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CD133 se asocia con el pronodstico

en astrocitoma pediatrico

CD133 is associated with prognosis in pediatric astrocitom

Enrique Lopez-Aguilar,! Abril Arellano-Llamas,? Félix Ignacio,” Ana Sepulveda-Vildésola,* Francisco Ja-
vier Garcia-Vdsquez,” Ana Paulina Riosocovian-Soto®

> RESUMEN

El cancer cerebral en pediatria, es el primer tumor soli-
do; los astrocitomas representan 60% de ellos. El cincer
proviene de células troncales positivas para CD133, su
expresion se asocia con mal prondstico en el glioma de
adultos, pero el comportamiento molecular de los glio-
mas de los nifios es diferente y no existen informes sobre
astrocitomas en pacientes pediatricos. Ademas CD133 se
ha relacionado con la angiogénesis tumoral. Realizamos
un estudio ambispectivo, observacional, longitudinal
y comparativo. Se incluyeron casos de astrocitoma de
cualquier grado entre 1995 y 2008, que recibieron tra-
tamiento estindar, se recopilé informacién clinica y se
obtuvieron muestras tumorales previo al tratamiento de
bloques de parafina para fines diagnosticos, de los cuales
se tomo una muestra y se realizd inmunohistoquimi-
ca (CD133 Cell Signaling clona C24B9). Hubieron
30 casos que cumplieron los criterios de inclusién: los
hombres representan 50%; mediana de edad 78.8 meses
(rango 16 a 192), menores de tres anos 10%, histologia:
bajo grado 70%, astrocitoma anaplisico 20%0, glioblasto-
ma multiforme 10%; inmunohistoquimica positiva para
CD133 14 casos con tincién membranal y citoplasmatica.
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> ABSTRACT

Brain cancer in pediatric age is the first solid tumor, the astrocyto-
ma represent 60%0 of all brain cancer. Cancer arise from troncal
cells that are positive for CD 133, its expression is associated with
worse prognosis than CD133 negative in adult glioma, howe-
ver the biological behavior of adult and pediatric astrocytomas are
different, and there are no reports of CD 133 expression in the pe-
diatric group. Besides CD 133 has been related with angiogenesis
in cancer. We have done ambispective, observational, longitu-
dinal and comparative study. We included any grade pediatric
astrocytoma diagnosed between 1995 and 2008, who received
standardized treatment. Clinic information was recuperated.
From the tumor samples taken for diagnosis before treatment, it
was taken a slide to perform immunohistochemsitry (CD133
Cell Signaling Clone C24B9). There were analized 30 cases,
50% were men, the age 78.8 months (16 to 192), less than three
years old 109, low grade astrocytoma 7096, anaplastic astroc-
yatoma 20% and multiform glioblastoma 10%; CD133+ 14
cases with a membranal and cytoplasmic pattern. The high grade
astrocytomas were CD133+ in 66.6% of cases, and low grade
52% (p = 0.240). The surveillance for the CD 133+ group was
22.59 less than CD133- group (log Rank Test 0.274). The
CD133+ pediatric astrocytomas had less surveillance, but there
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Tumores de alto grado fueron positivos para CD133
66.6%, los de bajo grado 52% (p = 0.240). La sobrevi-
vencia del grupo CD133+ fue 22.5% menor que la del
grupo CD133- (Log Rank Test 0.2749). Los astrocito-
mas en ninos CD133+ tuvieron menor sobrevida aunque
no hubo significancia estadistica por la heterogeneidad
de la muestra. Se observan diferencias de la expresion de
CD133 en los diversos grados de los tumores. Los tumo-
res CD133 positivos deberian recibir tratamientos mds
agresivos que incluyan antiangiogénicos.

Palabras clave: Astrocitoma, CD133, prominin,
prondstico, pediatria, México.

were not statistical significance because the sample heterogeneity,
there are different grades of expression of CD133 for each grade
of astrocytoma. CD133+ astrocytoma should receive aggressive
antiangiogenic chemotherapy.

