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RESUMEN

Los meningiomas son neoplasias primarias frecuentes
del sistema nervioso central, usualmente benignas y
susceptibles de curacion mediante cirugia. El grado
histologico de la Organizacion Mundial de la Salud y la
extension de la reseccion quirdrgica inicial son factores
prondsticos determinantes en estos tumores. Sin embargo,
una tasa de recidiva cercana al 20 % en meningiomas
benignos totalmente resecados plantea la necesidad de
considerar nuevosfactores prondsticos. Untotal de 93 casos
fueron seleccionados para el estudio inmunohistoquimico
de la proteina p53 en relacion con el grado histologico y
riesgo derecidivas enlos meningiomas. Elindice de marcaje
inmunohistoquimico de la proteina p53 se incremento con
la progresion del grado histologico (promedios de 37,15
% para el grado I, 44,49 % para el Il y 57,81 % para el
IIl) y fue significativamente superior en meningiomas
recidivantes (46,19 % vs 32,29 % de los no recidivantes).
El punto de corte de 40 % resulto estadisticamente 1itil
para separar a los meningiomas benignos (grado 1) de los
no benignos (grados I1-111) y a los tumores recidivantes de
los no recidivantes. De esta manera, un indice de marcaje
de la proteina p53 igual o mayor de 40 % puede indicar la
posibilidad de un grado mds alto en casos histologicamente
ambiguos o un riesgo mayor para desarrollar recidivas
en meningiomas de un grado histologico en particular
(especialmente en tumores benignos).
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SUMMARY

Meningiomas are frequent primary neoplasms of the
central nervous system, usually benign and susceptible
to healing through surgery. The histological grade of the
World Health Organization and the extension of the initial
surgical resection, are determining prognostic factors in
these tumors. Nevertheless, a recurrence rate close to 20
% in benign meningiomas completely resected arises the
need of considering new prognostic factors. A total of 93
cases were selected for the immunohistochemical study of
p33 proteininrelation to the histological grade and the risk
of recurrences in meningiomas. The immunohistochemical
labeling index of p53 protein increased with the progression
of the histological grade (means of 37,15 % for grade I,
44,49 % for grade 11, and 57,81 % for grade 11I) and was
significantly superior in recurrent meningiomas (46,19 %
vs 32,29 % of non recurrent). The cut off of 40 % became
statistically useful to separate the benign meningiomas
(grade 1) from the non benign (grade Il and Il1l1) and the
recurrent tumors from the non recurrent. In this way, a
labelling index of p53 protein equal or superior to 40 % can
indicate the possibility of a higher grade in histologically
ambiguous cases or a higher risk to develop recurrencies in
meningiomas of a particular histological grade (specially
in benign tumors).

Key words: Meningioma. Inmunohistochemical. p53
protein.

INTRODUCCION

Los meningiomasrepresentanentreel 13 % al 26 %
de los tumores intracraneanos (1). Se manifiestan
frecuentemente en adultos de edad mediay avanzada,
con una ocurrencia mayor en mujeres (2-6). Aunque
mas del 80 % de los casos corresponden a tumores
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benignos susceptibles de curacién mediante reseccién
quirdrgica completa (3,4,7), algunos meningiomas
exhiben caracteristicas histopatolégicas atipicas o
malignas y presentan un comportamiento biolégico
agresivo, dando lugar al desarrollo de recidivas,
metastasis extracraneanas y periodos de supervivencia
cortos después de la cirugia inicial (2-8).

La prediccién del comportamiento biolégico de
los meningiomas en base a su presentacion clinica
o apariencia histopatolégica sigue siendo un tema
controversial. Los factores que han demostrado
tener mayor relevancia estadistica para predecir el
comportamiento de estos tumores tienen que ver con
la extension de la reseccion quirdrgica macroscopica
inicial (3-5,8,9) y el grado histol6égico de los
meningiomas (4-6,9,10). En comparacién con las
tasas de recidivas a 5 y 10 afios de los pacientes con
meningiomas totalmente resecados (12 % y 25 %,
respectivamente), aquellos pacientes sometidos a
reseccion quirdrgica parcial suelen mostrar por-
centajes de recidivas abiertamente mayores (39 % y
61 % ,respectivamente) (9). Como factor pronéstico
independiente, las tasas de recidivas aumentan en la
medida en que se incrementa el grado histolégico,
correspondiendo los valores mdas elevados a los
meningiomas atipicos y malignos (4,5,11). A pesar
de lo anterior, sigue llamando la atencién que mas
del 80 % de los meningiomas corresponden al grado
histolégico I de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) (meningiomas benignos) (3-5,12) y que,
dentro de este grupo, las tasas de recidivas alcanzan
la cifra de 20 % durante periodos de seguimiento de
20 o mas afios posteriores a la reseccion quirdrgica
total (13).

Durante los dltimos afios, un nimero importante de
investigaciones se ha generado para intentar descubrir
nuevos factores prondsticos en meningiomas, entre
los que destacan diferentes marcadores biologicos
y moleculares de la progresién tumoral, tales
como el indice de proliferacion celular (10,14-28)
y de apoptosis (29-34), la expresion de receptores
hormonales (35-45), la expresion de moléculas de
adhesién celular (46) y de factores de crecimiento
(47-50),1a angiogénesis (49,51,52) y las alteraciones
genéticas (17,53-58).

