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Sobre expresion de AKT como factor prondstico en
pacientes pediatricos con meduloblastomas

Overexpression of AKT as prognostic factors
in medulloblastoma pediatric patients

Enrique Lopez-Aguilar,! Ana Carolina Sepulveda-Vildosola,? Anayatzin Bochler-Reyes,” Ana Paulina
Rioscovidn-Soto,' Leticia Figueroa-Rosas, José Luis Zarate, Hermilo Yanez-de la Cruz.?

> RESUMEN

Introduccidén: Los factores clinicos, histologicos y
moleculares han sido descritos como importantes en la
supervivencia de los pacientes con meduloblastoma. El
AKT es un marcador asociado al mal prondstico y al
grado de malignidad; sin embargo, en la poblacion pedii-
trica con meduloblastoma no se ha establecido su patrén
de expresion ni su posible asociacion con la sobrevida de
éstos pacientes.

Objetivo: Determinar si existe asociacion entre la sobre
expresion de la proteina AKT y el pronoéstico de los pa-
cientes pedidtricos con meduloblastoma.

Métodos: Se realizo6 un estudio de cohorte, retrospec-
tivo, observacional, longitudinal. Se incluyeron todos
los pacientes diagnosticados con meduloblastoma de
enero de 1995 a diciembre de 2008. Se revisaron los ex-
pedientes clinicos y se realizé inmunohistoquimica para
determinacién de AKT en las muestras de tejido de
meduloblastoma.

Resultados: Se incluy6 a 21 pacientes; hombres 76.2%.
La mediana para edad fue de 72 meses con un rango
de 12 a 180 meses. Predominé la variedad cldsica (10
pacientes), siete fueron desmoplasicos y cuatro anapldsi-
cos. Cinco pacientes sobre expresaron. La sobrevida en
quienes sobre expresaron AKT fue 75% a 18 meses. En
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> ABSTRACT

Background: Clinical, histological and molecular factors have
been describes as important in the survival of meduloblastoma pa-
tients. AKT is a biological marker associated to bad prognosis and
malignancy in adults. In children, it is unknown if its expression
is associated to survival.

Objective: To determine if the over-expression for the protein
AKT is associated to the prognosis of pediatric patients with me-
duloblastoma.

Methods: Retrospective cohort. We included all patients diag-
nosed since January 1995 to December 2008. Clinical data was
obtained from each patient s record. AKT was analyzed by in-
munohistochemistry study of the tissue samples at diagnosis.
Results: We included 21 patients, 76.2% were boys. Median
age was 72 months (12-180 months). Classic histology was
more frequent (10 patients), 7 were desmoplassic and 4 anapla-
sic. Five patients over-expressed AKT protein. Survival of these
patients was 759, at 18 months, and those who did not over-ex-
press AKT had a survival of 38.8% at 18 months (p = 0.258).
Anaplasic histology and over-expression of AK'T was present in
2 patients; Classic histology and over-espression of AKT was
present in 3 patients.

Conclusions: Although we did not find a significant association
between survival and over-expression of AKT, those patients
who over-expressed the protein had a 509 less survival. There
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contraste, los pacientes que no sobre expresaron AKT,
38.8% tuvieron una sobrevida de a 18 meses (p = 0.258).
De la variedad anaplasica dos (50%) fueron positivos para
AKT vy los otros tres correspondieron a histologias cli-
sicas. Ningun paciente con tumor desmoplisico sobre
expres6 AKT.

Conclusiones: A pesar de no encontrar una asociacion
estadisticamente significativa entre la sobrevida y la sobre
expresion de AKT, aquellos que no sobre expresaron di-
cha proteina tuvieron una sobrevida 50% menor. Parece
existir una asociacion entre la sobre expresiéon de AKT
con variedades histologicas mads agresivas. Se requiere
ampliar el tamafo de muestra para confirmar dichos re-
sultados.

Palabras clave: AKT, meduloblastomas, cancer pedid-
trico, México.

Lopez-Aguilar E, et al.

seems to be an association between the over-expression of AK'T
and more aggressive histology. A larger sample of patients is re-
quired to obtain solid conclusions.

Keywords: AKT, medulloblastoma, pediatric cancer, Mexico.

