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RESUMEN

El glioblastoma multiforme es el subtipo de gliomas más frecuente en adultos, con una pobre sobrevida promedio posterior al 
diagnóstico. Sin terapia, la sobrevida de los pacientes posterior al diagnóstico no excede los 3 meses, incrementándose a un 
promedio de 12 a 15 meses si se aplica el tratamiento óptimo, que incluye resección quirúrgica, radioterapia y quimioterapia 
con temozolomida. El objetivo primario de este estudio es determinar la factibilidad de realizar el análisis biomolecular de 
muestras histológicas con diagnóstico de Glioblastoma Multiforme en el Hospital Carlos Van Buren utilizando PCR anidado 
para determinar metilación del promotor de MGMT, en el período comprendido entre 2010 y 2014. Como objetivo secundario, 
se pretende evaluar la correlación entre el tiempo de sobrevida y el estado de metilación el promotor de MGMT. Se estudió el 
estado de metilación de MGMT en 12, logrando un 57,1% de éxito en la amplificación. Un 83,3% resultó no metilado, con una 
sobrevida de 9,2 meses, comparado con 21 meses de sobrevida del grupo metilado (p = 0,15). Como conclusión, la técnica 
de PCR anidado es factible de realizar en nuestro centro, requiriéndose estudios prospectivos para evaluar el valor predicti-
vo, aunque se observó una tendencia a que la metilación del promotor de MGMT se relaciona con aumento en el tiempo de 
sobrevida posterior al diagnóstico.
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Abstract

Glioblastoma multiforme is the most frequent subtype of gliomas in adults, with a poor survival rate after diagnosis. Without 
treatment, the mean survival time doesn’t exceed 3 months after diagnosis, increasing up to 12 to 15 months if the optimal 
treatment is given, including surgical resection, radiotherapy and chemotherapy using temozolomide. The main objective of 
this study is to evaluate the feasibility to do a biomolecular analysis of histological samples at Carlos Van Buren Hospital using 
nested PCR technique to determine methylation of MGMT promoter between 2010 and 2014. As an additional objective, we 
pretended to evaluate the correlation between mean survival time and MGMT promoter methylation status. The MGMT meth-
ylation status was studied in twelve samples, achieving a 57,1% amplification success. An 83,3% was found in a non-methyl-
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Introducción

El término “tumor cerebral” engloba a 
un conjunto de neoplasias, cada una 
con su propia biología, pronóstico y tra-
tamiento. Estos tumores se identifican 
mejor con el término “neoplasias intra-
craneales”, ya que no todas emergen 
del tejido cerebral1.
Alrededor de un 80% de los tumores 
cerebrales malignos primarios corres-
ponden a gliomas2. El término “glioma” 
comprende a todos los tumores que tie-
nen un origen glial, los cuales incluye 
tumores astrocíticos, oligodendroglio-
mas, ependimomas y gliomas mixtos2,3, 
con una incidencia general de gliomas 
de 4,67 a 5,73 por 100.000 personas4,5. 
La Organización Mundial de la Salud 
los clasifica según la diferenciación ce-
lular en 4 grupos, constituyendo el gra-
do I de la OMS tumores diferenciados 
y con comportamiento menos agresivo, 
hasta el grado IV que no son diferen-
ciados y que presentan el mayor com-
portamiento agresivo6. El subtipo más 
común y más letal es el glioblastoma 
multiforme (GBM), grado IV de la OMS, 
cuya incidencia se describe entre 0,59 
a 3,69 por 100.000 personas, siendo el 
tercer tipo tumoral más frecuentemente 
reportado, después de los meningio-
mas (36,6%) y los tumores pituitarios 
(15,9%)5,7-11. A partir del año 2016, la 
OMS los clasifica según mutaciones en 
gen IDH en IDH-wildtype e IDH-mutant. 
Los primeros comprenden al 90% de 
los casos, correspondiendo a los de-
finidos clínicamente como primarios o 
“de novo”, mientras que los del subtipo 
IDH-mutant corresponden al 10% de 
los casos, relacionados con los glio-
blastomas denominados secundarios, 
en los que se pesquisa previamente un 
glioma de menor grado que presenta 
progresión a glioblastoma, siendo es-
tos últimos preferentemente de la po-
blación más joven12.
Esta enfermedad afecta comúnmente 
a la población adulta, siendo el rango 
de edad más frecuentemente afectado 
entre 45 a 70 años, con ligera predo-
minancia masculina13. La mayoría de 