Keywords: Astrocytoma, CD133, prominin, prognosis,
pediatric, Mexico

> INTRODUCCION

En nuestro pais los tumores del sistema nervioso central
representan 10% de los cinceres infantiles (incluyendo
leucemias y linfomas).! De ellos los astrocitomas son los
mas comunes.’ Se clasifican segiin la OMS en una escala
de grados segtin la conducta bioldgica,**y con esta clasifi-
cacion se predice: respuesta al tratamiento y prondstico.*

El prondstico de los astrocitomas grado IV, en series
que contienen pacientes pediatricos y adultos, la super-
vivencia media raramente excede los 12 meses.** Un
estudio realizado en el Hospital de Pediatria del Centro
Mcédico Nacional Siglo XXI, en astrocitomas de alto
grado, en el que se utilizé quimioterapia (ifostamida, car-
boplatino y etopdsido) previo a la radiacion, consiguid
supervivencia global a 60 meses de 67% de los casos y
libre de enfermedad de 569%.

El comportamiento molecular de los tumores ce-
rebrales en los ninos es diferente al de los adultos, por
ejemplo, aunque los gliomas de alto grado de adultos so-
breexpresan la proteina EGFR, la amplificacion del gen
es rara en ninos. Las observaciones obtenidas de los glio-
blastomas multiformes en adultos no son extrapolables a
la poblacidén pediatrica.*®

La estratificacion por riesgo es muy importante. El
andlisis del riesgo puede diferenciar a los pacientes en un
grupo que requiera tratamiento agresivo de un grupo de
bajo riesgo para el que es suficiente un protocolo tera-
péutico de menor agresividad.’

Sélo pocas células atipicas dentro de la masa tumoral
son responsables del crecimiento y recurrencia de algunos
canceres cerebrales. Son células troncales, transformadas a
tipo celular de sistema nervioso central con habilidad de ini-
ciar cancer, una célula tumoral cerebral troncal.' Las células
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troncales tienen las capacidades que requieren las células
para ser cancerosas.'!-?

El marcador de células troncales CD133 se descri-
bié en células humanas hematopoyéticas'*® y células
neuroepiteliales murinas.'"” Su funcién es desconocida,
pero se reconoce como marcador de células troncales de
tejidos normales y cancerosos.'** Este marcador podria
tener relacidn con la carcinogénesis por dos vias: la tumo-
rigénesis y la angiogénesis.

Las células tumorales CD133+ son tumorigénicas.
Singh (2003),' describi6 in vitro que las células CD133+
de un glioblastoma multiforme de adulto son capaces de
generar esferas tumorales y cancer xenografico fenotipi-
camente igual que el del paciente del que se obtuvieron
estas células.

Se ha estudiado la expresion de CD133 en astrocito-
mas de adultos y la expresion no es detectable en tumores
de bajo grado, y es positiva hasta 96% en el estadio IV.
La expresion de CD133 concede un riesgo de 17.46 (IC
95%, 5.49-55.52) y la organizacion topologica en agru-
pamiento un riesgo 5.62 (IC 95%, 2.04-15.51) p <0.001
como elementos prondsticos significativos de menor
supervivencia global independientes del grado OMS del
tumor, edad, o extensién de la reseccidn, resultados si-
milares para supervivencia libre de progresion con células
positivas y con formacién en grupos (OR, 8.13; 95%
IC, 3.63-18.25; p <0.001) y (OR, 4.67; 95% IC, 1.94-
11.23), respectivamente ademds la expresion elevada de
CD133 se asocia a mayor incidencia de recaida tumoral .

El comportamiento molecular de los astrocitomas
en la edad pediitrica, no se ha elucidado por completo y
se ha observado que s6lo una parte de las células dentro
del tumor tiene capacidad carcinogénica en modelos in
vivo, y expresan el marcador de células troncales de cancer



CD133. La expresion de este marcador en astrocitomas
de pacientes adultos se asocia con el prondstico y grado de
la enfermedad; sin embargo, en poblacidn pediatrica, el
comportamiento molecular de los gliomas es diferen-
te al de los adultos, y no se ha establecido la expresion
de CD133 ni su asociacioén con el prondstico de la en-
fermedad.

> OBJETIVO

Determinar si la expresion de la molécula CD133, en
los astrocitomas de pacientes pediatricos, se asocia con el
prondstico de los mismos.

