados y 20 (48.8%), se encontré una diferencia
significativa en la edad (p=0.05) y en los casos que fueron mayores a >65 afios (0.039).
La correlacidn entre la expresion de p53 y el estado de metilaciones del promotor del
gen TP53 no fue significativa (p=1.000), esto quiere decir que la metilacion no afecta

a la expresion de p53.



ABSTRACT

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common central nervous system tumor,
representing more than 50% of these, in addition to having a very low survival
prognosis, being 12 to 15 months after being diagnosed. Despite being the most
common tumor in the CNS, its etiology is still unknown, due to the lack of information,
studies have been carried out where cytomegalovirus infection and the origin of GBM
are related, however, the prevalence found ranges from 0 to 100%, for this reason there
IS a great controversy about whether CMV is related to the etiology of GBM. In GBM,
the p53 tumor suppression protein is overexpressed; however, few studies evaluate
whether methylations can have an effect on the expression of said protein. This study
seeks to evaluate the prevalence of CMV infection, and whether the methylations of
the promoter of the TP53 gene may have an effect on the expression of p53 and
whether it is related to the 12-month survival of all GBM samples obtained and
processed in the period from January 1, 2016 to December 31, 2019 through a non-
probability sampling for convenience Department of Neurosurgery and Department of
Pathological Anatomy of the High Specialty Medical Unit No. 25 of the Mexican
Institute of Social Security. From the 61 cases confirmed as GBM, a 0% prevalence of
CMV infection was found, of the 61 initial cases the expression of 57 specimens was
evaluated, where 17 were found with negative expression (<10% of stained nuclei)
and 40 with positive expression (>10% of nuclei stained), in the Kaplan-Meier analysis
of p53 expression, a decrease in survival was observed in patients with negative
expression (p = 0.093). There were 18 (45%) cases with low expression (10-25% of
stained nuclei), 11 (27.5%) with moderate expression (26-50% of stained nuclei) and
11 (27.5%) with high expression (> 50 % nuclei stained), a significant difference was
found in surgical resection (p = 0.021) and treatment (p = 0.037). The methylation
status of the TP53 gene promoter was determined in 41 cases, finding 21 (51.2%)
methylated and 20 (48.8%), a significant difference was found in age (p = 0.05) and in
cases that were older than >65 years (0.039). The correlation between the expression
of p53 and the methylation status of the promoter of the TP53 gene was not significant
(p = 1,000), this means that the methylation does not affect the expression of p53.

Vi



1. INTRODUCCION

Los tumores del sistema nervioso central (SNC) representan el 2% de todas las
neoplasias y tienen una incidencia mayor en hombres que en mujeres (Chen et al.,
2013). Los gliomas son los tumores mas comunes del SNC, y dentro su clasificacion
se encuentran los gliomas de alto grado, mejor conocidos como glioblastomas
multiformes (GBM), estos representan mas del 50% de los tumores del SNC y son los
mAs agresivos con un pronadstico de supervivencia muy pobre, siendo apenas de 12 a

15 meses una vez realizado el diagnostico.

La etiologia de los GBM aun es desconocida, algunos reportes indican que la
exposicion a radiacion ionizante y los tratamientos a pacientes con leucemia linfoide
son factores de riesgo para el desarrollo de este tumor (Hanif et al., 2017). Algunos
autores relacionan la infeccion por virus oncomoduladores con la aparicion o
progresion del GBM, uno de los virus estudiados es el Citomegalovirus (CMV), sin
embargo, los resultados son controversiales debido a que la prevalencia reportada va
desde 0 hasta 100% (Rahman et al., 2019). EI CMV puede interactuar con las vias del
ciclo celular alterando su expresion, un ejemplo de esto son las proteinas IE1 e IE2
que disminuyen la expresion de la proteina de supresiéon tumoral p53 (Afshar et al.,
2016).

El gen TP53 se encuentra mutado en mas del 70% de los tipos de cancer, segun el
TCGA los GBM presentan mutaciones en el en 30% de los casos, aunque estos valores
varian dependiendo del tipo de GBM. Estas mutaciones van a causar una
sobreexpresion de la p53 y lo conlleva a tener una ganancia de funcion (GOF-mutp53)
en eventos como la promocion de la proliferacion celular, la metéstasis, la inestabilidad
gendmica, la reprogramacion metabdlica, y la resistencia a la terapia en el cancer
(Ludwig & Kornblum, 2017; Zhang et al., 2018). Existen pocos reportes si los eventos
epigenéticos; como las metilaciones en el promotor del gen TP53, estén relacionados
con la expresion de la proteina p53, y ain mas importante, si esta variacion en la
expresion esta relacionada con la sobrevida de los pacientes (Jesionek-Kupnicka et al.,
2014).



2. ANTECEDENTES

2.1 Tumores del sistema nervioso central

Los tumores del sistema nervioso central (SNC) se clasifican como tumores de
tejido neuroepitelial, tumores de las meninges, tumores de la region sellar, tumores de
células germinales, tumores de craneo y nervios paraespinales, linfomas y neoplasias
hematopoyéticas, tumores metastasicos, siendo los mas comunes los tumores de las
meninges y neuroepiteliales (Anaya-Delgadillo et al., 2016). Los SNC son menos
frecuentes a comparacion de los tumores presentes en otros sitios, como sistema
respiratorio o digestivo, pero, la frecuencia comenz6 a aumentar con el tiempo. En
2012, la Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer (IARC) reporto que
la incidencia era de 7.7 por cada 100,000 hombres y 6 por cada 100,000 mujeres (Chen
etal., 2013).

2.2 Gliomay su clasificacion

Los gliomas son un tumor del sistema nervioso central que representa alrededor
del 80% de estos (Schwartzbaum et al., 2006). Se han clasificado como tumores
astricisticos, oligodendrogiales y ependimarios, ademas de que se les asignan grados
(del I al 1V) para indicar los grados de malignidad (Louis et al., 2001). El glioma de
grado IV también conocido como glioblastoma (Figura 1) es el més agresivo de los
tumores del SNC y los pacientes diagnosticados tienen un pronéstico de sobrevida
bajo. La organizacién mundial de la salud a indicado que para la clasificacion de los
gliomas también se deben evaluar algunas alteraciones genéticas, como es el caso
especifico de los glioblastomas (Tumor de origen astrocistico), en estos tumores no
basta con la clasificacion histoldgica, debido a que existen 2 tipos de glioblastomas
multiformes, cuando el tumor se presenta directamente como GBM es conocido como
Glioblastoma Multiforme primario (de novo), en cambio cuando el tumor progreso de
un glioma de bajo grado a un GBM es conocido como un GBM secundario, la forma
de diferenciarlos es analizando el estado mutacional del gen IDH. Las mutaciones en
IDH132 indicara que €l es un GBM secundario, mientras que los GBM primarios

presentan IDH nativo Louis et al., 2016.
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Figura 1. Clasificacion de los gliomas. Obtenido de Louis et al., 2016

2.3 Epidemiologia de los glioblastomas

Los glioblastomas tienen una incidencia de 3.19 por cada 100,000 personas en
EUA y representa casi el 60% de todos los tumores del SNC, ademas, la incidencia es
1,6 veces mayor en los hombres en comparacion con las mujeres y 2,0 veces mayor en
los caucasicos en comparacion con los africanos y afroamericanos, con menor
incidencia en los asiaticos y los indios americanos (Tamimi et al., 2017). Los pacientes
diagnosticados con glioblastoma tienen un pronéstico muy pobre teniendo
aproximadamente 12 meses de supervivencia después del diagnéstico, sin embargo,
del 3 al 5% de los pacientes diagnosticados sobreviven méas de 3 afios (Krex et al.,
2007). Ademas, se ha demostrado que los glioblastomas pueden ser primarios (también
conocidos como glioblastomas de novo) y secundarios, siendo los ultimo la evolucién
de un glioma de bajo grado a un glioblastoma (grado IV) (Hanif et al., 2017; Rodriguez
etal., 2012).

2.4 Etiologia de Glioblastoma Multiforme

La etiologia de las neoplasias cerebrales como el glioblastoma son poco
conocidas, aun no se han podido identificar causas carcinogénicas, hasta el dia de hoy

el Unico factor de riesgo confirmado es la exposicion a altas dosis de radiacion
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ionizante, esto debido a que desde 1960 se informaron mas de 116 casos de
glioblastoma como resultado de la exposicion a la radiacion, y se logré estimar que el
riesgo a desarrollar glioblastoma después de la radioterapia es del 2.5%. Lo anterior
también se puede confirmar con un estudio donde analizaron los efectos de la radiacion
producida por la bomba atdmica en Nagasaki e Hiroshima, en donde encontraron que
la incidencia de los tumores cerebrales (incluido los gliomas). Otros datos indican que
algunos pacientes que fueron sometidos al tratamiento para la leucemia linfoide aguda
fueron mas propensos a desarrollar glioblastoma, aunque ain no se comprueba si esto
es debido a complicaciones derivadas a la leucemia o el uso de agentes
quimioterapéuticos. Hasta el momento no se ha logrado encontrar relacion entre el
desarrollo de glioblastoma y los factores ambientales como tabaquismo, factores de
riesgo de la dieta, el uso de teléfonos celulares, lesiones en la cabeza o a la exposicién
a pesticidas (Hanif et al., 2017).

2.4.1 Citomegalovirus como oncomodulador

El betaherpesivirus 5, también conocido como citomegalovirus humano
(CMVH), es un miembro de la subfamilia de Betaherpesvirinae de Herpersviridae. Es
un virus de ADN de doble cadena que contiene aproximadamente 200 genes, ademas
de microARN y ARN no codificantes. La mayoria de la poblacion mundial en la edad
adulta se encuentra infectada por el CMVH, siendo de entre el 50 al 80% de los adultos
de 40 afios (Landolfo et al., 2003; Rahman et al., 2019).