> INTRODUCCION

El cdncer en los nifios en México es en la actualidad uno
de los problemas mas importantes de salud publica, la tasa de
incidencia del cidncer en edad pediitrica es del orden
de 136 casos por millén por afo, con lo que ocupa el
segundo lugar como causa de morbilidad, en la poblacion
pedidtrica. En México los tumores del sistema nervioso
central ocupan el tercer lugar de las neoplasias malignas
en ninos. Se estima que anualmente ocurren 17 casos por
millén en menores de 15 afos, lo que significa aproxima-
damente 560 nuevos casos por ano.!

El meduloblastoma ocupa el segundo lugar en fre-
cuencia y por lo general tiene un comportamiento muy
agresivo. Se dividen en alto y bajo riesgo. La histogé-
nesis de este tumor ha sido controversial, por un lado,
algunos apoyan el origen primario de las células neuroec-
todérmicas primitivas en la matriz germinal que rodea
los ventriculo, mientras que otros estudios sugieren que
éste tumor se origina de las células precursoras de la capa
granular externa, especificamente para la variedad nodu-
lar, que se origina de la capa granular externa y la variedad
clisica, cuyo origen es en la matriz subventricular. La me-
dia de presentacién de estos tumores es de cinco a siete
anos.”

Con base en su morfologia histologica, existen
cinco tipos: 1. Meduloblastoma Desmopldsico-no-
dular; 2. Meduloblastoma clasico; 3. Meduloblastoma

anapldsico; 4. Meduloblastoma melanocitico y; 5.
Medulomioblastomas.?

Tradicionalmente los factores asociados a mal pro-
nostico para los meduloblastomas son: edad al diagndstico
menor de tres anos, tamano o volumen del tumor resi-
dual; por su histologia, se refiere a la variedad anaplasica.
De acuerdo a ello, el North American Children’s Oncology
Group estableci6 dos grupos de riesgo (alto y bajo). El tipo
de tratamiento se correlaciona con la determinacién del
grupo de riesgo del paciente.

Mis recientemente se han estudiado algunos marca-
dores moleculares que correlacionan con el prondstico y
respuesta al tratamiento. Se ha asociado con un mal pro-
noéstico la sobre expresiéon de Ki-67/MIB-1, ERBB2,*
pérdida de la heterocigocidad de 17p, amplificacién de
MYCC, LDHB, y CCNB1;’ en cuanto a un prondstico
favorable se refiere sobre expresion de TrkC.¢

En 1988 Staal y colaboradores identificaron el gen
AKT1 en el cromosoma 14q32.3 mediante el andlisis de
células somaticas de hibrido humano y himster. Tiene 15
exones de codificacién de 480 aminodcidos acidos.” En
las células en reposo, el AKT reside en el citosol en una
conformacién de baja actividad. Durante la estimulacion
celular, AKT se activa a través del reclutamiento en la
membrana celular de los productos de PI3K y por la fos-
forilacion del 3’-fosfoinositol- dependiente de quinasa -1
(PDPK1). Laactivacion de AKT controla la supervivencia
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celular a través de la fosforilacion de las dianas que de-
penden de ella, con el resultado del incremento en la
supervivencia celular, proliferacién, crecimiento y meta-
bolismo. EI AKT fosforila especificamente dos proteinas
apoptoticas, BAD y caspasa 9.

La activacién de AKT se ha implicado en la instruc-
cién primaria en canceres de sistema nervioso central
humano. El grado de malignidad tumoral en el glioma
correlaciona con la actividad de AKT y activacion de los
puntos de senalizaciéon de AKT hacia una mala evolucion
clinica. En cuanto al meduloblastoma, ensayos en raton
han revelado que la proliferacién de células tumorales
depende crucialmente en la activacién de la via PI3K/
AKT, lo cual se refuerza cuando existen mutaciones de
PIK3CA en la subunidad p110 de PI3K, tanto en el glio-
blastoma como en el meduloblastoma.”!

Enlaactualidad y en nuestro medio, la estadificacion
del riesgo en pacientes con meduloblastoma sigue siendo
un reto, debido a que los parimetros clinicos son insufi-
cientes para definir el riesgo. Hoy en dia los marcadores
moleculares son estudiados con interés a partir de que
se ha demostrado que proveen informacién pronostica,
poco se ha estudiado acerca del papel que juega la sobre
expresion del AKT en el pronoéstico del meduloblastoma
en la edad pediatrica. El objetivo del presente trabajo fue
determinar si existe asociacion entre la sobre expresion
de la proteina AKT en el prondstico de los pacientes pe-
didtricos con meduloblastoma.