La proteina p53 juega un papel importante
en el control del ciclo celular, diferenciacion
celular, mantenimiento de la estabilidad genémica,
envejecimiento celular y apoptosis (59,60).
Diferentes estudios han demostrado que la expresion
inmunohistoquimica anormal de la proteina p53 en
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meningiomas guardarelacién con el grado histolégico
y potencial de recidivas de estos tumores (10,61-65).
Se ha observado que el nimero de meningiomas
que expresan proteina p53 se incrementa con la
progresion del grado histolégico (10,61,62) y que los
meningiomas inmunopositivos para la proteina p53
usualmente muestran indices de proliferacién celular
(antigeno Ki-67) significativamente mas elevados
en comparacion con aquellos meningiomas que no
expresan la proteina p53 (45,61-65).

El presente estudio fue disefiado con la finalidad
de establecer la utilidad que tiene el marcaje
inmunohistoquimicos de la proteina p53 para
categorizar adecuadamente el grado histolégico de
los meningiomas y detectar aquellos tumores con un
riesgo incrementado para desarrollar recidivas.

POBLACION Y METODOS

Entre los afios 1980 a 2003, se registraron en la
Seccién de Neuropatologia del Instituto Anatomo-
patolégico “Dr. José A. O’Daly” de la Universidad
Central de Venezuela (IAP-UCV) un total de 580
meningiomas pertenecientes a 532 pacientes, de los
cuales 455 tumores correspondieron a meningiomas
no recidivantes (455 pacientes), 110 a meningiomas
recidivantes (67 pacientes) y 15 a meningiomas
multiples (10 pacientes). Todos estos casos fueron
revisados clinica e histolégicamente antes de la
seleccion de la muestra del estudio.

De las historias clinicas y/o solicitudes de biopsia
fueron anotados los datos de identificacién de cada
paciente,edad para el momento de la primera cirugia,
sexo, presentacién clinica, localizacién del tumor,
extension de la reseccién quirdrgica macroscépica
inicial (total/parcial), nimero e intervalo de reci-
divas, tiempo de seguimiento clinico posoperatorio 'y
antecedentes personales y/o familiares de importancia.
Lasupervivencialibre de recidivas fue definida como
el intervalo de tiempo (en meses) transcurrido desde
la fecha del tratamiento quirdrgico inicial hasta la
fecha del dltimo control médico para el caso de
los meningiomas no recidivantes o hasta la fecha
de la subsecuente intervencion quirdrgica en caso
de meningiomas recidivantes. Cuando presentes,
se anotaron también el intervalo de aparicién
de metastasis y la fecha de muerte del paciente,
registrando ademads la causa del fallecimiento.

Losbloques de parafina con tejido tumoral incluido
y las laminas histolégicas correspondientes, tefiidas
con hematoxilina y eosina y demds coloraciones
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especiales, tanto del tumor inicial como de las
recidivas, fueron revisadas histolégicamente. Se
anotaron en cadacaso el tipo histolégico predominante
del tumor (segun el esquema de clasificacién de la
OMS), el indice mitdtico (recuento de mitosis en
10 campos microscopicos consecutivos de x400) y
la presencia/ausencia de hipercelularidad, células
pequeilas, crecimiento en laminas, macronucléolos,
necrosis, pérdida de diferenciacién meningotelial
e invasién al parénquima nervioso y/o de otras
estructuras adyacentes al tumor.

Los meningiomas fueron clasificados en tres
grados histolégicos (I, IT y III) siguiendo el esquema
reciente de la OMS (7) y las recomendaciones de
Perry y col. (4). Se catalogaron como meningiomas
benignos (grado I) los subtipos meningotelial,
fibroblastico, transicional, psammomatoso, angio-
matoso, microquistico, secretor, linfoplasmocitario
y metapldsico que no presentaron caracteristicas
histopatolégicas de atipicidad o malignidad (7).
Fueron considerados meningiomas atipicos (grado IT)
aquellos tumores que cumplieron con cualquiera de
los siguientes criterios histopatologicos: 1) actividad
mitdtica = 4 mitosis en 10 campos microscopicos
de 400x; 2) presencia de al menos tres de las
siguientes caracteristicas: incremento de celularidad,
células pequefias con aumento de relacién ntcleo/
citoplasma, nucleélos prominentes y crecimiento
en laminas; o, 3) invasién del parénquima nervioso
(4,7). Como meningiomas malignos o anaplasicos
(grado III) fueron clasificados aquellos tumores
que llenaron cualquiera de los siguientes criterios
histopatolégicos: 1) elevada actividad mitética (=
20 mitosis en 10 campos microscépicos de 400x);
0, 2) citologia obviamente maligna con pérdida de
la diferenciacion meningotelial (tumor parecido
a sarcoma, carcinoma o melanoma), bien sea de
manera focal o difusa (4,7). En el grado II también
fueron incluidos los meningiomas de células claras y
cordoide, mientras que el grado III abarcé ademads a
los meningiomas rabdoide y papilar (4,7). Aquellos
meningiomas de dificil reconocimiento histopa-
tolégico (especialmente tumores de alto grado
histol6gico) fueron diagnosticados y clasificados como
tales si presentaban diferenciacién menin-gotelial
en una biopsia previa o atributos de meningiomas
desde el punto de vista inmuno-histoquimico y/o
ultraestructural.