Se ha descrito que el CMVH puede mantener la infeccién latente durante toda
la vida, puede infectar un bajo porcentaje de células progenitoras hematopoyéticas, se
pueden encontrar de 2 a 13 copias del genoma del virus (en forma de plasmido
extracromosomico) en cada células infectada (Slobedman et al., 2004). Se maneja el
termino de “infeccion por CMVH” para indicar una infeccion latente, y “enfermedad
por CMVH” cuando el paciente presenta sintomas (Wang et al., 2011). Las personas
inmunocompetentes, pueden generar una respuesta inmune fuerte y generalmente no
desarrollan sintomas de infeccion, en cambio, personas con sistema inmune debil
puede ser causa de morbilidad y mortalidad. Los sintomas que presentan las personas
infectadas con CMVH son fiebre aguda, leucopenia, malestar general, hepatitis,
neumonia, enfermedad gastrointestinal y retinitis. Es importante mencionar que el
CMVH se ha relacionado con enfermedades inflamatorias y proliferativas como

enfermedades cardiovasculares y cancer (Tomtishen, 2012).
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Figura 2. Estructura del virién de Citomegalovirus. Obtenida de Tomtishen, 2012.

Se ha definido al CMVH como un virus oncomodulador que puede tener un
impacto sobre el aumento de la malignidad después de una infeccion viral, sin
embargo, esta definicion aun se encuentra en discusion debido a que se debe
comprobar que la infeccion por HCMV de células ya transformadas favorece el
desarrollo de la oncogénesis y/o activa las vias implicadas en la transformacion y/o la
oncogenesis (Figura 3). En diversos estudios en diversos tejidos cancerosos como los
gliomas se han detectado proteinas virales, asi como ADN, sin embargo, no en todos
los tejidos tumorales se ha logrado detectar el CMV, esto puede deberse a la técnica
utilizada para la deteccidn, sin embargo, los resultados negativos pueden deberse a que

las células tumorales solo contienen una parte del genoma del virus (Herbein, 2018).
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2018.

2.5 Citomegalovirus y su relacion con el glioblastoma

Debido a la poca informacion sobre el origen del glioblastoma, se comenzé a
estudiar si la infeccion por CMVH podria pasar a una infeccion activa debido a la
inflamacién cronica y el estado inmunosuprimido de los pacientes. La
inmunosupresion asociada con los glioblastomas puede ser el entorno perfecto para la
reactivacion del CMV en las células tumorales. El interés de investigar el efecto del
CMV sobre el crecimiento de los gliomas se debe a que algunos estudios reportan la
presencia de material genético y proteinas de CMV en muestras tumorales de
glioblastomas (Rahman et al., 2019).

Existe una gran controversia sobre si el citomegalovirus tiene un papel
importante en el origen de los glioblastomas o la progresién de un glioma de bajo grado
a un glioblastoma multiforme, esto debido a que existen una gran cantidad de estudios
de deteccion del citomegalovirus donde se reportan desde un 0 hasta un 100% de
prevalencia (Cobbs et al., 2002; Garcia-Martinez et al., 2017; Poltermann et al., 2006;
Scheurer et al., 2008). Estos estudios iniciaron en 2002 cuando Cobbs y colaboradores
en 2002 reportaron un 100% de prevalencia de la infeccion por CMVH en
glioblastoma multiforme, pero en el afio 2017 Garcia-Martinez y colaboradores

reportaron que solamente 3 muestras de GBM analizadas por RT-qPCR fueron



positivas a la infeccion por CMVH, la gran variacion en el porcentaje de prevalencia
de la infeccion de CMVH en el tejido tumoral puede deberse a la especificidad y

sensibilidad de las distintas técnica utilizada (Rahman et al., 2019).

2.6 Proteina de supresion tumoral p53

Algunas sefiales de estrés como dafio de ADN, activacion de oncogenes y
privacion de nutrientes que inducen la expresion de p53, ademas la detencion del ciclo
celular y la apoptosis son los resultados de la activacion de p53 (Figura 4). Existen
una gran cantidad de articulos que muestran que el ciclo celular p53 y funciones de
apoptosis son importantes para la prevencion del desarrollo tumoral, ademas de regular
procesos celulares como el metabolismo, respuesta antioxidante y reparacion de ADN
(Shaw, 1996).

p53

l
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Figura 4. Funciones de p53

Desde el descubrimiento de la proteina p53 se han realizado muchos estudios
para determinar su papel en la supresion de tumores, se ha determinado que el inici6 o
progresion tumoral de una gran cantidad de canceres humanos se debe a la perdida de
la funcion de p53 por mutaciones o la sobreexpresion de sus reguladores como los son
MDM2, MDM4 y PPM1D, sin embargo, ademas de encontrarse con la perdida de la
funcion de p53 mutado, también se pueden encontrar mutaciones denominadas GOF
(Gain of function, por sus siglas en ingles) en los codones R175, R245, R248, R249,
R273 y R282 del dominio de unién al ADN (Figura 5). Ahora se conoce que p53 GOF
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tiene actividades en la promocion de la proliferacion celular, la metastasis, la
inestabilidad gendmica, la reprogramacion metabolica, el tallo celular, la
remodelacion del microambiente tumoral, la inmunosupresion y la resistencia a la

terapia en el cancer ( Zhang et al., 2018; Zhang et al., 2020).
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Figura 5. Esquema de los dominios de la proteina p53 y las mutaciones mas comunes en el dominio de
unién al ADN. Obtenida de Zhang et al., 2018

En algunos tipos de cancer como carcinomas colorrectales, pulmonares, de
prostata y de mama se ha encontrado que la sobreexpresion de p53 tiene un valor
pronostico (Dobes et al., 2014; Robles & Harris, 2010; Schlomm et al., 2008), ademas
se ha encontrado una relacion entre la mutacion GOF de TP53 y la sobreexpresion de
p53, esto debido a que p53 nativa es una proteina inestable que tiene una vida media
corta para ser evaluada por medio inmunohistoquimica a diferencia de p53 GOF que
se acumula dentro de la célula tumoral. Por esta razon, por medio de
inmunohistoquimica se puede sugerir posibles mutaciones, aunque la secuenciacion
sea la técnica méas adecuada para determinar mutaciones en p53 (Murnydk &
Hortobagyi, 2016).

Se han realizado estudios en donde se determina la correlacion de la expresion
de la proteina p53 y la sobrevida de los pacientes con glioblastoma en donde se
encontré una mediana de supervivencia de 19.3 y 26.2 meses para pacientes con p53
mutante y p53 nativa, respectivamente. Se encontré que los pacientes con p53 nativa

tenian una mayor sobrevida que los pacientes con p53 mutante (Chaurasia et al., 2016).

2.7 Citomegalovirus y su interaccién con p53
Se ha estudiado la relacion la expresion de p53 en glioblastomas contra la
ausencia o presencia de citomegalovirus, encontraron que en las muestras que eran
negativas para CMV tenian una expresion reducida a comparacion con los controles,

y para las muestras que eran positivas la expresion de p53 era aun menor. La presencia



de HCMV en muestras de glioblastoma podria considerarse para un peor pronostico
del paciente, esto debido a la baja expresion de p53 (Afshar et al., 2016).

En un estudio realizado en 199 pacientes con glioblastoma se determind que
20 casos (10%) eran positivos al material genético de CMV y 179 (90%) resultaron
positivos, ademas se cuantifico la expresion relativa de p53 en los grupo control,
negativos a HCMV vy positivos a CMV (Figura 6), encontraron una expresion
disminuida en los pacientes con GBM y negativos para CMV a comparacion del grupo
control, y méas importante fue la drastica disminucion de la expresion de p53 en el
grupo de pacientes con GBM y positivos para CMV (Afshar et al., 2016).

P53
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Figura 6. Expresion relativa de p53 en glioblastoma y muestras control. Obtenida de Afshar et al., 2016

En células las células tumorales, la funcion de las proteinas reguladoras del
virus puede depender del contexto interno de las células tumorales. Algunos autores
sugieren que el CMVH tiene un efecto antiapoptotico sobre las células mediante la
proteina IE del virus, y estos mecanismos pueden ser independientes y dependientes
de p53 (Figura 7). Se ha descrito que la proteina IE2-86 se une a p53 lo que provoca
una inhibicion de la funcién transactivadora y protege de la apoptosis mediada por p53
(Michaelis et al., 2009).
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Figura 7. Principales efectos del CMVH sobre los reguladores del ciclo celular tumoral y / 0 apoptosis.
Obtenida de Michaelis et al., 2009.

2.8 Metilaciones en glioblastomas

Los glioblastomas se caracterizan por una heterogeneidad genética y
transcripcional generalizada, aunque la informacion sobre la epigenética sobre la
progresion tumoral aun es escasa (Klughammer et al., 2018). Uno de los genes mejor
estudiados en cuanto a metilaciones en el promotor es la OS-metilguanina-ADN
metiltransferasa (MGMT), siendo un indicador prondstico en los pacientes, la
inactivacion transcripcional debido a la metilacion del promotor de MGMT (Figura
8) se ha correlacionado con una mejor respuesta a quimioterapias con temozolamida
(TMZ) lo que conlleva a una supervivencia global mayor en los pacientes con GBM
(Abe et al., 2018). En pacientes con hipometilaciones en el promotor de MGMT
presentan resistencia al tratamiento con TMZ debido a que MGMT elimina los grupos
alquilo de la guanina en el ADN, contrarrestando la eficacia de las quimioterapéuticos

alquilantes en células tumorales (Feldheim et al., 2019).
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Figura 8. La metilacion del promotor de MGMT inhibe la transcripcién de MGMT que conduce al
silenciamiento de MGMT. Obtenido de Abe et al., 2018.