> METODOS

Se incluyeron las muestras de parafina de todos los pa-
cientes con diagnostico de certeza de meduloblastoma,
virgenes a tratamiento, de cualquier sexo y menores de
17 anos, manejados en la UMAE Hospital de Pedia-
tria desde el 01 de enero de 1995 al 31 de diciembre de
2008, con seguimiento minimo de seis meses a partir del
diagndstico. Se capturaron del expediente los siguientes
datos: edad, sexo, localizacién del tumor, histologia del
tumor, fecha de diagndstico, fecha de defuncion y tipo de
tratamiento recibido. Los pacientes diagnosticados antes
de 1998 recibieron manejo con doble droga (carbopla-
tino/VP16), y los pacientes manejados posteriormente
recibieron triple esquema (ICE). Posteriormente todos
los pacientes mayores de tres anos recibieron radioterapia
(54 cGy). Tres de los pacientes menores de tres anos re-
cibieron radioterapia al cumplir dicha edad.

Las muestras almacenadas en bloques de parafina se
realizaron cortes de tres micras de espesor, se desparafina-
ron mediante bano maria y rehidratacién mediante xilol
y alcoholes graduados, absoluto, a 70% y 50%, se lava-
ron las laminillas con agua bidestilada por 30 segundos
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asi como con TBS (1:20, TBS Automation Wash bufter,
Biocare Medical), y finalmente se lavaron con agua bi-
destilada por otros 30 segundos.

Posteriormente se realizd la recuperacion de epito-
pes, mediante el proceso de desenmascaramiento de epitropes,
con una solucién comercial de citrato de sodio DIVA
(1:10, Diva Decloaker, Biocare Medical) en una olla de
presiéon a 125°C de temperatura. Se permitié el enfria-
miento a medio ambiente de las muestras y se lavaron
con agua bidestilada por 30 segundos.

Se lavaron dos veces las muestras con TBS, permi-
tiendo una incubacién a 25°C por 10 minutos. Se lavd
nuevamente con TBS y se aplicéd el anticuerpo prima-
rio monoclonal de conejo (1:200, AKT phosphorylated,
Biocare Medical) incubandolos por una hora a 25°C. Se
lavaron con TBS. Se agregd finalmente el anticuerpo
secundario (Probe, Biocare Medical) el cudl se incubd
por 15 minutos a 25°C. Se afiadié6 HRP, peroxidasa de
ribano (MACH 1 Universal HRP-Polymer Detection)
por 30 minutos a 25°C, y posteriormente se reveld con
cromdgeno DAB (3,3D-aminobencidina, BIOCA-
RE MEDICAL, DAB CHROMOGEN KIT, REF
DB801L) incubando por cinco minutos. Finalmen-
te se realizd contratincién con hematoxilina por cinco
minutos. Una vez finalizada la inmunohistoquimica se
deshidraté el tejido lavindolo durante tres minutos en
cada solucién con agua bidestilada, alcohol al 50%, 70%,
alcohol absoluto y xileno. Finalizamos con el montaje de
cada laminilla para observar al microscopio.

Se incluy6 un control positivo conocido, para AKT,
en nuestro caso cerebelo fetal para evaluar la técnica y la
calidad del tejido post-fijado que se sometid a toda la me-
todologia.

Se determiné la reaccién en microscopio de luz y se
tomaron fotografias, se consider6 como sobre expresion
cuando mds de 50% de cada uno de los campos evaluados
mostraron inmuno reactividad positiva.

Para que el médico patdlogo determinara el porcen-
taje de positividad revisdé 10 campos de alta resolucion,
y contd las células tumorales observadas por campo y de
éstas, el namero de células positivas; de esta manera se
estableci6 el porcentaje de positividad. El patdlogo fue
cegado sobre la evolucién de los pacientes.