los casos son de aparición esporádica, 
aunque se ha descrito una mayor inci-
dencia de GBM en pacientes con an-
tecedentes de exposición a radiación 
ionizante e historia de síndromes neu-
rocutáneos, como la esclerosis tubero-
sa y la neurofibromatosis2,14,15. Este tipo 
tumoral se puede desarrollar a partir 
de un glioma de menor grado, como 
un glioma de bajo grado (grado II de la 
OMS) o de un astrocitoma anaplásico 
(grado III de la OMS), sin embargo, la 
mayoría se desarrolla de novo sin evi-
dencia de una lesión preexistente6.
Las manifestaciones clínicas, como 
cualquier lesión neurológica, depende 
de la localización anatómica y la ex-
tensión de la invasión tumoral. Según 
el Glioma Outcomes Project, un 53% 
a 57% de los pacientes la sintomato-
logía inicial fue cefalea, mientras que 
un 56% de los gliomas grado III y 23% 
de los gliomas grado IV se asociaron a 
crisis convulsivas. Otros síntomas co-
múnmente vistos al diagnóstico inclu-
yeron cambios cognitivos, déficit visual, 
paresia y trastornos del lenguaje16.
Las modalidades actuales de trata-
miento incluyen a la cirugía, radiotera-
pia y quimioterapia con temozolomida. 
Dada la agresividad de esta neoplasia, 
la mejor combinación de tratamientos 
sólo puede aumentar la sobrevida del 
paciente a un período de 12 a 15 me-
ses posterior al diagnóstico, en prome-
dio17.

Cirugía en el tratamiento del
glioblastoma multiforme

Los nuevos avances en el campo de 
imagenología, como la neuronave-
gación, o avances como la resección 
guiada con fluorescencia han permitido 
aumentar la seguridad en el manejo 
quirúrgico y han permitido un incre-
mento en el porcentaje de exéresis, lo 
que ha significado casi doblar las tasas 
de sobrevida desde 3 a 4 meses has-
ta 7 a 12 meses, aunque relacionados 
principalmente por la mayor resección 
de tejido tumoral que permiten estas 

herramientas complementarias18,19.
La resección extensa tumoral en glio-
blastomas es un desafío quirúrgico, ya 
que estos tumores son invasivos, in-
filtrantes y frecuentemente involucran 
áreas elocuentes20. Se ha planteado la 
hipótesis de que un mayor porcentaje 
de exéresis se relacionaría con un in-
cremento en el pronóstico del paciente, 
disminuyendo la masa tumoral y faci-
litando la respuesta a la terapia adyu-
vante16,21-23. Se ha visto mayor beneficio 
en pacientes con resección completa o 
resección cercana a completa, defini-
da esta última como aquella que, en el 
control imagenológico postoperatorio 
con resonancia magnética no presen-
ta realce de contraste, independiente 
de alteración en secuencias largas. El 
beneficio disminuye al realizar una re-
sección subtotal, definida como aquella 
que en la resonancia magnética posto-
peratoria presente realce con contraste 
nodular residual24.

Radioterapia adyuvante

La radioterapia fraccionada de haz 
externo es el pilar de la terapia adyu-
vante en astrocitomas de alto grado. 
Estudios aleatorizados de las décadas 
del 70 y 80 conducidos por el Brain Tu-
mor Study Group demostraron que la 
radioterapia postoperatoria aumentaba 
la sobrevida de manera significativa 
estadísticamente en comparación con 
sólo la cirugía. En uno de estos ensa-
yos, Walker et al19 aleatorizaron a 303 
pacientes en cuatro grupos, resultando 
en un aumento de la sobrevida esta-
dísticamente significativa en todos los 
grupos que recibieron radioterapia. Los 
tiempos de sobrevida promedio fueron 
de 4,3 meses para el grupo con terapia 
de soporte, 6,3 meses para el grupo 
que sólo recibió quimioterapia, 9,4 me-
ses para el grupo con sólo con radio-
terapia y de 10,1 meses para el grupo 
con quimioterapia y radioterapia combi-
nada. En una revisión sistemática rea-
lizada por Laperriere et al se confirmó 
este beneficio25.

ated status, with 9.2 months of mean survival time, in contrast to 21 months in the methylated group (p = 0.15). We concluded 
that nested PCR technique is feasible to do in our center, requiring prospective studies to evaluate a predictive value, although 
an increased mean survival time after diagnosis and methylated status was related. 

Key words: Glioblastoma, Polymerase Chain Reaction, Survival.
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Con respecto a la extensión de la radio-
terapia, no se demostró beneficio de la 
radioterapia en todo el cerebro compa-
rada con campos más restrictivos25,26. 
La evidencia con respecto a la historia 
natural ha demostrado una tendencia 
a la recurrencia local en un área de 1 
cm a 2 cm de la lesión inicial. La prác-
tica clínica actual considera radiación 
externa focalizada en el área de lesión 
primaria y 2 cm de márgenes19,21,24.