2.7.1 Metilaciones en el promotor del gen TP53

La hipermetilaciéon en los promotores de genes supresores de tumores se ha
relacionado con el silenciamiento transcripcional que conlleva a la progresion tumoral.
A pesar de que TP53 no contenga islas CpG; en donde cominmente se presentan las
metilaciones, contiene 15 dinucle6tidos CpG en la region con actividad promotora,
que incluye 85 pb del ex6n 1 no codificante, estudios in vitro indicaron que las
metilaciones en esta regién conducirian a una expresion disminuida de p53, sin
embargo, también mencionaron que faltaban estudios en canceres humanos (Agirre et
al., 2003). Sidhu y colaboradores en 2005 analizaron las metilaciones en el promotor
del gen TP53 en 10 muestras canceres adrenocorticales esporadicos (ACC) y llegaron
a la conclusion de que la hipermetilacion en TP53 no jugaba un papel importante en el
silenciamiento transcripcional de la proteina de supresion tumoral p53 (Sidhu et al.,
2005).

Amatya y colaboradores en 2005 evaluaron la interrupcién de la via p53/p14
en gliomas de bajo grado, para esto detectaron metilacion en los promotores de TP53
y p14 encontrando que estaban presentes en 29/48 (60%) astrocitomas de bajo grado,
11/18 (61%) oligoastrocitomas y 31/42 (74%) oligodendrogliomas, y 5/49 (10%)
astrocitomas de bajo grado, 7/18 (39%) oligoastrocitomas y 15/41 (37%)

oligodendrogliomas, respectivamente. Ellos concluyeron que las metilaciones en TP53
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y pl4; ademas de mutaciones en TP53, pueden estar relacionadas con la interrupcion
de la via (Amatya et al., 2005).

Posterior a los reportes de estudios in vitro y los realizados en gliomas de bajo
grado Jesionek-Kupnicka y colaboradores en 2014 evaluaron las metilaciones, niveles
de expresion y mutaciones en TP53, asi como la expresion de p53 en 42 muestras de
GBM, ellos indicaron no encontraron una relacion entre las metilaciones en el
promotor de TP53 y los niveles del ARNm de TP53, y tampoco entre las metilaciones
del promotor de TP53 y la expresion de la proteina TP53. Sin embargo, mencionan sus
datos solo sugieren que la metilacion en el promotor del gen TP53 no juega un papel
en el silenciamiento de TP53 expresion transcripcional y proteica, estos datos deberian

confirmarse debido al tamafio del grupo de estudio (Jesionek-Kupnicka et al., 2014).
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3 JUSTIFICACION

El glioblastoma multiforme es el tumor primario mas frecuente en adultos, y
una vez diagnosticado la sobrevida es de aproximadamente 12 meses. La infeccion por
Citomegalovirus se ha relacionado con el origen de glioblastoma, pero, sigue en
controversia debido a que diversos estudios han reportado una prevalencia de 0 hasta
un 100%. Se ha reportado que la expresion de p53 en muestras positivas para CMV
eran menores que en las muestras en las que no se encontré6 CMV. Ademas, se ha
determinado que las mutaciones en el gen TP53 pueden provocar una ganancia de
funcion de p53 y esto es evidente en la expresion nuclear acumulada de p53 en los
pacientes con GBM, sin embargo, aun no se aclara el rol de las metilaciones del
promotor del gen TP53 en GBM relacionado con la expresion y la sobrevida de los

pacientes.
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4 HIPOTESIS

La metilacion del promotor del gen TP53 y la presencia de CMV se
correlaciona con la expresion de p53 y ésta se asocia con una peor supervivencia a 12

meses en los pacientes con GBM.
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5 OBJETIVO DEL TRABAJO

5.1 Objetivo general

Evaluar la frecuencia de infeccion por CMV vy el perfil de metilacion del promotor del

gen TP53 y su expresion en tumores de pacientes con diagndéstico histopatoldgico de

GBM.

5.2 Objetivos especificos

521

5.2.2

523

5.24

525

Identificar retrospectivamente tumores del SNC con
diagnostico histopatologico de GBM del Departamento de
Anatomia Patoldgica de la Unidad Médica de Alta Especialidad
No. 25 del Instituto Mexicano del Seguro Social y conjuntar la
informacidn clinica y de sobrevida de los pacientes.

Evaluar la frecuencia de la infeccion por CMV en tumores del
SNC con diagnostico histopatoldgico de GBM.

Evaluar la expresion de la proteina de supresion tumoral p53 en
tumores del SNC con diagndstico histopatolégico de GBM.
Identificar el estado de metilacion del promotor del gen TP53
en tumores del SNC con diagnostico histopatoldgico de GBM.
Correlacionar el estado de metilacion del promotor del gen
TP53 y la expresion de p53 con la sobrevida a 12 meses de los
pacientes con tumores del SNC y el estado clinico-

histopatoldgico del GBM.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Disefio y poblacién en Estudio

A través de un estudio transversal, observacional, descriptivo y retrospectivo
con autorizacion por las comisiones de Etica e Investigacion del Comité Nacional de
Investigacion Cientifica del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) se
incluyeron especimenes fijados en formalina y embebidos en parafina (FFyEP) de
biopsias cerebrales realizadas a pacientes con diagndstico de GBM por el
Departamento de Neurocirugia y almacenadas en el banco de tumores del
Departamento de Anatomia Patoldgica de la Unidad Médica de Alta Especialidad No.
25 (UMAE 25) del IMSS en Monterrey N.L. Todas las muestras correspondieron al
periodo comprendido entre el 1° de enero del 2016 y 31 de diciembre del 2019. El
consentimiento informado no fue solicitado debido a que se emplearon especimenes
del banco de tumores. Los datos clinico-epidemioldgicos de los pacientes se recabaron
por indagatoria en sus expedientes médicos, garantizando la confidencialidad y el
resguardo apropiado de toda la informacion obtenida. Cada especimen fue re-evaluado
mediante tinciones histoldgicas de hematoxilina y eosina (H&E) por el médico
pat6logo para descartar aquellas que no cumplieran con las caracteristicas que definen
a un GBM, asi como las que presentaran tejido tumoral insuficiente. Se eliminaron,

ademas, muestras de pacientes con expediente clinico incompleto o no disponible.

6.2 Extraccion de ADN

Se obtuvieron muestras de 2 mm de diametro mediante puncién con
sacabocados en la zona del tumor de cada espécimen y la extraccién de ADN se realiz6
empleando el kit Nucleo Spin FFPE ADN (Macherey—Nagel, Diren, Alemania). El
procedimiento inicié con una desparafinizacién utilizando una solucién disolvente e
incubacion a 60° C por 3 min, seguido de un proceso de lisis celular con un buffer de
lisis y proteinasa K e incubacion durante toda la noche. Después, se afiadieron 100 pL
del buffer D-Link para eliminar la reticulacion y se incubo durante 30 min a 90°C.
Posteriormente se utilizaron las columnas incluidas en el kit para la purificacion del
ADN realizando un par de lavados, para finalmente eluir utilizando 20 pL de agua
inyectable. La concentracion y pureza del ADN obtenido de cada extraccion fue
estimada mediante las relaciones de absorbancia A260/A280 y A260/A230 obtenidas
en el NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, DE, EUA). Todas las muestras de

ADN fueron almacenadas a -20 °C hasta su posterior empleo.
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6.3 Deteccion de Citomegalovirus por qPCR
La deteccion de ADN del CMV se realiz6 mediante qPCR empleando
oligonucledtidos y sondas de hidrolisis reportados anteriormente para la amplificacion
de una region de 72 pb del gen de la glicoproteina B (gB) (Tabla 1) (Afshar et al.,
2016).

Tabla 1. Oligonucleétidos disefiados para la amplificacion de un fragmento de 72 pb del gen gB del
CMV.

Secuencias de oligonucledtidos Tm (°C)
OligoF  5°- AGG TCT TCA AGG AAC TCA GCA AGA -3’ 58
Sonda  6FAM 5°- AAC CCG TCA GCC ATT CTC TCG GC -3’ TAMRA 63
OligoR  5-CGG CAATCG GTT TGT TGT AAA -3 95

Las reacciones de qPCR se realizaron utilizando el reactivo GoTaqg Probe
gPCR Master Mix (Promega, WI, E.U.A.) siguiendo las instrucciones presentadas por
el fabricante en el termociclador Light Cycler (Roche) de la Unidad de Gendmica del
Centro de Investigacion y Desarrollo en Ciencias de la Salud (CIDICS) de la UANL.
El programa de amplificacion inici6 con de activacion de la polimerasa a 95 °C por 2

min, seguido de 40 ciclos a 95 °C por 15 seg y 60 °C por 1 min.

S5l IAGG TCT TCA AGG AAC TCA GCA AGA TCA ACC CGT CAG CCA TTC TCT CGG CCA TTT ACA ACA AAC CGA TTGI
|CCG| TTT TTT TTT GAG CCC GAC TTT ACC ATC CAG TAC CGC AAC AAG ATT ATC GAT ACC GCC GGC TGT TTT TTT
TTC AGT CAG GCA AGC CTA TGA CAT GGT AAT GCC TAG AAG TAA AGA AAG GTT AGT CAT AGT AGC TTA GCT GAA
CTG GGC CGT GGG GGT CGT CAT CAT CTC CAC CGG AAC CAG TTT TTT TTT AGC TGT AAC TGT GGT TTC CAT GAC
GCT GCT GCT ACT GGC TTT CGT CCT CTG GCT CTC TTC GCC AGG GGG C -3'

Figura 9. Secuencia del bloque sintético de ADN disefiado para emplearse como control positivo de

amplificacién del CMV. Se resalto el amplicon del gen gB del CMV.