> RESuLTADOS

Veintiun pacientes fueron incluidos en el estudio. Los
hombres representaron dos tercios (16 pacientes) y cin-
co mujeres, con una relaciéon hombre:mujer de 3.2:1.
La mediana de edad al momento del diagndstico fue de
72 meses, con un rango de 12 a 180 meses. Sélo cuatro
(19.04%) pacientes fueron menores de 36 meses de edad.
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Por su variedad histologica 10 pacientes (47.6%0) tuvieron
histologia clisica, siete (33.33%) fueron desmoplasicos y
cuatro (19.04%) anapldsicos. Seis pacientes tuvieron una
reseccion total de la tumoracion. Trece pacientes (629%0)
recibieron manejo con esquema de quimioterapia ICE
(Ifosfamida, carboplatino y etopdsido) y ocho pacientes
con carboplatino/VP16. Posteriormente recibieron ra-
dioterapia 20 pacientes. Cinco (23.8%) pacientes, sobre
expresaron AKT (Figura 1).

Doce pacientes (57.1%) estan vivos. La sobrevida
global fue de 75% a los 18 meses; la mediana de super-
vivencia de todo el grupo fue de 49.52 meses (2 a 172
meses). Nueve pacientes han fallecido (42.9%). De éstos,
una nifia y ocho nifos (p = 0.258; IC 95% 0.065-2.46),
lo que determina un riesgo (OR) de morir por ser hom-
bre de 4:1. La sobrevida de las mujeres es de 80% a 170
meses, mientras que la de los varones fue de 22.89 en el
mismo periodo (p = 0.1555)

Con respecto a la edad, no se encontraron diferen-
cias ya que 50% de los pacientes menores de 36 meses
sobreviven, en comparaciéon con 46.61% (10 pacientes)
de aquellos mayores de 36 meses (p = 0.586); OR 1.214
(IC 95% 0.391 - 3.769).

Con respecto al tipo histologico, los pacientes con
tumor desmoplasico sobrevivieron 45.71% con una me-
diana de 66 meses, mientras que en el grupo de pacientes
con variedad cldsica la sobrevida fue 32% con una me-
diana de 29 meses. Por dltimo, en el grupo de histologia
anapldsica la sobrevida fue de 75% con una media de 130.

El tipo de quimioterapia recibida afecta, aunque no
significativamente, la sobrevida, siendo de 17.5% a 170
meses en quienes recibieron carboplatino/VP16 y de
67.31% a 172 meses en aquellos que recibieron esquema
de ICE (p = 0.2538).

De acuerdo con la sobre expresion de AKT, la so-
brevida fue de 75% a 97 meses en pacientes que sobre
expresaron AKT, contra un 38.8% a 172 meses en quie-
nes tuvieron AKT negativo: p = 0.2501; OR 0.40; IC
95% 0.65 - 2.469 (Figura 2).

No hubo asociacion entre el sexo, la edad, la histo-
logia ni la quimioterapia con la sobre expresion de AKT.
Sin embargo, cabe destacar que 66% de las nifias sobre
expresaron AKT vs. 23% de los varones. De los tumores
con variedad cldsica y anaplasica respectivamente, 42% y
50% sobre expresaron AKT vs. ninguno de la variedad
desmoplisica (Tabla 1).

> DiscusiON

El conocimiento de los diferentes mecanismos bioldgicos
implicados en el crecimiento y progresion tumoral alien-
ta hacia un mejor sistema de estratificaciéon. El identificar
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Figura 1.
Microfotografia de estudio de inmunohistoguimica con la evidencia de identificacion
de AKT positivo en citoplasma (flecha) de células neoplasicas de meduloblastoma

anaplasico (40 aumentos).
-!"j

oy

3 -
.* a M
5:"" i

:

Figura 2.
Sobrevida de acuerdo a la sobre expresion de AKT
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marcadores moleculares puede conducir al desarrollo
de drogas dirigidas, ajustando el tratamiento de acuer-
do al nuevo portafolio de biomarcadores moleculares,
ofreciendo a los pacientes un mejor prondstico. Los
pardmetros clinicos (metastasis, tumor residual y edad)
generalmente usados para estratificacién de riesgo, no son
completamente satisfactorios en predecir la respuesta a la
terapia. Uno de los objetivos del presente estudio fue evi-
denciar al AKT como un oncogén para complementar la
estratificacion de riesgo en los meduloblastomas. Basados
en la experiencia reportada en la literatura internacional
de AKT, podemos afirmar que el AKT esta implica-
do tanto en vias de diferenciacion celular de linfomas,
como tumores de SNC tipo meduloblastoma para pro-
liferacion celular y antiapoptotico, el cudl es un oncogén

GAMO Vol. 10 Nim. 1, enero — febrero 2011 @

29



30

Tabla 1.