El estudio inmunohistoquimico de la proteina p53
fue realizado en los casos que cumplieron con los
siguientes criterios deinclusién: 1) edad igual o mayor
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de 20 afios; 2) localizacion intracraneana del tumor; 3)
informacién clinicacompleta;4) reseccion quirdrgica
macroscopica inicial equivalente a 100 % del tumor;
5) tiempo de seguimiento clinico posoperatorio no
menor de 5 afios paralos meningiomas no recidivantes
oinformacion disponible acercade las intervenciones
quirdrgicas subsecuentes en caso de meningiomas
recidivantes; y, 6) material histolégico disponible de
buena calidad representativo del tumor inicialmente
resecado.

Luego de la exclusién de los pacientes con
meningiomas miultiples y de la aplicaciéon de los
criterios de inclusion enlos pacientes restantes, un total
de 46 casos fueron seleccionados paralacomparacion
de los IM de la proteina p53 entre meningiomas
no recidivantes (n = 23) y recidivantes (n = 23).
En el primer grupo se incluyeron 11 meningiomas
transicionales, 2 meningoteliales, 2 fibroblasticos,
3 microquisticos, 2 secretores, 1 metapldsico
(xantomatoso) y 2 atipicos. El grupo de tumores
recidivantes estuvo conformado por 13 meningiomas
transicionales, 2 meningoteliales, 2 fibroblasticos,
1 microquistico, 1 metapldsico (xantomatoso), 2
atipicos, 1 de células claras y 1 papilar.

Mediante seleccionrealizadaal azar, se incluyeron
47 pacientes adicionales para obtener nimeros
representativos de tumores dentro de cada grado
histolégico (41 meningiomas grado 1,23 gradoIl'y 10
grado III) y poder comparar asi los IM de la proteina
p53 entre los diferentes grados histolégicos de los
meningiomas. Dentro del grado I se incluyeron 11
meningiomas transicionales y cinco de cada uno de
los siguientes subtipos: meningotelial, fibroblastico,
microquistico, angiomatoso, secretor y metaplasico
(xantomatoso). Los tumores grado II estuvieron
conformados por 12 meningiomas atipicos, 9 de
células claras y 2 cordoides, mientras que para el
grado III se seleccionaron 4 meningiomas malignos
y 6 papilares.

Se utilizé un anticuerpo primario monoclonal de
ratén (DO-7; Dako, Carpinteria, EE.UU; dilucién
1:75) para la deteccién inmunohistoquimica de la
proteinap53 enlos casos seleccionados. Paratal efecto,
cortes histolégicos de4 mm de espesor representativos
de cada tumor fueron montados en laminas silanizadas,
desparafinados en xilol y rehidratados con pasos
sucesivos de alcoholes de grado decreciente hasta agua
desionizada. La actividad de peroxidasa endégena
y las uniones electrostéiticas inespecificas fueron
bloqueadas respectivamente con solucién de peréxido
dehidrégeno al 3 % en metanol y un agente bloqueante
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de proteinas (Immunon Shandon, Pittsburg ,EE.UU).
La recuperacién antigénica se efectudé por calor
con una vaporera de marca comercial durante 30
minutos, para lo cual se dejaron las laminas inmersas
en solucién recuperadora blanco de Dako de pH 6.1.
Posterior al lavado con solucién de tris buffer salino
con tween 20 (TBST), las laminas fueron colocadas
en contenedores adecuados y los siguientes pasos
realizados en el aparato automatico Dako AutoStainer.
El anticuerpo primario fue incubado sobre las
secciones histologicas atemperaturaambiente durante
una hora, seguido de lavado con TBST. Utilizando
el sistema de detecciéon y amplificaciéon EnVision
(Dako, Carpinteria, EE.UU), se aplic6 un anticuerpo
secundario anti-Ig G de ratén unido a un polimero
de dextrano marcado con peroxidasa de rdbano
blanco, con tiempo de incubacién de 20 minutos
a temperatura ambiente, seguido de lavado de las
laminas histolégicas con TBST. Posteriormente, se
aplicé una mezcla conteniendo per6xido de hidrégeno
como substratoy el cromégeno 3,3"-diaminobencidina
(sistema DynaChrome; ThermoShandon, Pittsburg,
EE.UU) durante 10 minutos, seguido de lavado
con agua corriente. Finalmente, los preparados
histolégicos fueron contrastados con hematoxilina
de Mayer, deshidratados y cubiertos con laminillas.
Se utiliz6 como control positivo del método inmuno-
histoquimico un adenocarcinoma de colon con
reactividad conocida para la proteina p53, en tanto
que la omisién del anticuerpo primario sobre un corte
histolégico seriado de este mismo tumor generé el
respectivo control negativo.

Sélo la inmunotincién nuclear fue considerada
positivaparalaproteina p53,independientemente del
gradodeintensidad de lamisma. Elindice de marcaje
inmunohistoquimico (IM) fue expresado como el
porcentaje de células neopldsicas inmunopositivas
sobre un total no menor de 3 000 células tumorales
contabilizadas en campos microscopicos consecutivos
de 400x, iniciando el recuento en aquellas
areas del tumor con mayor densidad de células
inmunorreactivas. El cdlculo del IM sobre 3 000
células tumorales fue realizado con el objeto de evitar
la sobre-estimacién de resultados ocasionada por la
heterogeneidad tumoral. Para el recuento celular se
digitalizaron los campos microscépicos necesarios
dentro de cada tumor con el capturador de imigenes
Image-Proa Plus version 3.0 for WindowsTM (Media
Cybernetics, L.P; Silver Spring, Maryland, EE.UU).
Una vez obtenidos los IM de la proteina p53 en cada
uno de los casos seleccionados, se procedieron a
estimar sus valores promedios y rangos paralos grupos
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de meningiomas recidivantes y no recidivantes, asi
como para los diferentes grados histolégicos.

