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RESUMEN

Objetivo: Determinar tiempo de sobrevida de pacientes con tumores gliales y su correlacion
con el grado de expresion del Ki-67, durante el periodo marzo del 2016 a marzo del 2020 en el
Hospital de Especialidades Eugenio Espejo, Quito — Ecuador con el fin de establecer conductas
terapéuticas que repercutan en el tiempo de vida de los pacientes con tumores cerebrales, generando
impacto en su integracion a la sociedad.

Metodos: Se realizo estudio, analitico, observacional retrospectivo en 146 pacientes mestizos
revisando los historiales del servicio de neurocirugia del Hospital Eugenio Espejo de Quito, los cuales
cumplieron los criterios de inclusién y exclusidn con diagndstico de tumor glial y reporte del biomarcador

Ki67 durante el periodo marzo 2016 a marzo de 2020. Se realiz6 analisis de supervivencia comparando
las curvas mediante prueba Log Rank (Mantel-Cox), y como analisis multivariado la regresion de
Cox para determinar si el Ki-67 es predictor de mortalidad.

Resultados: se encontr6 que el tumor predominante fue el glioblastoma presente
mayoritariamente en edades comprendidas entre 51 a 60 afios; el sexo masculino fue el méas afectado.
El ECOG inicial fue grado 1 el cual se modificd notoriamente en pacientes que presentaban
sobreexpresion del biomarcador Ki67 mayor al 20%; el tratamiento inicial en mas del 65% exéresis
total de la lesion, seguido de un 29% de pacientes en los que se realizé biopsia ya sea por la
extension de la lesion tumoral o el sitio elocuente de presentacion, el tratamiento coadyuvante
recibido en el 84% de los casos fue temozolamida més radioterapia; el Ki-67 no presenté diferencias
significativas con la condicion de egreso, sin embargo, la proporcion con Ki-67 entre 1% a 5% fue
24% en no sobrevivientes y 41,67% en sobrevivientes; mientras para Ki-67 >20% las proporciones
fueron 26% en no sobrevivientes y 14,58% en sobrevivientes.

Conclusion: existe menor sobrevida en los pacientes con tumores gliales de alto grado que

expresan el biomarcador Ki67 mayor al 20%, quienes presentan 2,77 veces mas probabilidad de no



sobrevivir; no asi en los pacientes que expresan dicho biomarcador menor al 20% los cuales tienen
ventaja significativa en la supervivencia global y en la sobrevida libre de progresion, siendo el
principal objetivo de este biomarcador molecular proveer una vision global del panorama clinico actual
y a futuro del paciente; el valor de Ki-67 directamente no puede utilizarse solo como medida de
prondstico de supervivencia y debe utilizarse en combinacion con otros factores de pronéstico

independientes de cada paciente y de manejo del centro sanitario.

Palabras clave (MESH): tumor glial; glioblastoma, Ki 67 antigeno; tiempo de supervivencia; adultos;

Karnofsky, ECOG, Ecuador.



ABSTRACT
Aim: To determine the survival time of patients with glial tumors and its
correlation with the degree of expression of Ki-67, during the period March 2016 to
March 2020 at the Hospital de Especialidades Eugenio Espejo, Quito - Ecuador in
order to establish therapeutic behaviors that affect the life span of patients with brain

tumors, generating an impact on their integration into society.

Methods: A retrospective, analytical, observational study was carried out in
146 mestizo patients reviewing the histories of the neurosurgery service of the
Eugenio Espejo Hospital in Quito, which met the inclusion and exclusion criteria
with diagnosis of glial tumor and report of the Ki67 biomarker during the period
March 2016 to March 2020. Survival analysis was performed comparing the curves
using the Log Rank test (Mantel-Cox), and the Cox regression as a multivariate

analysis to determine if Ki-67 is a predictor of mortality.

Results: it was found that the predominant tumor was glioblastoma, present
mainly in ages between 51 and 60 years; the male sex was the most affected. The
initial ECOG was grade 1, which was markedly modified in patients who presented
overexpression of the Ki67 biomarker greater than 20%; the initial treatment in more
than 65% total excision of the lesion, followed by 29% of patients in whom a biopsy
was performed either due to the extension of the tumor lesion or the eloquent site of
presentation, the adjuvant treatment received in 84 % of the cases were temozolamide
plus radiotherapy; Ki-67 did not present significant differences with the discharge
condition, however, the proportion with Ki-67 between 1% to 5% was 24% in non-

survivors and 41.67% in survivors; while for Ki-67> 20% the proportions were 26%



in non-survivors and 14.58% in survivors.

Conclusion: there is a lower survival in patients with high-grade glial tumors
that express the Ki67 biomarker greater than 20%, who are 2.77 times more likely
not to survive; not so in patients who express said biomarker less than 20%, who
have a significant advantage in overall survival and progression-free survival, the
main objective of this molecular biomarker being to provide a global vision of the
current and future clinical panorama of the patient ; The Ki-67 value cannot directly
be used alone as a survival prognostic measure and must be used in combination with
other prognostic factors independent of each patient and management of the health

center.