Las reacciones de qPCR se realizaron utilizando el reactivo GoTaqg Probe
gPCR Master Mix (Promega, WI, E.U.A.) siguiendo las instrucciones presentadas por
el fabricante en el termociclador Light Cycler (Roche) de la Unidad de Gendmica del
Centro de Investigacion y Desarrollo en Ciencias de la Salud (CIDICS) de la UANL.
El programa de amplificacion inici6 con de activacion de la polimerasa a 95 °C por 2

min, seguido de 40 ciclos a 95 °C por 15 seg y 60 °C por 1 min.

6.4 Evaluacion de la expresion de p53 mediante inmunohistoquimica
Se realizaron cortes histologicos de 4 um con un micrétomo semiautomatico
(Leica RM2125 RTS) vy el tejido fue colocado en portaobjetos recubiertos de 3-

aminopropiltrietoxisilano (APTS). Como control de tincion para cada laminilla se
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utilizo tejido de carcinoma de mama. Las laminillas se incubaron a 60°C durante 12-
15 horas para fijar el tejido.

El protocolo de inmunohistoquimica se inicio después de un tratamiento de
desparafinizacion del tejido incubando cada laminilla en una cubeta de tincién con
xilol durante 5 min. Posteriormente, el tejido se hidrato sumergiéndolo durante 3 min
en cubetas con distintas concentraciones de alcoholes iniciando con etanol absoluto,
seqguido de alcohol 90%, alcohol 80%, agua destilada y finalmente en solucién
amortiguadora de fosfatos (PBS). Una vez terminada la hidratacion del tejido, se
utilizé el equipo PT Link (Dako) para la recuperacion antigénica en solucion
tamponada Tris-EDTA (pH 9) a una temperatura de 92°C durante 20 min. Finalizada
la recuperacion antigénica se realizo la inmunotincion utilizando el Mouse and Rabbit
specific HRP/DAB (ABC) Detection IHC Kit (Abcam, Cambridge, UK). Cada
laminilla se coloc6 en una cdmara de humedad para posteriormente afiadirles perdxido
de hidrégeno y se dejaron reposar durante cinco minutos. Después, se lavaron durante
tres min en solucion PBS. Luego del lavado, cada corte fue cubierto con la solucién
blogueadora de proteina y se incub6 durante cinco min. Posteriormente, se lavo
durante tres min en solucion PBS. La inmunodeteccién se realiz6 con el anticuerpo
monoclonal Anti-p53 [E26] (ab32389) (Abcam) preparado a una concentracion de
1:100. El anticuerpo se coloco cubriendo el corte completamente durante 30 min y se
lavo con solucion PBS por 3 min. A continuacion se colocé el anticuerpo secundario
biotinilado contenido en el Kit de deteccion durante 10 min, para posteriormente
realizar un lavado de 3 min en PBS. Una vez realizado el lavado se utilizo la
estreptavidina peroxidasa durante 10 min y un lavado de 5 min en PBS. La 3,3’-
diaminobenzidina (DAB) se preparé mezclando 30 pL de cromégeno DAB por cada
mililitro de sustrato DAB, ambos del Kit de deteccién, para después ser colocado
durante 5 min a cada laminilla. Todas las laminillas fueron sumergidas cinco veces en
agua de grifo para remocion del DAB. La contratincidn se realizd con en hematoxilina
durante 40 seg para luego repetir el paso de lavado con agua de grifo. Finalmente, se
realizd una deshidratacion sumergiendolo durante 3 min en cubetas con distintas
concentraciones de alcoholes iniciando con alcohol al 80%, alcohol al 96%, etanol
absoluto y posteriormente en xilol por duplicado. Una vez terminada la deshidratacién
con alcohol el tejido se sello con una gota de resina sobre el tejido y colocando un
cubreobjetos evitando la formacion de burbujas.
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Evaluacion de la expresion de p53

La evaluacion de cada inmunohistoquimica se realizd en un microscopio 6ptico
por un médico especialista en patologia clinica, quien determind el porcentaje de
expresion de p53 con base en el grado de tincion nuclear. Las muestras con menos del
10% de las células tefiidas fueron consideradas como negativas para la expresion de
p53 y las muestras positivas fueron catalogadas en expresion baja (10-25% de células

tefiidas), expresion moderada (26-50%), y expresion alta (>50%).

6.5 Evaluacién de metilaciones en el promotor de TP53
Se empled el EZ DNA Methylation-Lightning Kit (ZymoResearch, CA,
E.U.A.) para la modificaciébn mediada por bisulfito de citosinas no metiladas a
uracilos. Se afiadieron de 130 puL de Lightning Conversion Reagent a cada una de las
muestras de ADN extraido y normalizadas a 1000 ng en un volumen de 20 pL.
Posteriormente, se colocaron en el termociclador con el programa indicado por el
fabricante (Tabla 2).

Tabla 2. Programa de transformacion indicado por el fabricante

Temperatura Tiempo
98°C 8 minutos
54°C 60 minutos
4°C Almacenamiento (Maximo 20 horas)

Una vez finalizado la transformacion se coloc6 una Zymo-Spin™ IC Column
en un tubo de recoleccion de 2 mL, luego se anadieron 600 ul. de M-Binding Buffer y
la muestra previamente transformada dentro de la columna para ser mezclada por
inmersion. La columna se centrifugd a 10,000 x g durante 30 seg. El contenido del
tubo de recoleccion se descart6 y se afiadieron 100 ul M-Wash Buffer a la columna,
después se centrifugo a 10,000 x g durante 30 seg. Posteriormente, se afiadieron 200
uL de L-Desulphonation Buffer y se incub6 a temperatura ambiente durante 20 min'y
despues se centrifug6 a 10,000 x g durante 30 seg. El contenido del tubo de recoleccién
se descarto y se realizaron un par de lavados afiadiendo 200 ul. M-Wash Buffer a la
columna y centrifugando a 10,000 x g durante 30 seg. Finalmente, se afiadieron 10 uL.
de agua inyectable y se centrifug6 a 10,000 x g durante 30 seg. La muestra eluida se

almacen6 a -20°C hasta su uso posterior.
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Amplificacion por PCR especifica para metilaciones (MSP)

El perfil de metilaciones del promotor del gen TP53 se determin6 mediante la
técnica de PCR especifica para metilaciones (MSP; Methylation Specific PCR) usando
cebadores especificos previamente publicados para la amplificacion de regiones
modificadas y no modificadas por bisulfito (Saeed et al., 2019) (Tabla 3). Se preparo

una solucion de trabajo de 10 uM para cada uno de los cebadores.

Tabla 3. Caracteristicas de los cebadores dirigidos al promotor del gen TP53.

Amplicon Cebador Oligonucledtido Tm(°C)
OligoF 5- TTCGGTAGGCGGATTATTTG -3’
p53-Met OligoR 5’- AAATATCCCCGAAACCCAAC -3 58
193 pb
OligoF 5-TTGGTAGGTGGATTATTTGTTT -3’
p53-Umet  OligoR 5’- CCAATCCAAAAAAACATATCAC -3’ 53
247 pb

Cada reaccion de MSP fue peparada usando la enzima TaKaRa EpiTaq™ HS

(Takara, USA) en las condiciones indicadas en la Tabla 4.

Tabla 4. Composicion de la mezcla de PCR utilizando TaKaRa EpiTaq™ HS

1x

Muestra 2ul

10X EpiTaq PCR Buffer (Libre de Mg2+) 2.5ul

MgCI2 3ul
dNTPs 3ul
EpiTaq HS (5 U/uL) 0.125ul
Cebador Sentido 0.5ul
Cebador antisentido 0.5ul
Agua inyectable 14.375ul

Para cada reaccion de PCR se incluyeron como control negativo una reaccion
con agua libre de nucleasas y el control positivo comercial Human Methylated & Non-
methylated DNA Set (Zymo Research, Orange, CA, E.U.A.). El programa de PCR
utilizado se muestra en la Tabla 5.
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Tabla 5. Programa de PCR para el termociclador

Ciclos Tm Tiempo
Desnaturalizacion inicial 1 94°C 5 min
Desnaturalizacion 94°C 30 seg
60°C Metilado
Alineamiento 53°C No metilado

30 seg

Extension 40 72°C 30 seg
Extension final 1 72°C 7 min

Finalmente, el producto de PCR se analizd en un gel de agarosa al 2.5%,

utilizando buffer TBE al 1X. El gel se sumergio en bromuro de etidio y se visualiz6

en un transiluminador de luz UV.

6.6 Analisis estadistico

Se analizaron las caracteristicas clinicas en los expedientes médicos de los

pacientes. Toda la informacion obtenida se muestra en frecuencias absolutas,

porcentajes 0 medianas y rangos. Para el andlisis de resultados se utilizaron las pruebas

de U de Mann-Whitney, X? de Pearson, la prueba exacta de Fisher y H de Kruskal

Wallis. Se consideré como significativo un valor de p<0.05. Para el anélisis de

supervivencia se utilizé el analisis de Kaplan-Meier. Todos los andlisis se realizaron

empleando el programa IBM SPSS Statistics (Version 26, SPSS. Inc., Chicago,

EUA).
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7. RESULTADOS

7.1 Poblacién de estudio
El estudio fue realizado a partir de los tejidos FFpE de 110 pacientes con
diagndstico de GBM. Un total de 61 casos cumplieron con las caracteristicas que

definen a un GBM, ademas de contar con el historial clinico completo (Figura 10).
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Figura 10. Caracteristicas clasicas de un Glioblastoma multiforme. A) Necrosis en empalizada. B)

Hiperplasia endotelial.