Todos los datos obtenidos de la investigacion
fueron tabulados y analizados en base a los objetivos
planteados. Las diferencias observadas en relaciéon
con los valores promedios y rangos de los IM de la
proteina p53 entre meningiomas recidivantes y no
recidivantes y entre los diferentes grados histolégicos
fueron evaluadas mediante las pruebas estadisticas
c2, prueba de probabilidad exacta de Fisher, t test
no pareado y ANOVA de una via, utilizando para
ello un intervalo de confianza de 95 % y un valor
de P significativo menor de 0,05. Para tal efecto, se
emplearon los programas computarizados Microsoft
Excel, EPISTAT, Graphpad Instat y Sigma Plot.
Los puntos de corte del IM de la proteina p53 entre
meningiomas no recidivantes y recidivantes y entre
meningiomas de diferentes grados histolégicos fueron
establecidos através del programa computarizado TG-
ROC (Two-Graph Receiver Operating Characteristic,
version 070397e for MS-Excel) (66). Lasensibilidad,
la especificidad y los valores predictivos positivos y
negativos de cada punto de corte fueron estimados
con un intervalo de confianza de 95 %. Finalmente,
las curvas de supervivencia libres de recidivas fueron
graficadas mediante el método de Kaplan-Meier y
evaluadas estadisticamente con el log-rank test a
través del programa WinSTAT for Excel (R. Fitch
Software, version 2005.1).

RESULTADOS

El estudio inmunohistoquimico de la proteina p53
fuerealizado sobre untotal de 93 casos. El promediode
edad global parala muestra fue de 48 45 + 12,92 afios
(rango de 20 a 85 anos) y predominaron los pacientes
del sexo femenino (61,29 % de la muestra, con una
relacién femenino/masculino de 1,58:1). EIl tiempo
promedio de seguimiento clinico posoperatorio para
los pacientes con meningiomas no recidivantes fue
de 119,13 £ 45,16 meses (rango de 60 a 221 meses),
en tanto que el intervalo promedio de aparicion de
la primera recidiva para aquellos con meningiomas
recidivantes fue de 61,35 + 84,42 meses (rango de
5 a 348 meses).

IM de la proteina p53 y grado histolégico

El IM de la proteina p53 fue estimado en 74
meningiomas de diferentes grados histologicos (41
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grado I, 23 grado IT y 10 grado III). Los promedios
del IM de la proteina p53 fueron de 37,15 % para
los meningiomas grado I, 44,49 % para los grado
Ty 57,81 % para los grado III, siendo la diferencia
global estadisticamente significativa (P=0,0039)
(Cuadro 1 y Figura 1). La comparacion especifica de
los IM de la proteina p53 obtenidos para cada grado
histolégico demostré significanciaestadisticaentre los
grados Iy IIT (P=0,0013) y entre 11 y III (P=0,0397),
pero no entre los grados I y IT (P=0,1216) (Cuadro
1). Tomados como un grupo, los meningiomas
no benignos (grados II-III) mostraron un IM
promedio de la proteina p53 de 48,52 %, cifra ésta
significativamente mayor (P=0,0076) a la observada
dentro del grupo de meningiomas benignos grado I
(37,15 %) (Cuadro 1).

Con el objeto de discriminar entre meningiomas
benignos (grado I) y no benignos (grados II-11I), la
aplicacion de la prueba TG-ROC determiné un punto
de corte ttil del IM de la proteina p53 equivalente a
40 % . Asi, el IM de la proteina p53 en meningiomas
benignos (grado I) fue <40 % en 25 casos (60,98 %)
y =40 % en 16 (39,02 %), en contraste con el grupo
de meningiomas no benignos (grados II-III) donde
el IM fue <40 % en 8 casos (24,24 %) y = 40 % en
25 (75,76 %), siendo la diferencia estadisticamente

Figura 1. Representacion comparativa de los indices de
marcaje inmunohistoquimico (IM) de la proteina p53 entre
los diferentes grados histoldgicos de los meningiomas. A)
IM de 32,39 % en un meningioma secretor (grado I); B)
IM de 46,90 % en un meningioma de células claras (grado
1I); y, C) IM de 68,04 % en un meningioma papilar (grado
IIT). (A, By C: EnVision/DAB, 400x).

significativa (P<0,0015) (Figura2). Laespecificidad y
lasensibilidad paraeste punto de corte fueron de 60,98
%y 75,76 % ,respectivamente, en tanto que los valores
predictivos positivo y negativo correspondieron a
60,98 % y 75,76 %, respec-tivamente.