Quimioterapia con temozolomida

La temozolomida corresponde a una 
clase de agentes alquilantes conoci-
dos como imidazotetrazinas, con una 
estructura similar a la dacarbazina, con 
un anillo imidazol22. Fue sintetizada por 
Stevens y colaboradores en 198423, 
demostrando su actividad antineoplási-
ca23,25. La penetración de la temozolo-
mida en el sistema nervioso central fue 
estudiada en ratas y monos Rhesus, 
revelando que los niveles del fármaco 
en el cerebro y en el líquido cefalorra-
quídeo son aproximadamente 30% a 
40% de la concentración plasmática27.
El mecanismo de acción consiste en 
que el ion metildiazonio (MTIC), com-
puesto activo, metila los residuos gua-
nina en el ADN, resultando en la for-
mación de O6 y N7-metil-guanina. La 
formación de O6-metilguanina es pri-
mariamente responsable de los efectos 
citotóxicos de la temozolomida. Cuan-
do el grupo metilo no logra ser retirado 
previo a la división celular, se desenca-
dena la reparación a través de la vía de 
error en la unión de bases, resultando 
ser altamente citotóxico, ya que se pro-
duce roturas de doble cadena del ADN 
y con esto se activan las vías de apop-
tosis27.
Un importante estudio en relación con 
la terapia adyuvante en GBM fue publi-
cado en 2005 por Stupp et al17. En este 
estudio se logró demostrar con nivel I 
de evidencia que la utilización de temo-
zolomida como quimioterapia adyuvan-
te en el manejo de GBM aumentaba la 
sobrevida de forma significativa esta-
dísticamente. Un total de 573 pacientes 
fueron aleatorizados a recibir sólo radio-
terapia (60 Gy administrados 5 días por 
semana por 6 semanas) o radiación en 
combinación con temozolomida (en do-
sis de 75 mg/m2 de superficie corporal, 
7 días a la semana concurrentemente 
con la radioterapia y 6 ciclos de 150- 
200 mg/m2 posterior a la radioterapia). 

Los grupos fueron repartidos en grupos 
comparables según edad, extensión de 
resección tumoral y estado funcional. 
Los resultados demostraron que hubo 
un incremento significativo en el brazo 
de temozolomida en cuanto a sobrevi-
da libre de progresión (6,9 meses vs 
5 meses) y sobrevida promedio (14,6 
meses vs 12,1 meses) y un incremento 
sustantivo en la sobrevida a los 2 años 
(27,2% vs 10,9%) y a los 5 años (9,8% 
vs 1,9%).

Rol de la enzima O6-metilguanina-
ADN metiltransferasa (MGMT) en la 
resistencia a los agentes alquilantes

La MGMT es una enzima de reparación 
de ADN, que remueve rápidamente el 
grupo metilo (alquilante) de la posi-
ción O6 de la guanina, transfiriéndolo 
a una cisteína de su propia estructura, 
quedando irreversiblemente inactiva. 
El nucleótido afectado por el agente 
alquilante recupera su forma original, 
evitándose los efectos citotóxicos de 
los agentes como la temozolomida e 
impidiendo la activación de la apopto-
sis celular. Los niveles altos de MGMT 
activa en células tumorales resulta en 
una resistencia a agentes alquilantes, 
mientras que la depleción de la proteí-
na puede estar asociada a mejor evo-
lución28,29. De esta manera, si se inhibe 
la actividad del MGMT mediante la me-
tilación del promotor del gen, resultaría 
en una disminución en la inactivación 
de los agentes utilizados en la quimio-
terapia, por lo que esta modificación le 
otorga a un paciente un mejor pronós-
tico.
Con respecto a los estudios clínicos, se 
realizó un estudio multicéntrico en Ale-
mania y Suiza que estudió la metilación 
el promotor de MGMT y su relación con 
el pronóstico, denominado NOA-08. En 
este estudio multicéntrico se aleatori-
zaron 412 pacientes con diagnóstico 
de GBM o astrocitoma anaplásico, ma-
yores de 65 años, a recibir terapia com-
plementaria con sólo temozolomida o 
sólo radioterapia, observándose que 
en aquellos pacientes que se encon-
tró metilación del promotor de MGMT 
se asoció de manera estadísticamente 
significativa con una mayor sobrevida 
(11,9 meses vs 8,2 meses) y mayor so-
brevida libre de evento (5,7 meses vs 
3,5 meses), definida esta última como 
el tiempo entre el diagnóstico y la pri-
mera progresión de la enfermedad o 

entre el diagnóstico y fallecimiento (de-
pendiendo si existió progresión de la 
enfermedad dentro de la evolución). Se 
observó además que, en el grupo con 
metilación del promotor, hubo con un 
aumento del período libre de evento en 
el grupo tratado con temozolomida (8,4 
meses vs 3,3 meses), sin observarse 
esta diferencia en el grupo tratado con 
radioterapia30.
Otro estudio multicéntrico que eviden-
ció este beneficio fue el Nordic Trial. 
En este estudio se aleatorizaron 342 
pacientes con diagnóstico de novo 
de Glioblastoma multiforme grado IV 
OMS, mayores de 60 años, a recibir 
temozolomida, radioterapia hipofrac-
cionada o radioterapia estándar, desta-
cando que en el grupo de pacientes en 
los que se encontró metilación del pro-
motor MGMT se evidenció un aumento 
en la sobrevida en el grupo tratado con 
temozolomida, en comparación con los 
pacientes sin metilación del promotor 
(9,7 meses vs 6,8 meses). En relación 
con el estado de metilación, no se ob-
servó diferencias estadísticamente sig-
nificativas en los grupos tratados con 
radioterapia31.
En el estudio realizado por Stupp en 
2009, conducido por la European Or-
ganisation for Research and Treatment 
of Cancer (EORTC) y National Cancer 
Institute of Canada Clinical Trials Group 
(NCIC), se demostró también que la 
metilación del promotor del MGMT fue 
un factor predictor de buen pronóstico, 
especialmente en el grupo tratado con 
temozolomida más radioterapia32.