De los 61 casos incluidos, 25 (40.1%) correspondieron al grupo de edad de
mayores de sesenta y cinco afios y el 55.7% fueron del género masculino. Ademas, la
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media de supervivencia fue de 12.9 meses, solamente 25 (41.0%) sobrevivieron mas
de 12 meses una vez realizado el diagndstico. El principal sitio de localizacion del
tumor fue el hemisferio central derecho (HCD) con 33 (54.1%) seguido del hemisferio
central izquierdo (HCI) con 25 (41.0%). Un total de 24 (39.3%) de los 61 pacientes
tuvieron una recidiva tumoral y 3 (4.9%), 6 (9.8%), 23 (37.7%) y 29 (47.6%)
recibieron como tratamiento quimioterapia, radioterapia, ambas o0 ninguna,

respectivamente (Tabla 6).

Tabla 6. Caracteristicas clinicas de 61 pacientes con GBM.

Total
Edad 56 (6-83)
Edad >65 afios 25 (40.1%)
Genero
Masculino 34 (55.7%)
Femenino 27 (44.3%)
Supervivencia
>12 meses 25 (41.0%%)
<12 meses 36 (59.0%)
Localizacion
HCD 33 (54.1%)
HCI 25 (41.0%)
LM 3 (4.9%)
Reseccion quirargica
Total 7 (11.5%)
Subtotal 25 (41.0%)
Parcial 29 (47.5%)
Recidiva
Si 24 (39.3%)
No 37 (60.7%)
ECOG?
v 1(1.6%)
1¢ 13 (21.3%)
2d 6 (9.8%)
3¢ 17 (27.9%)
4f 24 (39.4%)
59 -
Tratamiento
QT 3 (4.9%)
RT 6 (9.8%)
Ambas 23 (37.7%)
Ninguna 29 (47.6%)

@ Escala de funcionalidad utilizada en pacientes con cancer. Obtenido de Cruz & Acevedo, 2014.
b Completamente activo, capaz realizar todas las actividades previas a la enfermedad, sin restriccion.
¢ Restringido en actividad fisica extrema, capaz de caminar y realizar trabajos livianos.
d Capaz de caminar y de autocuidado, pero incapaz de realizar cualquier tipo de trabajo.
¢ Capaz de autocuidado limitado, se mantiene postrado o en silla mas de 50% de las horas que esta
despierto.
f Completamente incapacitado. No puede realizar autocuidado. Totalmente confinado en cama o silla.
9 Muerte.
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7.2 Deteccion de CMV en pacientes con GBM
Los 61 casos incluidos en el estudio resultaron negativos para el gen gB del
CMV (Figura 11).
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Tabla 11. Curva de amplificacion del gen gB del CMV en los casos de GBM. Las lineas rojas
corresponden al control positivo (Bloque de ADN gendmico) y las lineas verdes corresponden a las
muestras de GBM.

7.3 Evaluacion de la expresiéon de p53 en pacientes con GBM
La valoracion de las 61 laminillas con IHQ para p53 incluyo la determinacion
de laexpresion de p53 (>10% de tincion nuclear), las tinciones positivas se clasificaron
como expresion baja (10-25%), expresion moderada (26-50%) y expresion alta
(>51%) (Figura 12-15).
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Figura 12. Tincion IHQ para p53 en GBM deI pamente No. 18. A) T|nC|on del tumor con hematoxilina
y eosina. B) Expresion de p53 por IHQ en carcinoma de mama. C) Expresion nuclear de p53 (Expresion
negativa) por IHQ en GBM.
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Figura 13. Tincion IHQ para p53 en GBM del paciente No. 17. A) Tincion del tumor con hematoxilina

C) fealtia

y eosina. B) Expresion de p53 por IHQ en carcinoma de mama. C) Expresion nuclear de p53 (Expresion
baja) por IHQ en GBM.
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Figura 14. Tincion IHQ para p53 en GBM del paciente No. 13. A) Tincién del tumor con hematoxilina
y eosina. B) Expresion de p53 por IHQ en carcinoma de mama. C) Expresion nuclear de p53 (Expresion
moderada) por IHQ en GBM.
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Figura 15. Tincion IHQ para p53 en GBM del paciente No. 19. A) Tincién dél tumor con hematoxilina
y eosina. B) Expresion de p53 por IHQ en carcinoma de mama. C) Expresion nuclear de p53 (Expresion
alta) por IHQ en GBM.
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7.4 Evaluacion de la expresion de p53 con respecto a las caracteristicas
clinico-histopatologicas de los pacientes.

De los 61 casos en el estudio, 4 debieron ser descartados debido a nula
inmunoreactividad del anticuerpo. De los 57 especimenes evaluados, 22 (38.6%)
correspondieron al grupo de més de sesenta y cinco afios, 8 (36.4%) de los 22
presentaron expresion negativa, mientras que en 14 (63.3%) se encontrd una expresion
positiva, ademas, la mayoria de los casos correspondieron al género masculino con 33
(57.9%), ambas caracteristicas no fueron estadisticamente significativas (p>0.05). Se
determind que de los 33 (57.9%) casos que sobrevivieron menos de doce meses 13
(39.4%) fueron negativos a la expresion, mientras que 20 (60.6%) resultaron positivos,
esto represento una diferencia significativa marginal (p=0.083). La localizacion mas
comudn fue el HCD con 9 (30%) y 21 (70%) en expresion negativa y positiva,
respectivamente, sin embargo, esto no represento una diferencia significativa
(p=0.322). Un total de 34 (59.6%) de los 57 casos no tuvieron una recidiva, 24 (64.7%)
de los 34 presentaron expresion positiva para p53. La mayoria de los casos se
encontraron en el grado 4 de la escala de ECOG, encontrando que 13 (61.9%) de los
21 tuvieron expresion positiva. La mayoria de los casos con expresion negativa fueron
casos en donde el paciente no recibié tratamiento con 9 (36%) casos, mientras en los
casos de expresion positiva la mayoria recibieron ambos tratamientos (quimioterapia
y radioterapia) con 17 (73.9%) casos. La localizacion quirdrgica, recidiva, escala de

ECOG y tratamiento no tuvieron una significancia estadistica (p>0.05) (Tabla 7).
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Tabla 7. Evaluacion de la expresion de p53 con respecto a las caracteristicas clinico-

histopatoldgicas en 61 pacientes con GBM.

Expresién p53

Total Negativa® Positiva®
(n=57) (n=17) (n=40) P
Edad 56.6 (6-83) 112
>65 afios 22 (38.6%)  8(36.4%) 14 (63.6%) 553
Género Jq71
Masculino 33 (57.9%) 9 (27.3%) 24 (72.2%)
Femenino 24 (42.1%) 8 (33.3%) 16 (66.7%)
Supervivencia 0.083
>12 meses 24 (42.1%) 4 (16.7%) 20 (83.3%)
<12 meses 33(57.9%)  13(39.4%) 20 (60.6%)
Localizacion 0.322
HCD 30 (52.6%) 9 (30%) 21 (70%)
HCI 24 (42.1% 8 (33.3%) 16 (66.7%)
LM 3 (5.3%) - 3 (100%)
Reseccion quirdrgica 0.428
Total 7 (12.3%) 2 (28.6%) 5 (71.4%)
Subtotal 23(40.4%) 9 (39.1%) 14 (60.9%)
Parcial 27 (433%)  6(22.2%) 21 (77.8%)
Recidiva 0.379
Si 23(40.4%) 5 (21.7%) 18 (78.3%)
No 34 (50.6%)  12(35.3%) 22 (64.7%)
ECOG® 0.338
0 1 (1.8%) - 1 (100%)
1¢ 13(22.8%) 5 (38.5%) 8 (61.5%)
of 6 (10.5%) 2 (33.3%) 4 (66.7%)
30 16 (28.1%) 2 (12.5%) 14 (87.5%)
4 21(36.8%) 8 (38.1%) 13 (61.9%)
5 - - -
Tratamiento 0431
QT 3 (10.5%) - 3 (100%)
RT 6 (10.5%) 2 (33.3%) 4 (66.7%)
Ambas 23(40.4%) 6 (23.1%) 17 (73.9%)
Ninguna 25 (43.9%) 9 (36%) 16 (64%)

Valores mostrados en frecuencias absolutas (porcentaje). La edad se muestra en mediana (rango).

a< del 10% de células tefiidas.
b > del 10% de células tefiidas.

¢ Escala de funcionalidad utilizada en pacientes con cancer. Obtenido de Cruz & Acevedo, 2014.
4 Completamente activo, capaz realizar todas las actividades previas a la enfermedad, sin restriccion.
¢ Restringido en actividad fisica extrema, capaz de caminar y realizar trabajos livianos.
f Capaz de caminar y de autocuidado, pero incapaz de realizar cualquier tipo de trabajo.
9 Capaz de autocuidado limitado, se mantiene postrado o en silla mas de 50% de las horas que esta
despierto.
h Completamente incapacitado. No puede realizar autocuidado. Totalmente confinado en cama o silla.
" Muerte.
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En la Figura 16 se observa la gréafica de Kaplan-meier donde se comparé la
supervivencia de los 57 casos en donde se evaluo la expresion de p53, se observa que
los pacientes con expresion negativa a p53 tuvieron una disminucion en la

supervivencia, se encontro una diferencia significativa marginal (Log rank, p=0.093).
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Figura 16. Analisis de Kaplan-Meier de la sobrevida a 12 meses de los pacientes con GBM en funcién
de la expresion de la proteina p53.