Keywords: glial tumor; glioblastoma, Ki 67 antigen; survival time; Adults;

Karnofsky, ECOG, Equator.

10



11

Tabla de contenido

RESUMEN ........ooieiiiieee ettt es sttt an st an sttt an et ne st 7
INTRODUGCCION .....coooviiieeieeeeseeves et esesse st s s st snsanennes 13
METODOLOGIA Y DISENO DE LA INVESTIGACION ......occoovviveveeeeereeeeesensnenan, 20
RESULTADOS ......ooiiitieseeesessesetestes st s stases s s s sens st assssssssssss s s senssnssnsensanssnens 23
3] 11010157 (0] OO 28
(0] [0 I U 1] (@] NS0T 31
REFERENCIAS ..ottt sttt n et sn sttt 32
INDICE DE ANEXOS .......coiiieiieeieessestestieiesiesissessessassesss st s ssssssssssssessessessnssnsnssssanssnens 37

ANEXO A: CARTA DE APROBACION DE CEISH USFQ ......o.cuevereeereieee e, 38



12

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Distribucion de los pacientes con tumores cerebrales por condicidn de egreso segun
caracteristicas demoO@rafiCas. . ... ....o.iuiiiir it 17

Tabla 2. Distribucion de los pacientes con tumores cerebrales por condicion de egreso segun
caracteristicas diagndsticas, clinicas y funcionales .................ccocooiiiiinn. 18

Tabla 3. Distribucién de los pacientes con tumores cerebrales por condicidn de egreso segun
caracteristicas terapeuticas Y Seguimiento............o.oveuiniiririniiriiiet i e 19

Gréfico 1. Curva de supervivencia de pacientes con tumores cerebrales por niveles de ki-67...21

Tabla 4. Relacién multivariante para predecir mortalidad en pacientes con tumores cerebrales
MEAIANTE Ki-07 . .. e e e 21



INTRODUCCION

Los gliomas constituyen la neoplasia intracraneal mas comudn en adultos, que
se originan en sistema nervioso central (SNC). Representan cerca del 80% de la
totalidad de los tumores cerebrales malignos primarios. En 2020 los tumores del SNC
representaron aproximadamente el 1,4% de los nuevos diagndsticos de cancer, que
causaron el 2,6% de las muertes por esta enfermedad, en Ecuador hay pocos informes
sobre la epidemiologia de los tumores cerebrales, y los que existen son a partir de
bases de datos locales que no tienen representatividad poblacional. [1]

El Ki-67 reconoce un antigeno nuclear especifico de proliferacion. El Ki-67es
un doblete de proteina nuclear, 345-395 kilo Daltons, que juega un papel fundamental
manteniendo la proliferacion celular. Ki-67 esta presente en todas las fases no GO del
ciclo celular. "Ki" indica el lugar de su origen: Kiel, una ciudad en Alemania y 67
representa el namero del clon de anticuerpo de raton de los 96 que se han aislado. A
partir de la mitad de G1, el nivel aumenta a través de S y G2 hasta alcanzar un pico
en M. Al final de M, se cataboliza rapidamente.

Existe un interés potencial en usar este marcador en histopatologia de rutina
porque es simple y mas rapido que los métodos clasicos de evaluacién de células en
proliferacion.

La clasificacion de los tumores cerebrales se basa en la observacion de la
histologia y la mitosis la mayor desventaja es que el material de la biopsia cerebral
suele minimo, y ademas, puede no ser representativo en la mayoria de los casos.
También los artefactos como células y tejidos aplastados pueden imitar la mitosis en
las secciones del tejido. Entonces, un marcador valido para resaltar el nimero exacto
de las células que experimentan mitosis es necesario y Ki -67 ha demostrado ser el

mejor marcador. [2]
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En nuestro centro se realizé el reporte del biomarcador Ki-67 para la lesiones gliales
como parte del protocolo de reporte de histopatologia, como es sabido la
inmunohistoquimica mediante isocitrato de deshidrogenasa IDH se realiza en los
tumores gliales como parte del diagnostico de actualidad sin embargo en nuestro
hospital no se disponia de manera permanente y se realizaba de manera intermitente,
en los reportes de histopatologia por lo que se tomo en cuenta el Ki67.