Técnica de PCR anidado para
estudio de metilación del promotor 
de MGMT en el Hospital Carlos Van 
Buren

El Hospital Carlos Van Buren es un 
hospital de alta complejidad, ubica-
do en la ciudad de Valparaíso, el cual 
concentra la patología neuroquirúrgica 
compleja de 3 regiones de Chile. Exis-
te un estudio previo realizado en este 
centro en conjunto con la Universidad 
de Valparaíso, como proyecto de tesis 
de especialidad médica de Dr. Felipe 
Rey, el cual evaluó el perfil molecular 
del glioblastoma multiforme median-
te la determinación de metilación del 
promotor de MGMT por PCR anidado 
entre 2004 y 2009, estudiándose 19 
muestras tumorales, donde el 68% pre-
sentaba metilación del promotor MGMT 
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obtenido mediante estudio con la téc-
nica de PCR anidado, con una media-
na de sobrevida de 11,1 meses en el 
grupo metilado versus 5,5 meses en el 
grupo no metilado p = 0,1). Además, se 
evidenció que el porcentaje de sobre-
vida a 1 año y 2 años de los pacientes 
con MGMT metilado era de 45% y 30% 
respectivamente, en comparación con 
la sobrevida al año y a dos años en el 
grupo no metilado, que correspondió 
a 16% y 0% respectivamente. Todo lo 
anterior, utilizando técnica de PCR ani-
dado para determinación de metilación 
del promotor de MGMT33. Existe un 
estudio publicado en 2008 en Surgery 
Neurology, en donde se establecen los 
factores clínicos, imagenológicos y de 
tipo histológico que determinan el pro-
nóstico en los pacientes con gliomas 
de alto grado en Chile, siendo eva-
luados 103 pacientes con diagnóstico 
de glioma de alto grado, estudiándo-
se como factores la edad, histología 
y Karnofsky, determinándose valores 
estadísticamente significativos para 
aquellos ítems34. El estudio de factores 
pronósticos en tumores cerebrales se 
ha convertido en una importante área 
de estudio a nivel internacional, por 
ello, se realizó un estudio del estado de 
metilación del promotor de MGMT en 
pacientes operados entre 2010 y 2014 
para evaluar su aporte en el ámbito clí-
nico.
El objetivo del presente trabajo es eva-
luar la factibilidad de realizar el estudio 
biomolecular en el Hospital Carlos Van 
Buren, en conjunto con la Universidad 
de Valparaíso, utilizando la técnica de 
PCR anidado para determinar el estado 
de metilación del promotor del MGMT.

Material y Método

Se realizó un estudio analítico de co-
horte retrospectivo, estudiándose a los 
pacientes operados con diagnóstico 
de glioblastoma multiforme OMS IV 
en el Hospital Carlos Van Buren entre 
los años 2010 y 2014. Los siguientes 
fueron los criterios de inclusión: pa-
ciente operado en el Hospital Carlos 
Van Buren entre los años 2010 y 2014; 
diagnóstico histológico de glioblastoma 
multiforme OMS IV; edad entre 18 y 70 
años, esto para que los resultados fue-
ran comparables con resultados inter-
nacionales; muestra tumoral disponible 
en Servicio de Anatomía Patológica del 
Hospital. Se excluyeron pacientes con 

biopsia distinta a glioblastoma multifor-
me, aquellos que presentaran muestra 
tumoral insuficiente o de mala calidad, 
con cantidad insuficiente de ADN para 
realizar estudio de metilación de pro-
motor de MGMT. 

Forma de reclutamiento y aspectos 
bioéticos

Se utilizo los registros de Anatomía Pa-
tológica para identificar las muestras de 
pacientes con diagnostico de glioblas-
toma multiforme OMS IV y realizar el 
estudio de sobrevida posterior. Dentro 
del protocolo de este estudio, se dejo 
consignado que a los pacientes vivos 
se le solicitara autorización al paciente 
o a sus familiares mediante contacto te-
lefónico, realizado por el médico tratan-
te, y posterior firma de consentimiento 
informado. Se solicito autorización a la 
Dirección del Hospital Carlos Van Bu-
ren para poder realizar los estudios en 
muestras de pacientes fallecidos. Este 
estudio fue evaluado por el Comité de 
Bioética de la Facultad de Medicina de 
la Universidad de Valparaíso y por el 
Comité Ético-Científico del Servicio de 
Salud Valparaíso-San Antonio, sien-
do aprobado por ambos comités. Las 
muestras de tejido tumoral fueron ex-
traídas del Servicio de Anatomía Pato-
lógica para su posterior estudio biomo-
lecular.