De los 40 casos evaluados como positivos, se clasificaron 18, 11 y 11 como
expresion baja, moderada y alta, respectivamente. La localizacion mas comun fue el
HCD con 8 (38.1%), 7 (33.3%) y 6 (28.6%) en expresion baja, moderada y alta,
respectivamente, se encontr6 una diferencia significativa (p=0.021). Al igual que la
localizacion, se determind una diferencia significativa en el tratamiento aplicado
(p=0.037). EIl resto de las caracteristicas clinico-histopatoldgicos no fueron
estadisticamente significativas (p>0.05). De los 40 especimenes, 14 (35%)
correspondieron al grupo de mas de sesenta y cinco afos, predominando los casos de
expresion baja con 7 (50%). EI género masculino tuvo 24 (60.0%) casos, encontrando
que la mayoria de los casos fueron de expresion baja con 12 (50.0%) casos. Se
determinaron 7 (33.3%) casos que tenian una sobrevida menor a 12 meses con

expresion alta de p53, mientras que aquellos que sobrevivieron mas de 12 meses con
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expresion alta de p53 solamente fueron 4 (19.0%) casos. Un total de 22 (55.0%) de los

57 casos no tuvieron una recidiva. La mayoria de los casos se encontraron en el grado

3 de la escala de ECOG, encontrando 14 (35.0%) de los 40 que tuvieron expresion

positiva (Tabla 8).

Tabla 8. Evaluacion de la expresion positiva de p53 con respecto a las caracteristicas

clinico-histopatoldgicas en los 40 pacientes con GBM con expresion positiva.

Edad
Edad >65 afios
Genero
Masculino
Femenino
Supervivencia
>12 meses
<12 meses
Localizacion
HCD
HCI
LM
Reseccion quirdrgica
Total
Subtotal
Parcial
Recidiva
Si
No
ECOG®
Oe
1f
29
3h
4
51'
Tratamiento
QT
RT
Ambas
Ninguna

Total
(n=40)
54.5 (6-78)
14 (35%)

24 (60%)
16 (40%)

20 (50%)
20 (50%)

21 (52.5%)
16 (40.0%)
3 (7.5%)

5 (12.5%)
14 (35.0%)
21 (52.5%)

18 (45.0%)
22 (55.0%)

1 (2.5%)

8 (20.0%)
4 (10.0%)
14 (35.0%)
13 (32.5%)

3 (7.5%)
4 (10.0%)
17 (42.5%)
16 (40.0%)

Expresion positiva p53

Baja®
(n=18)

7 (50.0%)

12 (50.0%)

6 (37.5%)

9 (42.9%)
9 (42.9%)

8 (38.1%)
9 (56.2%)
1 (33.3%)

1 (20.0%)
9 (64.3%)
8 (38.1%)

9 (50.0%)
9 (40.9%)

4 (50.0%)
2 (50.0%)
8 (57.2%)
4 (30.8%)

3 (100.0%)

1 (25.0%)
8 (47.0%)
6 (37.5%)

Moderada®
(n=11)

4 (28.6%)

6 (25.0%)
5 (31.25%)

7 (33.3%)
4 (19.0%)

7 (33.3%)
2 (12.5%)
2 (66.7%)

4 (80.0%)
3 (21.4%)
4 (19.0%)

4 (22.2%)
7 (31.8%)

1 (100.0%)
2 (25.0%)
1 (25.0%)
3 (21.4%)
4 (30.8%)

7 (41.2%)
4 (25.0%)

Alta®
(n=11)

3 (21.4%)

6 (25.0%)
5 (31.25%)

4 (19.0%)
7 (33.3%)

6 (28.6%)
5 (31.3%)

2 (14.3%)
9 (42.9%)

5 (27.8%)
6 (27.3%)

2 (25.0%)
1 (25.0%)
3 (21.4%)
5 (38.4%)

3 (75%)
2 (11.8%)
6 (37.5%)

Valores mostrados en frecuencias absolutas (porcentaje). La edad se muestra en mediana (rango).

210-25% de células tefiidas.
b 26-50% de células tefiidas.
¢ >del 51% de células tefiidas.

d Escala de funcionalidad utilizada en pacientes con cancer. Obtenido de Cruz & Acevedo, 2014.
¢ Completamente activo, capaz realizar todas las actividades previas a la enfermedad, sin restriccion.
fRestringido en actividad fisica extrema, capaz de caminar y realizar trabajos livianos.
9 Capaz de caminar y de autocuidado, pero incapaz de realizar cualquier tipo de trabajo.
h Capaz de autocuidado limitado, se mantiene postrado o en silla méas de 50% de las horas que esta

despierto.

p
0.729

0.808
0.737

0.441

0.234

0.021

0.771

0.785

0.037

i Completamente incapacitado. No puede realizar autocuidado. Totalmente confinado en cama o silla.

i Muerte.
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En la Figura 17 se observa la gréafica de Kaplan-meier donde se comparé la
supervivencia de los 40 casos donde se evalud la expresion de p53 como positiva, se
observa que los pacientes con expresion alta de p53 tuvieron una ligera disminucion
en la supervivencia comparado con los grupos de expresion baja y moderada, sin
embargo, no fue significativo (Log rank, p= 0.418).
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Figura 17. Anélisis de Kaplan-Meier de la sobrevida a 12 meses de los pacientes con GBM en funcion
de la expresion positiva de la proteina p53.

7.5Evaluacion del estado de metilacion del promotor del gen TP53 en
pacientes con GBM

El estado de metilacion se determino con la técnica MSP de muestras

convertidas mediante bisulfito, si amplific6 con los cebadores especificos para

regiones transformadas se determin como no metilado, si amplific6 con los cebadores

especificos para regiones no transformadas se determind como metilado y mientras

que si amplificd con ambos cebadores se definié como metilado (Figura 18-19).

En la Figura 18 se ve en el carril 5 y 7 la amplificacion del fragmento de 247
pb correspondiente al amplicon del ADN no metilado, esto indica que las muestras 36
y 37 no tienen metilaciones en el promotor de TP53. En la Figura 19 se observa en
los carriles 4 y 5 la amplificacion del fragmento de 193 pb correspondiente al amplicon
del ADN metilado, esto indica que las muestras 20 y 21 tienen el promotor de TP53

metilado.
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Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa al 2.5%. Carril 1: Marcador molecular 100 pb, carril 2:
control negativo-M, carril 3: control negativo-UM, carril 4: Muestra 35-M, carril 5: Muestra 35-
UM, carril 6: muestra 36-M, carril 7: muestra 36-UM, carril 8: control positivo M, carril 9: control
positivo-UM vy carril 10: marcador de peso molecular 100 pb. M: Cebadores dirigidos a regiones
metilados y UM: cebadores dirigidos a regiones no metilados.

Figura 19. Electroforesis en gel de agarosa al 2.5%. Carril 1: Marcador molecular 100 pb, carril 2:
control negativo-M, carril 3: muestra 15-M, carril 4: Muestra 20-M, carril 5: Muestra 21-M, carril
6: muestra 22-M, carril 7: muestra 23-UM, carril 8: muestra 24-M, carril 9: muestra 27-M y carril
10: control positivo-M. M: Cebadores dirigidos a regiones metilados.
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7.6 Evaluacién del estado de metilacion del promotor del gen TP53 con
respecto a las caracteristicas clinico-histopatoldgicas de los pacientes.

De los 61 casos en el estudio, se determin el estado de metilacion del promotor
del gen TP53 de 41 casos, encontrando 20 casos no metilados y 21 metilados. Se
observé una diferencia significativa en la edad (p=0.05) respecto al estado de
metilacion de TP53. De los 41 especimenes evaluados, 18 (43.9%) correspondieron al
grupo de méas de sesenta y cinco afos representando una diferencia significativa
(p=0.039), y la proporcion fue mayor en hombres con 23 (56.1%), sin embargd, esto
no represento una diferencia estadistica (p=0.350). De los 41 casos evaluados, 23
(56.1%) sobrevivieron menos de 12 meses, 12 (52.2%) de los 23 fueron metilados,
esto no fue estadisticamente significativo (p=1.000). La mayoria de los casos de los
casos que no tuvieron una recidiva fueron metilados con 15 (55.6%), mientras que los
tuvieron una recidiva fueron mas casos no metilados con 8 (57.1%), sin embargo, este
hallazgo no fue estadisticamente significativo (p=0.520). El Gnico caso que recibio
quimioterapia fue no metilado, los 3(100%) casos que recibieron radioterapia
correspondieron a casos metilados, mientras que la mayoria que recibié ambos
tratamientos fueron metilados con 9 (52.9%). No se encontrd6 una diferencia
significativa en la relacién de la localizacién, reseccion quirdrgica, la escala de ECOG
y el estado de metilacion del promotor del gen TP53 (p>0.05) (Tabla 9).
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Tabla 9. Evaluaciéon del estado de metilacion del promotor del gen TP53 con respecto a las

caracteristicas clinico-histopatoldgicas en los 40 pacientes con GBM con expresion positiva.