Asociacion entre las variables demograficas, histoldgicas y de tratamiento con la sobre expresion de AKT.

Ji cuadrada
AKT 0 Prueba Exacta
de Fisher
Positivo Negativo OR 1C 95% p
Sexo
Femenino 2 8 0.40 0.065-2.469 0.258
Masculino 3 13
Edad
Menor de 36 meses 1 3 1.214 0.391-3.769 0.586
Mayor o igual a 36 meses 4 13
Histologia*
Desmoplasico 0 7
Clésic 5 . 1.556 1.053-2.299 0141
Anaplasico 2 2
Quimioterapia
ICE 3 10 0.49 0.185-1.307 0.166
Carboplatino/ VP16 2 6
Estado actual
Vivo 4 8 0.40 0.065-2.469 0.258
Defuncion 1 8

*Desmoplasico vs. clasico y anaplasico

que si se sobre expresa, hay mayor proliferacion celular,
lo anterior coincide con lo reportado en su estudio por
Hartmann W y colaboradores’ que al analizar 22 mues-
tras de meduloblastoma observaron que la proliferacion
celular dependi6 de la presencia de AKT.

Llama la atencién que nuestros hallazgos son con-
trarios a esta observacion; de hecho, sobre expresar AKT
pareciera asociarse a factor protector, encontrando una
sobrevida de 75% en aquellos que sobre expresan AKT
contra 38.8% de los que no lo expresaron. Estos hallaz-
gos pueden estar determinados por el tamanio de muestra
pequefio, en especial en el primer grupo.

La presentacién desmoplasica del tumor, que conlleva
un mejor prondstico en general, no sobre expres6 AKT en
nuestra serie. En contraste, la expresion de AKT se iden-
tifico en variedad histologica mds agresiva en 42.85% de
tipo cldsico y un 50% de tipo anapldsico, siendo este ultimo
el de peor prondstico. Aunque ésta asociacion no resulto
significativa, si se puede observar una tendencia de mayor
sobre expresion en aquellos tumores con histologias mas
destavorables. Wtodarski Py colaboradores!'! encontraron
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que ocho de 10 tumores evaluados sobre expresaron AKT
mediante western blot, siete de los cuales fueron de histo-
logia clisica y uno desmoplisico.

Respecto a nuestro porcentaje de sobrevida, 57.1%
de los pacientes incluidos en nuestro estudio se encuen-
tran vivos; en los estudios realizados por Crawford JR 'y
colaboradores'? y Raimondi AJ y colaboradores' refie-
ren una sobrevida similar, donde los pacientes que tienen
una reseccion parcial o total del meduloblastoma no me-
tastasico tienen un mejor prondstico que los de biopsia,
seguidos de radioterapia donde la sobrevida a cinco afios
es de 78% contra 43%.

En cuanto a la edad de diagndstico de meduloblasto-
ma, la sobrevida en mayores de 36 meses fue de 46.51%,
considerablemente menor con lo reportado por Rossi
A 'y colaboradores,' donde informan una sobrevida en
este mismo grupo de edad de hasta 70% combinado con
quimioterapia y radioterapia. Creemos que esto estd dado
por el diagnéstico tardio de estos tumores, y que en mu-
chas ocasiones tienen involucro de tallo o diseminacién a
neuroeje al diagnostico.
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El objetivo general del presente estudio fue encon-
trar una asociacién de mayor riesgo en aquellos pacientes
con meduloblastoma que expresan AKT y a pesar de no
encontrar dicha asociacién, hay que considerar que el
tamafio de muestra fue pequefio y que si pareciera exis-
tir una asociacion entre la sobre expresiéon de AKT con
sus variedades histologicas mds agresivas y la asociacion
de meduloblastoma desmoplisico, al no sobre expresar
AKT es de buen prondstico.

Por lo que consideramos es importante dar segui-
miento al estudio hasta tener conclusiones mds solidas y
para dar pie a estudios posteriores de terapias moleculares
dirigidas.
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