> METODOS

Se realizd un estudio ambispectivo, observacional, lon-
gitudinal y comparativo, constituido por una cohorte
que se clasificd y compard en funcién de la expresion
de CD133. La poblacién que se examind estuvo consti-
tuida por pacientes con astrocitoma de alto y bajo grado
que fueron diagnosticados en el Hospital de Pediatria del
Centro Médico Nacional Siglo XXI entre enero de 1995
y diciembre de 2008.

Se incluyeron pacientes con diagnostico de certeza,
de género indistinto y que no hubiesen recibido ningtin
tratamiento al momento de obtenerse la muestra de teji-
do tumoral que se usé para este estudio, con un tiempo
minimo de observacion de dos meses. Se obtuvo muestra
del tejido tumoral la cual se mantenia conservada en para-
fina en el archivo histolégico del servicio de patologia. De
esta muestra, un médico patologo, ciego a la evolucidon
del paciente, efectud diagndstico histologico y determind
el grado de malignidad con la escala de la OMS. Por otro
lado se realiz6 inmunohistoquimica para determinar la
expresion de la molécula CD133 en el tumor.

Inmunohistoquimica: De las muestras parafinizadas del
tumor se realizaron cortes de tres micras de espesor, se
desparatinaron y rehidrataron (tren de alcoholes y agua
deionizada). Se expuso el epitope con citrato y presion.
Se utiliz6 anticuerpo policlonal primario de conejo anti
CD133 (1:100 clona C24B9, Cell Signaling Danvers,
MA, USA) y se incubd por media hora. Se agregd anti-
cuerpo secundario (anti-conejo) que se incubd por una
hora. Se revel6 la reaccién con diaminobenzidina y con-
tra tincion con hematoxilina.

El control negativo se sometié a toda la metodo-
logia, excepto la aplicacion de anticuerpo primario. Se
caracterizé un control positivo de rinén sano pediitri-
co, en el que se observo tincidén positiva para las células
glomerulares tnicamente. La tincién fue citoplasmatica
y membranal, con una intensidad adecuada. La reaccién
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Tabla 1.
Caracteristicas de la muestra.

Mediana n % Rango
Hombres 15 50
Edad (meses) 78.8 16-192
Menores de 36 meses 3 10
Vivo 15 56.7
Histologia
Bajo grado 21 70
Astrocitoma anaplasico 6 20
Glioblastoma multiforme 3 10
Localizacion tumoral
Supratenotrial 10 33.3
Infratentorial 13 43.3
Tallo cerebral 7 23.3
Expresion CD133+ 14 46.7

se caracterizO como ausencia de expresion, expresion
positiva (>1%0) y se clasificé en moderada (<50%) y alta
(>50%).

La observacién de la inmunohistoquimica fue reali-
zada por un médico neuropatdlogo experto, quien revisé
10 campos de alta resolucion, y establecié el porcentaje
de positividad.

Estadistica: Se utilizé estadistica descriptiva para ca-
racterizar la muestra. Se determin6 la kurtosis y lordosis
para establecer el tipo de estadistica apropiada para el and-
lisis. Se realizé curva de supervivencia con funcién de
supervivencia actuarial y se probo la diferencia entre los
grupos con la prueba de Log Rank. Se realizé prueba de

Ji cuadrada para determinar la asociacion de las variables
cualitativas y el OR para determinar el riesgo de morir.

> RESuLTADOS

Se obtuvo una muestra inicial de 32 casos, dos se tuvie-
ron que descartar por mala calidad de la muestra tumoral
(ambos lesiones de bajo grado), el seguimiento fue de
seis a 169 meses. La muestra (Tabla 1) se constituyd
por pacientes del género masculino en 50% de los casos.
Menores de tres anos representaron 10% de la muestra,
desde tres afios y hasta seis afos 40% de la muestra, ma-
yores de seis afios hasta nueve afios 16.7% de la muestra,
nueve a 12 anos el 13.3% de los casos y mayores de 12
anos 20% de los casos, la mediana de edad fue de 78.58
meses (13.2 afios) con un rango de 16 a 192 meses. La
sobrevivencia global fue de 56.7% (17/30) y el rango fue
de dos a 169 meses
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Figura 1.