Estado de metilacién

Total Metilado No metilado )
(n=41) (n=21) (n=20)
Edad 56 (7- 83 afos) 0.050
Edad >65 afios 18 (43.9%) 11 (61.1%) 7 (38.9%) 0.039
Genero 0.350
Masculino 23 (56.1%) 10 (43.5%) 13 (56.5%)
Femenino 18 (43.9%) 11 (61.1%) 7 (38.9%)
Supervivencia 1.000
>12 meses 18 (43.9%) 9 (50.0%) 9 (50.0%)
<12 meses 23 (56.1%) 12 (52.2%) 11 (47.8%)
Localizacion 0.224
HCD 22 (53.6%) 12 (54.5%) 10 (45.5%)
HCI 17 (41.5%) 9 (52.9%) 8 (47.1%)
LM 2 (4.9%) - 2 (100.0%)
Reseccidn quirdrgica 0.552
Total 6 (11.6%) 2 (33.3%) 4 (66.7%)
Subtotal 17 (41.5%) 10 (58.8%) 7 (41.2%)
Parcial 18 (43.9%) 9 (50.0%) 9 (50.0%)
Recidiva 0.520
Si 14 (34.1%) 6 (42.9%) 8 (57.1%)
No 27 (65.9%) 15 (55.6%) 12 (44.4%)
ECOG? 0.740
o 1 (2.4%) - 1 (100.0%)
1° 10 (24.4%) 5 (50.0%) 5 (50.0%)
2 5 (12.2%) 2 (40.0%) 3 (60.0%)
3¢ 12 (29.3%) 7 (58.3%) 5 (41.7%)
4 13 (31.7%) 7 (53.8%) 6 (46.2%)
59 - - -
Tratamiento 0.123
QT 1 (2.4%) . 1 (100.0%)
RT 3 (7.3%) 3 (100.0%) -
Ambas 17 (41.5%) 9 (52.9%) 8 (47.1%)
Ninguna 20 (48.8%) 9 (45.0%) 11 (55.0%)

@ Escala de funcionalidad utilizada en pacientes con cancer. Obtenido de Cruz & Acevedo, 2014.
b Completamente activo, capaz realizar todas las actividades previas a la enfermedad, sin restriccion.
¢ Restringido en actividad fisica extrema, capaz de caminar y realizar trabajos livianos.
d Capaz de caminar y de autocuidado, pero incapaz de realizar cualquier tipo de trabajo.
¢ Capaz de autocuidado limitado, se mantiene postrado o en silla mas de 50% de las horas que esta
despierto.
f Completamente incapacitado. No puede realizar autocuidado. Totalmente confinado en cama o silla.
9 Muerte.
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En la Figura 20 se observa la gréafica de Kaplan-meier donde se comparé la
supervivencia de los 41 casos donde se determind el estado de metilacion del promotor
del gen TP53, no se observa una diferencia significativa en la supervivencia de los
casos metilados y no metilados (Log rank, p= 0.303).

Funciones de supervivencia

10 Estado de
metilacion
. TPS3
| M Metiladao
08 — Mo metilado
Log Rank p: 0.303

04

Supervivencia acumulada

0z

oo

0 2 4 4 g 10 12

Supervivencia
Figura 20. Andlisis de Kaplan-Meier de la sobrevida a 12 meses de los pacientes con GBM en funcion
del estado de metilacion del promotor del gen TP53 p53.

En la Tabla 10 se observa la correlacion del estado de metilacion con la
expresion de p53 en 38 casos con GBM, se observa que no existié una diferencia
significativa (p=1.000)

Tabla 10. Estado de metilacién de 38 pacientes con GBM vy su relacién con la expresion de p53.

Expresion de p53

(Iggzl) Positiva Negativa p
(n=28) (n=10)
Estado de metilacion 1.000

Metilado 19 (50.0%) 14 (73.7%) 5 (23.3%)
No metilado 19 (50.0%) 14 (73.7%) 5 (23.3%)
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7 DISCUSION

El Glioblastoma Multiforme es el tumor del sistema nervioso central mas
comun, representa aproximadamente el 50% de todos los tumores del sistema nervioso
central, ademés de ser muy agresivo debido a que los pacientes tienen una sobrevida
de 12 a 15 meses una vez realizado el diagndstico (Krex et al., 2007; Tamimi et al.,
2017). Actualmente los Unicos factores de riesgo asociados al desarrollo o progresion
tumoral son la radiacién ionizante y ciertos trastornos geneticos hereditarios, se ha
buscado la relacion de otros factores como agentes infecciosos, medicamentos,
traumatismo craneoencefalico, transfusion de sangre, cirugia, anestesia y factores de
estilo de vida como la dieta, sin embargo, estos no han sido concluyentes (Nelson et
al., 2012). La infeccion por virus oncomoduladores como CMV o EBV con la
aparicion o progresion del Glioblastoma multiforme, aunque esto ha sido causa de
controversia debido a que la prevalencia encontrada es de 0 a 100% (Rahman et al.,
2019).

El objetivo del presente estudio fue identificar la prevalencia de la infeccion
por CMV, asi como el estado de metilacion del promotor del gen TP53 y su expresion
en tejido tumoral de pacientes con Glioblastoma Multiforme de una unidad médica de
tercer nivel de atencion del noreste de México. Actualmente los reportes que describen
la prevalencia de la infeccion por HCMV son controversiales, ademas, ya se ha
reportado que el gen TP53 puede presentar mutaciones en el 30% de los casos, sin
embargo, pocos han buscado si las metilaciones pueden jugar un papel importante en
la expresion de la proteina de supresion tumoral p53. Todos los especimenes de tejido
tumoral del sistema nervioso central que conformaron el grupo de estudio tuvieron un
diagndstico de GBM y corresponden a muestras tomadas y procesadas en el periodo
del 1 de enero de 2016 al 31 de diciembre del 2019 del Departamento de Neurocirugia
y el Departamento de Patologia de la Unidad Médica de Alta Especialidad No. 25 del
Instituto Mexicano del Seguro Social.

Diversos estudios establecieron que la mayoria de los casos de GBM fueron pacientes
con un rango de edad 55 a 60, los casos tienen una incidencia mayor en hombres que
en mujeres y la sobrevida de muchos pacientes es de 14 a 15 meses (Grech et al., 2020;
Hanif et al., 2017). Nuestros resultados concuerdan con los reportes ya que la mediana
fue de 56 afos, el 56.7% de los casos fueron hombres y el 59% presentaron una

sobrevida menor a 12 meses. Mas del 90% de los pacientes diagnosticados con GBM
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pueden recurrir al tumor (Roy et al., 2015), sin embargo, en este estudio solamente 24
(39.3%) de los 61 especimenes tuvieron una recidiva. En un estudio de 2018 se
clasifico el grado de ECOG del 0-1 con 45 (59.2%) pacientes con GBM y del 2-5 con
31 (40.8%) (Lee et al., 2018), nuestros resultados no concuerdan que lo reportado

debido a que tenemos 14 (23%) casos correspondientes del grado 0-1y 47 (77%).

Ademas, los tratamientos utilizados en pacientes con GBM son la radioterapia
y quimioterapia, siendo uno de los tratamientos mas aplicados el uso de radioterapia
con la temozolamida como adyuvante (Villa et al., 2014). Los tratamientos aplicados
a los casos en este estudio fueron quimioterapia, radioterapia, ambas terapias y ninguna
teniendo 4.9%, 9.8%, 37.7% y 47.6%, respectivamente. Adicionalmente, se ha
reportado que los gliomas se encuentran mas comunmente en el hemisferio derecho
(51%) que en el izquierdo (40%) (Larjavaara et al., 2007). Nuestros resultados
concuerdan ya que el 54.1% se encontraban en el hemisferio derecho, mientras que

41.0% lo presentaron en el hemisferio izquierdo.

El HCMV es un herpesvirus que tiene una seroprevalencia del 50 al 90% de la
poblacion, es considerado un virus oncomodulador debido a que interactta con el ciclo
celular del huésped para asi crear el entorno 6ptimo para la expresion génica viral, la
replicacion del ADN vy la produccion de virus infecciosos. EI genoma del HCMV tiene
2 regiones de transcripcion temprana (IE1 e 1E2), estas producen 2 proteinas virales
conocidas como IE1-72 e IE2-86, estas son importantes en la alteracion del ciclo
celular activando o bloqueando la progresién del ciclo celular en ausencia de otras
proteinas virales. Ensayos in vitro han demostrado que IE1-72 induce la acumulacion
nuclear de p53, mientras que 1E2-82 es un transactivador de los genes tempranos del
HCMV, ademés que se une a RB y p53 (Spector, 2015). Ademas, otra proteina de
interés es la Glicoproteina B, esta tiene un papel importante en la entrada y fusion del
virus, se cree que participa en la propagacion del virus de célula a célula y se ha
propuesto son necesarias para el ensamblaje del virion y su salida de las células
infectadas (Isaacson & Compton, 2009). La deteccion de ADN del CMV en el presente
trabajo fue realizada mediante amplificacion de un fragmento del gen que codifica para
gB debido a su importancia para la infeccion viral y que su secuencia de nucle6tidos
se encuentra conservada, ademas, varias regiones del gen gB se han utilizado como
dianas de ensayo de PCR (Britt et al., 2005; Chou & Dennison, 1991; Fox et al., 1992;
Guiver et al., 2001; Walter et al., 2008).
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La basqueda del HCMV en pacientes con GBM capto el interés debido a la
inflamacién cronica y al estado inmunodeprimido de los pacientes, esto seria el
entorno perfecto para la reactivacion del HCMV en las células tumorales (Rahman et
al., 2019). Cobbs y colaboradores en 2002 fueron los primeros en demostrar la
presencia del HCMV en pacientes glioma de bajo y alto grado, ellos encontraron que
22 (100%) de 22 muestras que correspondian a GBM fueron positivas (Cobbs et al.,
2002). Scheurer y colaboradores en 2008 encontraron resultados similares, reportando
un 100% de prevalencia en 21 muestras de GBM (Scheurer et al., 2008). Mientras que
Mitchell y colaboradores en 2008 determinaron que 42 (93.3%) de 45 eran positivas
(Mitchell et al., 2008). Sin embargo, otros estudios han reportado resultados distintos,
Priel y colaboradores en 2015 reportaron un 0% de prevalencia en 7 muestras de GBM
y un estudio reciente realizado por Garcia-Martinez y colaboradores en 2017 en donde
evaluaron la presencia de HCMV mediante PCR e inmunohistoquimica encontraron
un 2.52% de prevalencia en 119 muestras de GBM (Garcia-Martinez et al., 2017; Priel
et al., 2015). Los resultados han sido de gran controversia debido a la prevalencia
reportada de 0 a 100%. En el presente estudio se reporté un 0% de prevalencia de
HCMV en las 62 muestras de GBM analizadas. La prevalencia de 0% concuerda con
lo reportado Poltermann y colaboradores en 2006 que determinaron que 0 (0%) de 40
muestras de GBM fueron positivas para el material genético del CMV (Poltermann et
al., 2006). La razén de encontrar una prevalencia de 0 a 100% puede ser el uso de
distintas técnicas como inmunohistoquimica, hibridacion in situ, microscopia
electrénica, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) junto con secuenciacion de
ADN vy citometria para detectar proteinas (IE1, US28, pp65, gB, IL-10y pp28) y ADN
(IE1y gB) del HCMV (Dziurzynski et al., 2012). Recientemente se ha sugerido el uso
de un ensayo gPCR duplex para la basqueda de los genes IE2 y gB podria evitar los
falsos negativos, esto se debe a la evidencia de que el gen gB no se encuentra tan
conservado como se afirmaba y en algunos estudios los oligonucledtidos y sondas
dirigidos al gen IE2 detectaron ADN del CMV pero aquellos dirigidos a gB dieron

resultados negativos (Novak et al., 2011).