Los meningiomas grado I con IM = de 40 %

correspondieron a 4/11 meningiomas transicionales
(IM de 44,70 % a 56,63 %), 2/5 meningoteliales

Cuadro 1

Comparacion del indice de marcaje de la proteina p53
entre los grados histolégicos de los meningiomas

Grados histolégicos Valor de P
I (n=41) II (n=23) III (n=10)
Promedio + DE del IM
de la proteina p53 (%) 0,0039*
(Rango) 37,15+ 18,05 4449 + 17,71 57,81 £ 12,54 IvsIl: 0,1216°
Comparacién de todos (8,13-84.40) (9.41-76,16) (3791-75,32) IvsIII: 0,0013 °
los grados II vs II1: 0,0397 ®
Promedio + DE del IM
de la proteina p53 (%)
(Rango) 37,15+ 18,05 48,52 + 17,28 0,0076 °
Comparacion de grados (8,13-84,40) (9,41-76,16)
I vs II-1I1

2 ANOVA de una via; b t test no pareado.

IM: indice de marcaje inmunohistoquimico (% de células inmunopositivas sobre un total no menor de 3 000 células

neopldsicas).

Fuente: Archivo de biopsias de la Seccién de Neuropatologia del IAP-UCV (1980-2003).
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(43,61 % y 82,80 %), 2/5 fibroblasticos (45,53 % y
84,40 %), 2/5 microquisticos (46,21 % y 54,97 %),
1/5 secretores (65,37 %), 3/5 angiomatosos (47,48 %
a 60,23 %) y 2/5 metaplasicos (41,48 % y 45,53 %)
(datos no mostrados). Entre los meningiomas no
benignos (grados II-11T), los tumores con IM < 40 %
comprendieron 3/12 meningiomas atipicos (IM de
16,60 % a 36,04 %), 3/9 de células claras (14,37 %
a 39,29 %), 1/2 cordoides (9,41 %) y 1/6 papilares
(37,91 %) (datos no mostrados).

IM de la proteina p53 y riesgo de recidivas

Para intentar predecir el riesgo de recidivas en
meningiomas, los IM para la proteina p53 fueron
estimados en 46 tumores (23 no recidivantes vs 23
recidivantes). Los promedios del IM de la proteina
p53 fueron de 32,29 % para los meningiomas no
recidivantes y 46,19 % para los recidivantes, siendo
la diferencia estadistica significativa (P=0,0021)

% Casos
100

|:| Grado I

(Cuadro 2 y Figura 3). Al considerar s6lo a los
meningiomas benignos en ambos grupos (21 no
recidivantes vs. 19 recidivantes), la diferencia
estadistica se mantuvo (P=0,0074) entre los IM de
meningiomas norecidivantes (31,74 %) y recidivantes
(45,19 %) (Cuadro 2). Segun la prueba TG-ROC,
el punto de corte de 40 % fue tutil (P=0,0003) para
discriminar entre meningiomas no recidivantes y
recidivantes. Asi,el IM promediode laproteinap53en
meningiomas no recidivantes fue < 40 % en 20 casos
(86,96 %)y =40 % en 3 (13,04 %), en contraste con
el grupo de meningiomas recidivantes donde el IM
promedio fue < 40 % en 8 casos (34,78 %) y =40 %
en 15 (65,22 %) (Figura 4). La especificidad y la
sensibilidad paraeste punto de corte fueronde 86,96 %
y 65,22 %, respectivamente, en tanto que los valores
predictivos positivo y negativo correspondieron a
83,33 %y 7143 %, respectivamente.

Los meningiomas no recidivantes con IM = de

40 % correspondieron a 2/21 tumores grado [ (IM de
50,56 %y 54,97 %) y 1/2 grado 11 (49,36 %) (datos

90 H Grados II-111

80

70

60 1T

40

20 1

10 1T

<40% >40%

IM de la proteina p53

E: 60,98 % (1C95: 44,50-75,80)
S: 75,76 % (1C95: 57,74-88 .91)
VPP: 60,98 % (1C95: 44,50-75,80)
VPN: 75,76 % (IC95: 57,74—88,91)

2Establecido por TG-ROC (Two-Graph Receiver Operating Characteristic). ® Prueba de probabilidad exacta de Fisher.
IM: indice de marcaje inmunohistoquimico (% de células inmunopositivas sobre un total no menor de 3 000 células
neopldsicas). E: especificidad. S: sensibilidad. VPP: valor predictivo positivo. VPN: valor predictivo negativo.

Fuente: Archivo de biopsias de la Seccién de Neuropatologia del IAP-UCV (1980-2003).

Figura 2. Punto de Corte® del indice de marcaje de la proteina p%3 para discriminar entre meningiomas benignos (grado

I) y no benignos (grados II-III).
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203



INMUNOHISTOQUIMICA DE LA PROTEINA p53

Cuadro 2

Comparacién del IM de la proteina p53 entre meningiomas no recidivantes y recidivantes

No recidivantes Recidivantes Valor de P
(n=23) (n=23) (t test no pareado)
Promedio = DE del IM
de la proteina p53 (%)
(Rango)
Todos los grados histolégicos 3229+ 11,78 46,19 + 16,67
(8,13-54,97) (19,35-84,40) 0,0021
(n=21) (n=19)
Promedio = DE del IM
de la proteina p53 (%) 31,74 + 11,68 45,19 + 18 01 0,0074
(Rango) (8,13-54,97) (19,35-84,40)

S6lo meningiomas grado I *

2Se excluyen 2 meningiomas no recidivantes (grado II) y 4 recidivantes (3 grado II y 1 grado III).
IM: indice de marcaje inmunohistoquimico (% de células inmunopositivas sobre un total no menor de 3 000 células

neopldsicas).