Fotografia de reaccién de inmunohistoquimica positiva para CD133. La intensidad de la tincion de la muestra, es menor que el control.
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Muestra positiva para CD133.

Los tumores fueron de bajo grado en 70% de los casos
(21/30), astrocitoma anaplisico 20% (6/30) y glioblasto-
ma multiforme 10% (3/10). Respecto a la localizaciéon
del tumor: supratentorial 33.3% de los casos (10/30), in-
fratentorial 43.3% (13/30) y en el tallo cerebral en 23.3%
de los casos (7/30). Catorce fueron positivos para CD133
(Figura 1), la intensidad de la tincion respecto al con-
trol positivo fue igual o menor, no hubo ningin caso que
rebasara la intensidad del control. Ademis se noto
que las células CD133 positivas tuvieron una tincidn
citoplasmadtica y membranal y que las células positivas no
se observaron en aglomerados, sino en forma dispersa.

Se busc6 asociacion entre diversas variables (Tabla 2
y 3). En cuanto al género y la sobrevivencia, encontramos
que hubo seis mujeres muertas y siete hombres al final
del estudio (p = 0.713). Respecto a la histologia tumoral
y el estado (Figura 2), hubo siete pacientes con tumor
de bajo grado muertos (33.3% de los casos de astrocito-
mas de bajo grado), de astrocitoma anaplsico murieron
cuatro (66.66% de los casos de astrocitomas anaplasicos)
y en cuanto a los pacientes con glioblastoma multifor-
me, 66.6% de los pacientes estuvieron muertos para el
final del estudio; la prueba de Ji cuadrada para determinar
asociacion entre el estado y la histologia tumoral resulto
con valor p = 0.240. En cuanto a la relacion de la edad y
el estado, se clasifico la muestra en menores de 36 meses
y mayores de esta edad. De los menores de 36 meses, to-
dos estuvieron muertos al final del estudio, y en cuanto a
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Control positivo. Rifion.

Tabla 2.
Asociacion de las variables con el estado.

p
Género 0.713
Histologia 0.240
Edad 0.70
Tabla 3.
Asociacion de las variables con la expresion de CD133.
p OR IC 95%
Sobrevivencia 0.626 0.984 0.526-1,842
Histologia 0.623
Localizacion tumoral 0126

los mayores, murid el 37.03% del grupo de esta edad
(10/27 casos; p = 0.70).

En cuanto a la expresion de CD133 y el estado en-
contramos que los casos CD133- murieron siete pacientes
(43.74% de los casos negativos) y de los casos CD133+
murieron seis pacientes (42.85% de los casos CD133+) la
p=0.626, OR 0.984 IC 95% 0.526-1.842)



Figura 2.
Relacion entre la expresion de CD133 y la histologia tumoral p = 0.632.
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Negativo Positivo

Los astrocitomas de bajo grado fueron principalmen-
te negativos para al marcador CD133 (52% de los casos);
los astrocitomas anaplisicos fueron principalmente po-
sitivos en la inmunohistoquimica para CD133 (66.6%
de los casos) igualmente en el caso de los glioblastomas
multiformes (66.6% de los casos) la mitad del grupo de
glioblastoma multiforme con CD133+ estuvo muerto
para el final del estudio.

La curva de sobrevida mostré una diferencia entre
el grupo CD133+ y el grupo CD133- fue de 22.5%, la
prueba estadistica Log Rank Test mostr6 una significan-
cia estadistica de 0.2749.

> DiscusioN

Los astrocitomas son cdnceres que provocan gran mor-
bimortalidad, las caracteristicas de la muestra que se
estudio coinciden con lo reportado de la epidemiologia
de estas neoplasias en cuanto a la localizacién tumoral,
histologia tumoral y pronéstico para la edad en la pobla-
ci6n pedidtrica.”

La molécula CD133, es un marcador de células
troncales de cincer,'” se ha relacionado positivamen-
te con el prondstico de varias neoplasias, incluida el
glioblastoma multiforme.* En varios tumores pedid-
tricos como neuroblastoma la expresion también se
relaciona con mal prondstico.?”