La proteina de supresion tumoral p53 ha sido descrito como un posible
marcador molecular del prondstico en gliomas, en otros tipos de cancer como cancer
de endometrio, cancer de mama, y carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello

ya se demostro que se encuentra sobre-expresado. Existen diversos estudios en donde
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utilizan distintos puntos de corte para evaluar la expresion positiva de p53, el sistema
mas utilizado es expresion negativa cuando se encuentran menos del 10% de nicleos
teflidos y expresion positiva cuando se tiene 10% o mas de ndcleos tefiidos. Un
metaanalisis a partir de 21 estudios de la expresion de p53 en gliomas determino que
se tiene una media de 53.8% de casos positivos (rango de 33.3 a 68.9%) (Jin et al.,
2016). Otros estudios han reportado que los porcentajes de expresion van desde 0 hasta
un 90% de nucleos tefiidos, ademas de utilizar un punto de corte de igual 0 mayor a
10% de nucleos tefiidos como expresion positiva, encontrando que 27 (66%) de 41
casos fueron positivos a la expresion y 14 (34%) de 41 fueron negativos (Roshandel
et al., 2019). Nuestros resultados concuerdan con lo reportado encontrando un rango
de expresion de 0 a 90%, ademas de 40 (70.2%) de 57 casos evaluados fueron positivos
para la expresion, mientras que 17 (29.8%) tuvieron una expresion menor a 10%. Un
estudio reporté que los pacientes con GBM menores de 45 afios que tienen una
sobreexpresion de p53 tuvieron una mejor supervivencia comparado con aquellos
mayores de 45 afos (p=0.011) (Chaurasia et al., 2016), no encontramos una diferencia
significativa entre la expresion de p53 y el rango de edad de >65 afios (p=0.553).
Ademaés, Chaurasia en 2016 también report6 que no existio una diferencia significativa
en el analisis de Kapplan-Meier (p=0.056), sin embargo, este valor puede ser tomado
como una diferencia significativa marginal al encontrarse en un rango p>0.05y <0.1,
nuestros hallazgos son similares al observar una ligera disminucion en la sobrevida de
los pacientes con expresion negativa a p53 (p=0.093) (Figura 16). La mayoria de los
casos evaluados correspondieron a hombres sin expresion de p53 con 24 (72.2%), sin
embargo, la expresion de p53 no se encuentra relacionada con el género (p=0.771),
concuerda con lo reportado por Jin en 2016 donde encontraron un valor de p de 0.60
(Jinetal., 2016). Nuestros resultados indican que el tratamiento aplicado y la reseccion
quirdrgica correlacionado con la expresion de los 57 casos no tiene una diferencia
significativa (p>0.05), esto esta respaldado por Pardo y colaboradores en 2004 donde
determinaron que el uso de quimioterapia, radioterapias y el tipo de reseccién
quirdrgica no tiene una diferencia significativa (p>0.05). El valor de ECOG no ha sido
correlacionado con la expresion de p53, sin embargo, se ha reportado que la escala de
Karnofsky (similar a la escala ECOG) tiene una significancia estadistica (p=0.009),
sin embargo la escala de ECOG no tiene un valor estadistico (p=0.338) (Pardo et al.,
2004). (Tabla 7).
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Para los 40 casos con expresion positiva de p53 (>10% de nucleos tefiidos) se
utiliz6 la escala més utilizada para evaluar la expresion, de 10-25% de nucleos tefiidos
se clasifico como expresion baja, 26-50% expresién moderada y >50% fue clasificado
como expresion alta (Jin et al., 2016). En este estudio se encontraron 18 (45.0%) de
expresion baja, 11 (27.5%) de expresion moderada y 11 (27.5%). Muchos estudios
realizados en glioblastomas clasifican la expresion de forma similar, sin embargo,
solamente reportan expresion negativa y positiva, un estudio en cancer colorrectal
encontrd que 68 (13.7%) de 498 casos positivos correspondieron a expresion baja, 110
(22.1%) expresion moderada y 320 (64.3%) expresion alta (Oh et al., 2019). A
diferencia de la correlacién de la expresion y el tratamiento aplicado donde no se
encontré una diferencia significativa, la correlacion entre los grupos de expresion
positiva con el tratamiento recibido no fue significativo (p=0.418), y en este caso, la
sobrevida tuvo una diferencia significativa entre los grupos de expresiéon baja,
moderada y alta (p=0.037) (Tabla 8). La sobrevida a 12 meses de los 40 pacientes no
fue estadisticamente significativa (p=0.418) (Figura 16), mientras que al correlacionar
la expresion negativa y positiva con la sobrevida se obtuvo una diferencia significativa
marginal (p=0.093) (Figura 17).

Se ha reportado que la metilacion en el promotor de los genes puede regular su
expresion, el caso mas claro es el del gen MGMT que ya ha sido ampliamente
estudiado en pacientes con GBM, la metilacion del promotor de dicho gen puede ser
un indicador una mejor respuesta al tratamiento con temozolamida (Feldheim et al.,
2019). En cancer, la proteina de supresion tumoral p53 se encuentra des-regulada,
teniendo un rango de expresion de 0-90%, siendo que normalmente su expresion debe
ser del 10% o menos, se ha reportado que aproximadamente un 80% de los casos de
pacientes sanos poseen una expresion negativa de p53 (ldikio, 2011). EI gen TP53 se
encuentra mutado en un 30-70% de los casos de GBM vy las mutaciones de ganancia
de funcion se encuentran ampliamente relacionadas con la sobreexpresién de p53
provocando que p53 tenga funciones que ayudan a la progresion tumoral (Lee et al.,
2020). Sin embargo, son muy pocos los estudios enfocados en las metilaciones del
promotor del gen TP53, en adenocarcinoma se ha encontrado en el 18% de los casos
evaluados y comparado con la expresion de p53 no se encontré una diferencia
significitava (p=0.152) (Yatagai et al., 2019). En glioblastoma no se ha aclarado si las

metilaciones en el promotor de TP53 se asocia con la reduccion de la expresion
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transcripcional o traduccional. Un estudio realizado en 42 casos de GBM reporto que
solamente en 9 (21.4%) se encontraron metilados (Jesionek-Kupnicka et al., 2014).
Nuestros resultados no concuerdan con lo reportado en otros tipos de cancer y en
GBM, de los 41 casos evaluados se encontro 21 (51.2%) metilados y 20 (48.2%) no
metilados. Tambien se busco la correlacion entre la expresion de p53 y la metilacion
del promotor de TP53 y no se encontré diferencia significativa (p=0.787), similar a lo
encontrado en nuestro estudio (p=1.000) (Tabla 10). En el caso de las metilaciones se
encontro una diferencia significativa en la correlacion de la edad (p=0.050) y >65 afios
de edad (p=0.039), con el resto de caracteristicas clinico histopatologicas no se
encontrd diferencia significativa (p>0.05) (Tabla 9).
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8 CONCLUSION

Se determino un 0% de prevalencia de la infeccion de Citomegalovirus en
muestras de pacientes con Glioblastoma Multiforme.

De los 57 casos que se evalud la expresion se encontraron 17 (29.8%) casos
con expresion negativa y 40 (70.2%) positivos.

En pacientes con una supervivencia >12 meses se encontr6 una diferencia
significativa marginal (p=0.083).

La supervivencia en pacientes con expresion negativa fue menor comparado
con aquellos con expresion positiva, se encontrd una diferencia significativa
marginal (p=0.093), mientras que, el anélisis de Kaplan-Meier con los grupos
de expresion positiva se observé una ligera disminucion de la supervivencia en
los casos con expresion alta comparada con los grupos de expresion baja y
moderada, sin embargo, no hubo diferencia significativa (p=0.418).

Se encontr6 una diferencia significativa comparando la reseccion quirdrgica
(p=0.021) y el tratamiento recibido (p=0.037) con los grupos de expresién
positiva (baja, moderada y alta).

Se determino el estado de metilacion de 41 especimenes, 21 (51.2%) casos
metilados y 20 (48.2%) no metilados. Se encontr¢ diferencia significativa en
la edad (p=0.050) y en los pacientes mayores de 65 afios (p=0.039).

No existe relacion entre las metilaciones en el promotor TP53 y la expresion
de p53 (p=1.000).
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9 PERSPECTIVAS

Evaluar la prevalencia del Citomegalovirus en muestras de pacientes de GBM
por distintas técnicas como deteccidn de la proteina por gPCR duplex (genes
IE1, IE2 y gB), inmunohistoquimica dirigida a la proteina IE1, PCR anidada,
secuenciacion o hibridacion in situ, esto debido a las distinta sensibilidad y
especificidad.

Realizar secuenciacion dirigida a genes que funcionan como marcadores
moleculares en GBM y determinar si las mutaciones estan relacionadas con la
sobrevida a 12 meses de los pacientes.

Secuenciar el gen TP53 y correlacionar el tipo de mutaciones con la expresién
de la proteina p53, debido a los altos costos de secuenciacion se busca que por
pruebas de inmunohistoquimica se podria determinar el tipo de mutacién que

podria poseer el genoma del paciente.
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