Fuente: Archivo de biopsias de la Seccion de Neuropatologia del IAP-UCV (1980-2003).

Figura 3. Representacion comparativa de los indices de
marcaje inmunohistoquimico (IM) de la proteina p53 entre
un meningiomanorecidivante (A, meningioma transicional
con IM de 36,07 %) y un meningioma recidivante) B,
meningioma meningotelial con IM de 46,44 %). (Ay
B: EnVision/DAB, 400x).

no mostrados). Entre los meningiomas recidivantes,
todos los tumores con IM <40 % fueron meningiomas
del grado I (indices de 19,35 % a 36,10 %) (datos
no mostrados).

Mediante el método de Kaplan-Meier se obtuvo
una curva de supervivencia libre de recidivas
significativamente superior (P<0,0001) en los
meningiomas con IM de la proteina p53 < 40 % en
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comparacién con aquellos meningiomas con IM =
40 % (Figura 5).

DISCUSION

El gen supresor tumoral TP53 codifica una
fosfoproteinanuclearde 53 Kd conocidacomo proteina
p53, de cuya integridad funcional depende en buena
medida el control del ciclo celular, diferenciacién
celular, mantenimiento de la estabilidad gendémica,
envejecimiento celular y apoptosis (59,60). Ante la
presencia de cualquier dafio genético, la proteina p53
se activa para secuestrar a la célula afectada en la fase
G1 del ciclo celular, generando apoptosis en una fase
previa a la replicacién del acido desoxirribonucleico
(ADN) en caso de que las alteraciones genéticas sean
irreparables (60,67). La inactivacién funcional de la
proteina p53 es inducida por mutaciones y pérdidas
alélicas del TP53,1o que al parecer representa un paso
universal para el desarrollo de una gran variedad de
neoplasias humanas (60).

El marcaje inmunohistoquimico de la proteina
p53 como factor prondstico en neoplasias representa
quizas uno de los temas mdés controvertidos en el
campo de la patologia oncolégica. Aunque se ha
demostrado que la expresiéon inmunohistoquimica
de la proteina p53 en meningiomas guarda relacion
aparente con el grado histolégico y riesgo de
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% Casos
100

90 B Recidivantes

801

60 17

50 T

3077

10 T

<40% >40%

IM de la proteina p53

|:| No Recidivantes

E: 86,96 % (1C95: 66,41-97,22)
S: 65,22 % (1C95: 42,73-83,62)
VPP: 83,33 % (1C95: 58,58-96.42)
VPN: 71,43 % (1C95: 51,33-86,78)

2 Establecido por TG-ROC (Two-Graph Receiver Operating Characteristic). b Prueba de probabilidad exacta de Fisher.
IM: indice de marcaje inmunohistoquimico (% de células inmunopositivas sobre un total no menor de 3 000 células
neopldsicas). E: especificidad. S: sensibilidad. VPP: valor predictivo positivo. VPN: valor predictivo negativo.
FUENTE: Archivo de biopsias de la Seccién de Neuropatologia del IAP-UCYV (1980-2003).

Figura 4. Punto de corte a del indice de marcaje de la proteina p53 para discriminar entre meningiomas no recidivantes y

recidivantes.

recidivas (10,61-65,68,71), resulta dificil establecer
una comparacioén de resultados entre los diferentes
estudios realizados al respecto,debido a que no existe
un consenso claro acerca del IM por encima del cual
resulta anormal la expresién de la proteina p53 y
a la adopcién de multiples sistemas para clasificar
la intensidad y la distribucién del inmunomarcaje
positivo. Asi por ejemplo, Nagashima y col. (70)
hacen notar en su publicacion la presencia de algunas
células con positividad débil para la proteina p53
en 5 de 52 meningiomas benignos, ninguna célula
positiva en meningiomas atipicos y positividad
de fuerte intensidad en 5 meningiomas malignos,
resultados estos que no pueden compararse con los
reportados por Amatyay col. (65),quienes presentan
IM promedios de p53 equivalentes a 1,1 + 3,1 % para
los meningiomas grado I, 3,5 = 5,8 % para los grado
Ty 6,3 +42 % para los grado III.

Gac Méd Caracas

Tomando en cuentala proporcién de casos positivos
con base aun IM superior al 1 %,Matsunoy col. (62)
y Choy col. (71) encontraron en series relativamente
grandes de meningiomas un incremento en el nimero
de tumores que expresaron la proteina p53 enrelacién
con la progresién del grado histolégico, informando
resultados positivos en 9,5 % de los meningiomas
benignos, en 57,1 % a 72,7 % de los atipicos y en
88,9 % a 100 % de los malignos. Por su parte, Kamei
y col. (64) informaron inmunoexpresion de proteina
p53 (también definida con un IM = 1 %) en 22 % de
los meningiomas benignos y en 54 % de los atipicos/
anaplasicos, pero al considerar s6lo a un grupo de
45 meningiomas benignos demostraron ademas una
diferencia significativa en cuanto al porcentaje de
casos positivos entre meningiomas recidivantes (80
%) y no recidivantes (15 %), resultados estos que
coincidieron con los reportados por Cho y col. (71),
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* Graficado por el método de Kaplan-Meier. ° Log-rank
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IM: indice de marcaje inmunohistoquimico (% de células
inmunopositivas sobre un total no menor de 3 000 células
neopldsicas).