Análisis molecular

De los pacientes con diagnóstico de 
Glioblastoma Multiforme, se seleccionó 
en la lámina de diagnóstico una región 
con mayor cantidad de células tumora-
les, escogidas por dos anatomopató-
logos del Hospital Carlos Van Buren. 
Tomando como referencia esta región, 
se extrajo de las muestras parafinadas 
un segmento tumoral de aproximada-
mente 2 mm3, necesario para realizar 
la extracción de ADN. Una vez obte-
nidos los segmentos tumorales, las si-
guientes etapas fueron realizadas en el 
Centro de Investigaciones Biomédicas 
de la Universidad de Valparaíso.
Posteriormente, se procedió a realizar 
la extracción de ADN utilizando el Kit 
EZNA Tissue DNA (Omega Bio-Tek), 
según instrucciones del fabricante. 
Una vez obtenido el ADN, se proce-
dió a cuantificar las concentraciones 
de ADN mediante espectrofotometría 

UV a 260 nm, con la relación: una uni-
dad de A260nm equivale a 50 ng/μL de 
ADNds. Para corroborar la calidad del 
ADN extraído, se amplificó una región 
del exón 2 de KRAS con oligonucleó-
tidos específicos (FOR: 5’-GAA TGG 
TCC TGCA CCA GTA A-3’ y REV: 5’-
GTG TGA CAT GTT CTA ATA TAG 
T-3’), eligiéndose este gen por tratarse 
de un segmento génico no relacionado 
con MGMT. La preparación para reali-
zar la reacción de PCR fue la siguiente:
-	 Buffer 5x: 5 μL
-	 dNTP 10 mM: 0,5 μL
-	 MgCl2 25 mM: 1,5 μL
-	 Primer FOR KRAS: 1 μL
-	 Primer REV KRAS: 1 μL
-	 Taq Pol: 0,1 μL
-	 Agua: 13,9 μL
-	 DNA: 2 μL (500 ng de ADN)

A su vez, se realizó un control positivo 
agregando ADN extraído de linfocitos 
humanos normales y un control negati-
vo reemplazando el ADN por agua.
Se utilizó el termociclador (iCycler, Bio-
Rad) con el siguiente programa: un 
ciclo de desnaturalización a 95º C por 
7 minutos; posteriormente la amplifica-
ción se realizó en un paso de desnatu-
ralización a 95º C por 30 segundos, un 
alineamiento a 52º C por 30 segundos 
y un último de extensión a 72º C por 30 
segundos, repitiéndose esta secuencia 
35 veces. Finalmente se realizó un ci-
clo de extensión a 72º C por 7 minutos 
y mantención a 4º C.
Se obtuvo un fragmento de 208 bp que 
fue visualizado en transiluminador UV 
(Vilbert Lourmat) tras electroforesis en 
gel de agarosa al 2%. El programa de 
electroforesis fue: 70V, 400 mA, por un 
tiempo de 45 minutos. Las muestras 
que no amplificaron este fragmento 
fueron descartadas (Figuras 1 y 2).
Posteriormente, se utilizó el kit EZ DNA 
Methylation-Gold (Zymo Research) se-
gín indicación del fabricante, con el fin 
de convertir las citosinas no metiladas 
en uracilos, dejando intactas las citosi-
nas metiladas. Se realizó una elución 
de 10 μL.
Para realizar el estudio de metilación 
del promotor se utilizó la técnica de 
PCR anidado, variante de PCR con-
vencional en la cual se utilizan dos pa-
rejas de oligonucleótidos distintas, con 
la finalidad de aumentar la sensibilidad 
de la detección. En un primer tiempo se 
amplifica una zona extensa de ADN, la 
cual será utilizada como molde en una 
segunda reacción de PCR con oligonu-
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cleótidos internos33, como se muestra 
en la Figura 3. Para la realización de 
esta técnica en el presente estudio, se 
realizó una primera reacción de PCR 
con primer específico de promotor de 
MGMT metilado y sin metilar (FOR: 5’- 
GGATATGTTGGGATAGTT-3’ y REV: 
5’-CCAAAAACCCCAAACCC-3’), con 
la siguiente preparación:
-	 Buffer 5x: 5 μL
-	 dNTP 10 mM: 0,5 μL
-	 MgCl2 25 mM: 1,5 μL
-	 Primer FOR MGMT: 1 μL
-	 Primer REV MGMT: 1 μL
-	 Taq Pol: 0,1 μL
-	 Agua: 7,9 μL
-	 Producto de kit EZ DNA: Methyla-

tion-Gold: 8 μL

Se utilizó el termociclador con el si-
guiente programa:
-	 1 ciclo de desnaturalización: 95º C 

por 4 minutos.

-	 35 ciclos de desnaturalización, ali-
neamiento y extensión:

	 • Desnaturalización: 95º C por 30 
segundos.

	 • Alineamiento: 52º C por 30 segun-
dos.

	 • Extensión: 72º C por 45 segundos.
-	 1 ciclo de extensión: 72º C por 10 

minutos.
-	 Mantención: 4º C.