En este estudio logramos demostrar una diferen-
cia de sobrevida de 22.5% entre los tumores CD133+y
CD133- siendo peor para los primeros, como se observa
claramente en la curva de Kaplan Meyer; sin embargo,
no se logré significancia estadistica del resultado debido
a que la muestra es heterogénea en cuanto al tipo his-
tologico (s6lo 10% de la muestra fueron glioblastomas
multiformes). Por otro lado se demostrd que los astrocito-
mas de alto grado (astrocitoma anaplasico y glioblastoma
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multiforme) expresan en mayor proporcion CD133
(66.6% de los casos) que los astrocitomas de bajo grado
(52% de los casos). Estos resultados descriptivos coin-
ciden con las observaciones realizadas en adultos en el
sentido de que entre mayor agresividad tumoral, mayor
expresion de células iniciadoras de cdncer,” menor su-
pervivencia, y no logramos observar si aquellos tumores
de bajo grado con células CD133 positivas degeneraron
en progresion tumoral.

Proponemos que el seguimiento de los pacientes
que tuvieran astrocitoma de bajo grado con positividad
para CD133 debera ser mds prolongada, con el fin de de-
terminar el prondstico de estos tumores, pues es posible
que éstos al contener células troncales de cancer puedan
devenir posteriormente en glioblastomas secundarios
como se habia notado en los experimentos in vitro' y las
observacion in vivo.?

La cantidad de células dentro de un tumor que son
capaces de desencadenar cincer son una minoria, las
CD133+, bajo este enfoque, es probable que no siempre
se logren observar con la técnica de inmunohistoquimica
aun cuando si existan dentro de la masa tumoral.* Por lo
tanto, proponemos que se empleen técnicas que logren
identificar las células CID133+ (la minoria dentro de la
masa tumoral) con otras técnicas mds sensibles como
la citometria de flujo, de la misma manera en que se ha
hecho para otras neoplasias.

El marcador CD133 se correlaciona en diversos estu-
dios con angiogénesis, que es un fenémeno indispensable
para la supervivencia de un tumor, pues de alli depen-
de su nutriciéon.” Estudios de cinceres que dependen de
la angiogénesis para determinar su prondstico como
el mieloma maltiple,” han demostrado que la molécula
prominin es un marcador de células endoteliales madre®
y no solo eso, la agrupacién de las células CD133+ al-
rededor de wvasos otorga un peor prondstico para los
glioblastomas.?® Por lo tanto, se hace obligatorio que a los
tumores con expresion positiva para CD133 se les otor-
guen esquemas terapéuticos mds agresivos.

Conocer las vias moleculares que subyacen al cin-
cer ha logrado que se construyan moléculas dirigidas a
blancos terapéuticos muy especificos, y que se mejore en
forma ostensible el prondstico de los pacientes. Este tipo
de estudios constituyen la primera aproximacion al com-
portamiento biologico de un tumor y son indispensables
para determinar hacia donde se dirigirin los esfuerzos de
la investigacion basica y clinica dentro de los siguientes
anos. Nuestra investigacion, es la primera en informar la
expresion de CD133 en astrocitomas de pacientes pe-
didtricos, lo que constituye un avance importante en el
progreso de la oncologia pediatrica.
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El cincer del sistema nervioso central tiene un

gran impacto en la morbimortalidad de aquellos que lo
padecen y es indispensable, dada la incidencia de esta pa-
tologia, orientar mds esfuerzos econémicos y humanos a
su conocimiento.!

> CONCLUSIONES

1. Existe una diferencia de la supervivencia de pacien-
tes con astrocitomas CD 133+ respecto a los CD133
negativos de 22.5%, pero no se observo significancia
estadistica de esta observacion

2. La molécula prominin-1 se expresa mas en tumores
con histologia de alto grado que de bajo grado, pero
no hay significancia estadistica de esta observacion

3. A pesar de que no existe significancia estadistica en
cuanto a la sobrevida, es importante considerar la
positividad de CID133 para un tratamiento mas in-
tenso con antiangiogénicos (como nimotuzimab y
bevacizumab)
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