Fuente: Archivode biopsias dela Seccién de Neuropatologia
del IAP-UCV (1980-2003).

Figura 5. Curvas de supervivencia libre de recidivas® para
un punto de corte del indice de marcaje de la proteina p53
de 40 %.

quienes encontraron inmunopositividad para p53 en
714 % de los meningiomas recidivantes y en 10,5
% de los no recidivantes.

UtilizandounIM limitrofede 10 % ,Karamitopoulou
y col. (61) estudiaron una serie de 60 meningiomas
y obtuvieron resultados positivos para la proteina
p53 también relacionados con el grado histolégico
(positividad en 10,8 % de los meningiomas benignos,
en 50 % de los atipicos y en 77 % de los malignos),
pero no pudieron demostrar diferencia alguna entre
meningiomas benignos no recidivantes (10,34 %)
y recidivantes (12,5 %). En contraste, todos los
meningiomas no recidivantes (10 casos) evaluados
por Miyagami y col. (68) resultaron negativos
para la proteina p53, en tanto que 5 de 8 tumores
recidivantes expresaron p53 con IM que oscilaron
entre 0,5 % a 8,5 %. Al comparar los IM de p53
entre meningiomas recidivantes y no recidivantes
con un seguimiento clinico promedio de 6,7 afios,
Lanzafame y col. (10) encontraron significancia
estadistica para un punto de corte equivalente a 1 %
(IM < 1 % en 16/30 meningiomas no recidivantes y
>1 % en 12/15 recidivantes).

Con algunas excepciones, la mayoria de los
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estudios demuestran que la proteina p53 se expresa
conmayor frecuenciae intensidad en los meningiomas
recidivantes, razén por la cual diferentes autores
coinciden en sefialar que la expresion anormal de p53
se asocia con un prondstico peor. Sin embargo, la
evidencia acumulada al respecto no necesa-riamente
esconcluyente y pareciera sensato asumir que no todo
esta escrito acerca de la proteina p53. Un ejemplo
ilustrativodeello tiene que ver con el estudio publicado
por Hakin-Smith y col. (69), quienes por el contrario
sefialan que el elevado nivel de expresion de la proteina
p53 en meningiomas benignos esta relacionado més
bien conunaevolucién favorable, puesto que ninguno
de sus 10 tumores con expresion fuerte de la proteina
p53 OM = 50 %) recidivaron y 29/65 (29 %) de los
casos con IM < 50 % si lo hicieron.

En nuestro estudio, el IM promedio de la
proteina p53 (porcentaje de células positivas) estuvo
relacionado con el grado histolégico (37,15 % para
los meningiomas benignos, 44,49 % para los atipicos
y 58,81 % para los malignos) y fue mas elevado en
meningiomas recidivantes (48,52 % vs 37,15 % de
los no recidivantes). Tomado como punto de corte, el
IM de 40 % nos resulto estadisticamente satisfactorio
para separar a los tumores benignos (IM < 40 % en
61 % de los casos) de los no benignos (grados II-
III) (IM = 40 % en 76 % de los casos) (P=0,0015) y
discriminar entre meningiomas no recidivantes (IM
<40 % en 87 % de los casos) y recidivantes (IM =
40 % en 65 % de los casos) (P=0,0003), con una
probabilidad de superviviencia libre de recidivas
significativamente superior (P<0,0001) para los
meningiomas con IM < 40 %. Si bien es cierto que
las diferencias observadas en cuanto a los IM para
la proteina p53 arrojaron la significancia estadistica
esperada en relacién con el grado histolégico y
recidivas en los meningiomas, llama la atencién que
las cifras obtenidas son considerablemente elevadas
si se comparan con las informadas en los diferentes
estudios citados.

La mayoria de los investigadores han utilizado
también al anticuerpo monoclonal DO-7 para
marcar la proteina p53, pero variaciones inherentes
a la técnica inmunohistoquimica pueden determinar
diferencias en los resultados obtenidos de un
laboratorio a otro, siendo criticos en este sentido el
método de recuperacion antigénica y el sistema de
detecciéon empleado. Como sistema de deteccion de
los anticuerpos primarios, la tecnologia basada en
polimeros sintéticos ha demostrado una sensibilidad
inmunohistoquimica mucho mayor que la del
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complejo de la estreptavidina-biotina-peroxidasa
(72,73), lo que pudiera explicar en parte nuestros
IM notablemente elevados para la proteina p53.
No obstante y aunque fuera del contexto de los
meningiomas, vale la pena seflalar que Abdulmohsen
ycol. (74) demostraron en carcinomas de endometrio
que la expresién inmunohistoquimica de la proteina
p53 resultaba de valor prondstico s6lo cuando el IM
superaba el 50 %, en contraposicién con los puntos
de corte convencionales de 5 % y 10 % adoptados
por otros investigadores.