Para la segunda reacción de PCR, se 
extrajo 4 μL del producto de PCR de la 
reacción previa y se realizó la amplifi-
cación con oligonucleótidos específicos 
para el promotor de MGMT metilado, 
MGMT(M), y sin metilar, MGMT(U) (El 
detalle de secuencias de oligonucleóti-
dos se observa en la Tabla 1). Los pre-
parados utilizados fueron los siguientes:

Preparado para evaluar MGMT metila-
do:

-	 Buffer 5x: 5 μL
-	 dNTP 10 mM: 0,5 μL
-	 MgCl2 25 mM: 1,5 μL
-	 Primer FOR MGMT(M): 1 μL
-	 Primer REV MGMT(M): 1 μL
-	 Taq Pol: 0,1 μL
-	 Agua: 11,9 μL
-	 Producto de PCR de primera reac-

ción: 4 μL 

Preparado para evaluar MGMT no me-
tilado:
-	 Buffer 5x: 5 μL
-	 dNTP 10 mM: 0,5 μL
-	 MgCl2 25 mM: 1,5 μL
-	 Primer FOR MGMT(U): 1 μL
-	 Primer REV MGMT(U): 1 μL
-	 Taq Pol: 0,1 μL
-	 Agua: 11,9 μL
-	 Producto de PCR de primera reac-

ción: 4 μL

Se utilizó el termociclador con el si-
guiente programa:
-	 5 ciclos de preamplificación:
	 • Desnaturalización: 95º C por 45 

segundos.
	 • Alineamiento: 60º C por 90 segun-

dos.
	 • Extensión: 72º C por 90 segundos.
-	 35 ciclos de amplificación:
	 • Desnaturalización: 95º C por 45 

segundos.
	 • Alineamiento: 65ºC por 90 segun-

dos.
	 • Extensión: 72º C por 2 minutos.
-	 1 ciclo de extensión: 72º C por 4 mi-

nutos.
-	 Mantención: 4º C.

Los productos de amplificación se vi-
sualizaron en gel de agarosa al 3,5% en 
relación 3:1 con agarosa Low Melting 

Figura 3.

Figura 1 y 2. Reacción de PCR para corroboración de calidad de ADN. Se observa 
ausencia de fragmento de KRAS de 208 bp en algunas muestras.
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(NuSieve) en buffer TBE 0,5X (0,043M 
Tris-Base, 0,044M de ácido bórico, 
1x10-3M EDTA). La electroforesis se 
realizó a 5V/cm durante 90 minutos en 
buffer TBE 0,5X. Para corroborar el ta-
maño del producto de PCR se compa-
ró con una escalera de peso molecular 
de 10 pares de bases (O’RangeRuler 
10bp DNA Ladder, Fermentas; CAT 
SM1313). Para su observación, se utili-
zó transiluminador UV. Como referencia 
de controles metilados y no metilados, 
se electroforesis en DNA de células 
de cáncer de mama tipo MCF-7 como 
control de no metilación, y para control 
metilado, se realizó el proceso de meti-
lación utilizando enzima Metiltransfera-
sa M.Sssl (New England Biolabs CAR: 
M0226S) según indicaciones del fabri-
cante en las mismas células tumorales. 

Análisis clínico

Se realizó el estudio de fichas clínicas 
de los pacientes en cuyas muestras 
finalizó con éxito el estudio biomolecu-
lar. Ya que la decisión terapéutica fue 
determinada por el médico tratante, se 
consignó si ésta correspondió a biopsia, 
resección parcial o resección completa. 
Se analizó la sobrevida global en me-
ses y se determinó el porcentaje de so-
brevida al año y a los dos años, estratifi-
cándose según la presencia o ausencia 
de metilación del promotor de MGMT. 
En la construcción de la base de datos, 
se asignó un número según el orden de 
la biopsia procesada por año, evitando 
guardar nombre y RUT de pacientes, 
manteniendo el anonimato estadístico.
Con respecto a la terapia complemen-
taria postquirúrgica, al momento del 
presente estudio existía un protoco-
lo de ingreso a radioquimioterapia en 
el Hospital Carlos Van Buren vigente 
desde 2009, en el que se contaban los 

siguientes factores necesarios para ser 
candidato a radioquimioterapia:
-	 ECOG 0-1-2.
-	 Menores de 55 años.
-	 Mayores de 55 años con test mini-

mental puntaje mayor o igual a 27 
(medido al ingreso por neurociruja-
no que recibe al paciente).

-	 Cirugía con resección de al menos 
80% de la masa tumoral evaluado 
con resonancia magnética postope-
ratoria precoz.

-	 Biopsia que confirme el diagnóstico 
de glioblastoma multiforme.

Análisis estadístico

Se realizó una base de datos utilizando 
Microsoft® Excel. La sobrevida global 
se midió a partir de la cirugía hasta el 
fallecimiento, estudiándose con curvas 
de Kaplan-Meier y evaluando las dife-
rencias entre ellas con test de log-rank, 
con intervalo de confianza de 95%. 
Para el análisis multivariado se utilizó 
riesgo proporcional de Cox, evaluando 
el valor pronóstico de la metilación del 
promotor de MGMT. Se consideró valo-
res significativos con p menores a 0,05.
Todos los cálculos fueron realizados 
utilizando el software IBM SPSS Statis-
tics versión 20.

Financiamiento y conflictos
de interés

Este estudio conto con el apoyo finan-
ciero de Laboratorio Saval S.A., por 
medio de “Beca Saval de Investiga-
ción”. Las bases y formularios de pos-
tulación, así como la evaluación de los 
proyectos fueron responsabilidad de la 
Dirección de la Escuela de Medicina de 
la Universidad de Valparaíso, a través 
de la Dirección de Postgrado.

Resultados

Características generales

Entre enero de 2010 y diciembre de 
2014 se realizó el diagnóstico de Glio-
blastoma Multiforme a 55 pacientes 
de forma consecutiva en el Servicio de 
Anatomía Patológica del Hospital Car-
los Van Buren. Fueron excluidos 23 pa-
cientes, 16 pacientes por no cumplir con 
el criterio de inclusión de edad, seis por 
presentar un ECOG postoperatorio su-
perior a 2 y uno por ser finalmente cata-
logado como astrocitoma anaplásico en 
la confirmación diagnóstica. No fue po-
sible recuperar 5 muestras parafinadas 
de los archivos de Anatomía Patológi-
ca, por lo que el número muestras que 
se procesó fue de 28. Para corroborar 
la calidad del ADN, se efectuó una pri-
mera reacción de polimerasa en cade-
na para una región específica del exón 
2 de KRAS con oligonucleótidos espe-
cíficos, proceso descrito previamente, 
descartándose 7 muestras por mala 
calidad de DNA, ingresando finalmente 
para el estudio del estado de metilación 
del promotor de MGMT un total de 21 
muestras de distintos pacientes.
Las características de los pacientes se 
detallan en la Tabla 2. Se realizó radio-
terapia en 17 pacientes, recibiendo un 
total de 60 Gy doce pacientes y 30 Gy 
cinco de ellos. De los 21 pacientes que 
se estudiaron en el proyecto, cuatro re-
cibieron quimioterapia con temozolomi-
da según protocolo Stupp.

Amplificación del promotor de 
MGMT

De estas 21 muestras, ocho fueron 
obtenidas a través de biopsia estereo-
táxica y en 4 fue posible determinar el 
estado de metilación del promotor de 

Trabajo Original

Tabla 1.
Oligonucleóticos descritos para estudio de metilación mediante técnica de PCR anidado (42)

Secuencia 5’->3’ Tamaño amplicón Referencia
MGMT For GGATATGTTGGGATAGTT 289 bp Palmisano et al (2000)

MGMT Rev CCAAAAACCCCAAACCC

MGMT(U) For TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT 93 bp Esteller M et al (1999)

MGMT(U) Rev AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAAACA

MGMT(M) For TTTCGACGTTCGTAGGTTTTCGC 81 bp Esteller M et al (1999)

MGMT(M) Rev GCACTCTTCCGAAAACGAAACG
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MGMT, resultando en un 50% de éxi-
to en la amplificación. Las 13 muestras 
restantes fueron extraídas mediante 
exéresis quirúrgica, pudiéndose realizar 
la amplificación en ocho de ellas, resul-
tando en un 61,5% de éxito en la ampli-
ficación. Contando todas las muestras 
procesadas, se pudo realizar la amplifi-
cación en 12 de 21 muestras procesa-
das, dando como resultado general un 
57,1% de éxito en la amplificación. En 
las Figuras 4 y 5 se muestra los resulta-
dos de electroforesis realizados.

Relación entre el tiempo de sobrevi-
da y el tiempo de sobrevida libre de 
progresión con respecto al estado 
de metilación del promotor de MGMT

Se evaluó un total de 12 muestras en 
las que fue posible realizar la amplifi-
cación. El resumen de los datos obte-
nidos se puede observar en la Tabla 3.
Destaca dentro de nuestros resultados, 
que en 10 de las 12 muestras se en-
contró un estado del promotor no meti-
lado, correspondiente a un 83,3%. Sólo 
en dos de las muestras se pudo obser-
var un estado metilado del promotor 
(16,7%). El promedio de sobrevida de 
los pacientes estudiados fue de 9,2 me-
ses, comparado con los 21 meses de 
los pacientes con el promotor metilado. 
Comparando ambas curvas de sobrevi-
da, apareció una diferencia importante, 
pero no estadísticamente significativa 
con respecto a la sobrevida en pacien-
tes con promotor metilado y promotor 
no metilado (p = 0,15, Figura 6). Con 
respecto al tiempo de sobrevida libre 

de progresión, en el grupo no metila-
do el promedio fue de 6,6 meses, en 
contraste con los 15 meses del grupo 
con promotor metilado (p = 0,32). Cabe 
destacar que el número de pacientes 
del estudio no permite realizar resul-
tados estadísticamente significativos, 
dado que el objetivo principal fue deter-
minar la factibilidad de la realización de 
las técnicas biomoleculares.