Resulta oportuno sefialar que los anticuerpos
comercialmente disponibles para identificar a la
proteina p53 mediante métodos inmunohisto-
quimicos son incapaces de discriminar entre la
proteina p53 normal y la proteina p53 aberrante
producida por mutaciones genéticas (59,62). La
proteina p53 normal tiene una vida media muy corta
(aproximadamente 20 minutos) y generalmente no
puede ser detectada mediante inmunohistoquimica
(60), aunque resultados positivos se han descrito en
relacién con su acumulacién excesiva por una via
defectuosadelaubiquitina (75) o por laestabilizacion
e inactivacion ejercida por otras proteinas nucleares,
como por ejemplomdm?2 (60,63,69,76). En contraste,
la proteina p53 aberrante forma complejos estables
con algunas otras proteinas nucleares y presenta
una vida media mas prolongada (horas), razén por
la cual resulta facilmente detectable por métodos
inmunohisto-quimicos (60).

A pesar que se ha encontrado una expresion
de proteina p53 anormalmente elevada en algunos
meningiomas, particularmente en aquellos con un
mayor grado histolégico, alto potencial de recidivas
y elevada actividad proliferativa, la deteccion de
mutaciones en el gen TP53 ha sido un hallazgo
infrecuente en estos tumores, lo que hace suponer que
algun otro mecanismo (no relacionado con mutaciones
genéticas) sea el responsable de la expresion anormal
de p53 en meningiomas (62,65,69,70,77,78). Ohgaki
ycol. (79),0Ohkoudoy col. (63) y Amatyay col. (80)
no encontraron ninguna mutacion en los exones 4-8
del TP53 en sus series de meningiomas, en tanto que
Mayashimay col. (81) detectaron una mutacién en el
exon 5 en apenas uno de 8 meningiomas estudiados
y Yakut y col. (82) sélo fueron capaces de demostrar
delecion del gen p53 en 3 de 11 meningiomas, uno
de ellos atipico y los dos restantes anaplasicos. Mas
alld del dominio central (exones 4-8) del gen, las
mutaciones del TP53 siguen siendo infrecuentes
en meningiomas y asi lo demostraron Verheijen y
col. (77), quienes encontraron sélo polimorfismos
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comunes (codones 36y 72) y cambios de localizacion
de nucledtidos en algunos de sus 17 meningiomas
cuya secuencia del TP53 fue estudiada a plenitud
(11 exones). De todo esto se desprende que tanto la
expresion inmunohistoquimica de la proteina p53 en
meningiomas como el papel que juega el gen TP53
en la génesis de estos tumores contindan siendo
controversiales.

En conclusién,nuestros resultados sugieren que un
IM de la proteina p53 igual o superior a 40 % en un
meningioma dado, plantea la posibilidad de asignar
un grado mayor en casos histolégicamente ambiguos
(biopsias pequefias de tumores que cumplen con
algunos, pero no con todos los criterios de atipicidad
o malignidad si no pudiera realizarse un muestreo
mas extensivo del tumor) o de un mayor riesgo para
desarrollar recidivas dentro de un mismo grado
histolégico (especialmente en tumores benignos),todo
lo cual implica la necesidad de emprender controles
médicos periddicos mds rigurosos en tales casos.
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Los intelectuales: Grandes enemigos de los libros

Dr. Fernando Baéz

El110de mayo fueundiaagitado. Los miembros de
la Asociacion de Estudiantes Alemanes comenzaron a
recoger todos los libros prohibidos. Habia una euforia
inesperada, contagiosa. Los libros, junto con los
que se habian obtenido en centros como el Instituto
de Investigaciones Sexuales o en las bibliotecas de
judios capturados, fueron transportados a Opernplatz.
En total, el nimero de obras sobrepasaba los 25.000.
Pronto, se concentré una multitud alrededor de los
estudiantes. Estos empezaron a cantar un himno
que causé gran impresion entre los espectadores. La
primera consigna fue fulminante:

Contra la clase materialista y utilitaria. Por una
comunidad de Pueblo y una forma ideal de vida.
Marx, Kautsky.

La hoguera ya estaba encendida con kerosene
desde las 11:30. Joseph Goebbels, que habia peleado
ese dia con su indomable mujer, levant6 la voz y
después de saludar con un estruendoso Heil, explic
los motivos de la quema:

La época extremista del intelectualismo judio ha
llegado asu finy larevoluciéon de Alemania ha abierto
las puertas nuevamente para un modo de vida que

Gac Méd Caracas

permita llegar a la verdadera esencia del ser aleman.
Estarevolucion no comienza desde arriba, sino desde
abajo, y va en ascenso. Y es, por esa razon, en el
mejor sentido de la palabra, la expresién genuina de
la voluntad del Pueblo]...]

Durante los pasados catorce afios Uds.,estudiantes,
sufrieron en silencio vergonzoso la humillacién de
la Republica de Noviembre, y sus bibliotecas fueron
inundadas con la basura y la corrupcién del asfalto
literario de los judios. Mientras las ciencias de la
cultura estaban aisladas de la vida real, la juventud
alemana ha reestablecido ahora nuevas condiciones
en nuestro sistema legal y ha devuelto la normalidad
a nuestra vida[...]

Las revoluciones que son genuinas no se paran en
nada. Ninguna drea debe permanecer intocable]...]

Por tanto, Uds. estan haciendo lo correcto cuando
Uds.,aestahorade medianoche,entregan alas llamas
el espiritu diabdlico del pasadol...]

El anterior pasado perece en las llamas; los nuevos
tiempos renacen de esas llamas que se queman en

nuestros corazones|...]
Continia en pdg. 240
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