Discusión

La determinación de la metilación del 
promotor de MGMT se ha desarrolla-
do en distintos centros para la evalua-
ción del pronóstico del paciente con 
glioblastoma multiforme, siendo más 
importante desde la publicación del 
estudio NOA-830. El porcentaje de po-
blación afectada por este tipo tumoral 
con metilación del promotor ha sido 
objeto de estudio en múltiples países, 
encontrándose un porcentaje de 47,5% 
en población portuguesa35, entre un 
56,8% a un 62% en población india36,37, 
entre varios otros estudios. En una 
revisión realizada por Weller et al en 
glioblastoma, se encontraron porcen-
tajes de pacientes con metilación de 

Tabla 2
n %

Sexo

Masculino 12 57,1

Femenino   9 42,9

Cirugía realizada

Exéresis 13 61,9

Biopsia estereotáxica   8 38,1

Promedio de sobrevida

Global 12,3 meses (IC 95%, 8,3-16,3)

A los 6 meses 16 76,2

A los 12 meses   9 42,9

A los 24 meses   2   9,5

Figura 4. Electroforesis final realizada para estu-
dio de estado de promotor metilado en muestras 
de glioblastoma multiforme del Hospital Carlos 
Van Buren entre 2010 y 2014.

Figura 5.

Tabla 3.
Cuadro comparativo de tiempo promedio de sobrevida y de tiempo de sobre-
vida libre de progresión con respecto al estado de promotor de metilación
 Promotor

metilado
Promotor no 

metilado
p

Sobrevida 21 meses 9,2 meses 0,15

Sobrevida libre de progresión 15 meses 6,6 meses 0,18

un promotor en porcentajes que varían 
entre un 19% a un 68%, en la gran ma-
yoría de estos estudios utilizando PCR 
específica para metilación basados 
en gel de electroforesis38. En el estu-
dio previo realizado en nuestro centro 
se encontró un 68% de pacientes con 
promotor metilado33, distando consi-
derablemente con lo encontrado en 
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Figura 6. Electroforesis final realizada para 
estudio de estado de promotor no metilado en 
muestras de glioblastoma multiforme del Hospital 
Carlos Van Buren entre 2010 y 2014.

el grado de metilación del promotor 
de MGMT, incluyendo PCR específica 
para metilación, MethyLight, metilación 
de alta resolución de fusión e inmuno-
histoquímica, evidenciándose que la 
mejor técnica actualmente disponible 
correspondería a la pirosecuenciación, 
en donde la PCR específica para me-
tilación presenta una adecuada corre-
lación con esta39. A pesar de lo ante-
rior, en gran parte de los trabajos que 
evaluaron el porcentaje de metilación 
en glioblastoma y su relación con so-
brevida y progresión utilizaron PCR es-
pecífica para metilación38, técnica que 
fue utilizada en el presente estudio. 
Asimismo, el porcentaje de éxito en la 
amplificación descrito en la literatura 
varía entre un 48% hasta un 90%, sien-
do mayor cuando se utilizan secciones 
crioprecipitadas con respecto a mues-
tras parafinadas38,40. En una revisión de 
Hegi et al, se reporto que trabajando 
con muestras parafinadas se podría 
obtener un porcentaje de éxito en la 
amplificación de aproximadamente un 
75%41. En nuestro trabajo, se logro un 
57,1% de éxito en la amplificación, lo 
que se encuentra dentro de los rangos 
encontrados en la literatura, aunque 
podría aumentarse para determinacio-
nes futuras contando con un adecuado 
protocolo de conservación de muestras 
tumorales fijadas o introduciendo la 
conservación mediante crio precipita-
ción en patologías especificas.
En nuestro estudio no se logro en-
contrar diferencias estadísticamente 

nuestro estudio, con solo un 16,7% de 
las muestras estudiadas con presencia 
del promotor metilado, siendo incluso 
uno de los más bajos porcentajes que 
pueden encontrarse actualmente en la 
literatura. Hay que tener en cuenta que 
el período de estudio fue menor y que 
la cantidad de pacientes también fue 
menor, pudiendo explicar en parte los 
resultados obtenidos. 
La forma de determinar el estado de 
metilación de este promotor también ha 
sido objeto de revisión. En un estudio 
realizado por Quillien et al, se compa-
raron cinco procesos que determinan 

significativas en cuanto al tiempo de 
sobrevida y tiempo libre de progresión. 
La tendencia general en la literatura 
es que la metilación del promotor de 
MGMT determina una mayor sobrevi-
da y un mayor tiempo libre de enfer-
medad, además de mayor efectividad 
frente a la radioquimioterapia posterior 
a la cirugía33,35. A pesar de no encontrar 
diferencias estadísticas, existe una ten-
dencia a que la metilación del promotor 
de MGMT en nuestra población involu-
craría un mejor pronóstico en cuanto a 
tiempo de sobrevida y progresión de la 
enfermedad, por lo que estos resulta-
dos podrían estar influenciados por el 
número pequeño de pacientes estudia-
dos. Para lograr encontrar estos resul-
tados, se requiere ampliar el tamaño de 
muestra y, en lo ideal, realizar estudios 
prospectivos con un protocolo estable-
cido, ya que pudimos corroborar que 
realizar esta técnica es factible en el 
Centro de Investigaciones Biomédicas 
de la Universidad de Valparaíso, e in-
volucraría una evolución notoria en el 
estudio de patología tumoral en nues-
tra región.
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