Asimismo, el grupo de investigacion liderado por Hilton y colaboradores
analizaron una cohorte de 123 pacientes adultos, demostrando disminucién en la
sobrevida de los
pacientes que expresaban ki67 en comparacion con quienes no lo hacian, esto podria
explicar por qué la sobrevida global en dicha investigacion no supera los 40 meses
en
el caso de los pacientes que expresaron el antigeno en niveles moderados, y esto se
deberia a que este tipo de neoplasia es el méas agresiva dentro de su clasificacion
segun
la OMS.[7]

Sin embargo Alkhaibary y colaboradores (2019) investigé el estado del indice
de etiquetado Ki-67 en pacientes con glioblastomadiferencia entre las curvas de
supervivencia de los pacientes con indice de etiquetado Ki-67 de <27% y Ki-67 de>
27% fue estadisticamente insignificante (p =.130). Por lo tanto, el indice de marcaje
de Ki-67 por si solo no puede predecir la supervivencia en pacientes con glioblastoma
[5].

Segun Kanyilmaz y colaboradores (2018), la edad, grado de reseccion,
recurrencia o progresion, y el valor medio de Ki-67 fueron los factores de pronosticos

significativos para la SG, pacientes con un valor de Ki-67 >4% tenian una SG mas
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deficiente que los pacientes con un Ki-67 valor de <4%. La SLP no se vio afectada
por Ki-67. Lo antes mencionado puede explicarse por el hecho de que la SLP puede
haber estado mas influenciada por otros factores de pronostico, como la variabilidad

de la cirugia y la variabilidad en el diagnostico de progresion [6]

Existen otros biomarcadores distintos al ki67 estos son:
Mutacion de IDH

La IDH (isocitrato deshidrogenasa) es una enzima involucrada en el proceso
del metabolismo celular y participa en la respuesta al estrés oxidativo. Existen 3
isoformas (IDH 1, 2 y 3). En la practica se analizan las mutaciones de IDH1 y
eventualmente IDH2. Estas mutaciones determinan la pérdida de su funcion. Las
mutaciones de IDH1 (395G—A: residuo Arg 132) e IDH2(515G—A: residuos Arg
172) inhiben la funcion de la enzima IDH, dando lugar a la generacién de 2
hidroxiglutarato (2-HG), un oncometabolito que origina una disminucion en los
niveles de a-cetoglutarato y un incremento en los niveles de radicales libres. Como
consecuencia, se alteran tanto la actividad metabolica celular como la mitosis, y al
aumentar la metilacién del ADN favorecen la aparicion de nuevas mutaciones. La
mutacion IDH1 mas comun es en el codon R132H, y se analiza mediante técnicas
inmunohistoquimicas. Si la mutaciébn R132H es negativa, pero existe una alta
sospecha clinica, se recomienda la secuenciacién de IDH1 e IDH2 para detectar
mutaciones menos frecuentes. [9]

Estas mutaciones se han descripto principalmente entre el 60% y el 80% de los
gliomas de bajo grado y en el 75% de los glioblastomas secundarios. Esta mutacion

no esté presente en patologias que pueden imitar a un glioma, tales como vasculitis,



encefalitis, enfermedad desmielinizante o la gliosis reactiva. Las mutaciones en los
genes IDH1 e IDH2 se asocian con una mayor respuesta a la quimioterapia, mejor
prondstico y mayor supervivencia global libre de progresion. EI IDH es requisito para
el diagndstico de oligodendroglioma. Esta mutacion puede estar presente o no en los
astrocitomas. Cuando se encuentra mutada en el glioblastoma es diagnostico de
glioblastoma secundario, este ultimo con mejor prondéstico que el glioblastoma de

novo. [10]

Codelecién 1p/19q

Esta codelecion corresponde a una traslocacion balanceada, donde se pierde el
brazo corto del cromosoma 1y el brazo largo del cromosoma 19. Independientemente
de los hallazgos histolégicos, la presencia de codeleciénlp/19qg asociada a mutacion
de IDH hace diagnostico de oligodendroglioma. La presencia de la codelecion 1p/19q
estd fuertemente asociada con la histologia oligodendroglial y ayuda a confirmar el
diagnostico en tumores con caracteristicas histologicas ambiguas o mixtas. Los
gliomas con IDH mutado que no muestren pérdida de expresion de ATRX (gen del
sindrome de déficit intelectual/alfa talasemia relacionado al X), deben ser testeados
para la busqueda de codelecion 1p/19q, incluso aquellos que no muestren una
histologia clara de oligodendroglioma. [11]

La deteccion de codelecidon 1p/19g no es necesaria si un glioma es IDH no
mutado. Es decir, el glioma solo puede considerarse oligodendroglioma si presenta
codelecion 1p/19q asociado a la mutacién de IDH. El analisis de la codelecion 1p/19q
se realiza por técnica de hibridacion in situ o reaccidn en cadena de la polimerasa
(PCR). También se pueden emplear métodos adicionales. La presencia de codelecion

1p/19q es predictiva de mejor respuesta a la quimioterapia con agentes alquilantes y
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la terapia combinada (radioterapia asociada a quimioterapia), y por ende de un mejor
prondstico.[12]
Metilacion del promotor de MGMT

La enzima (O6-metilguanina-ADN metiltransferasa) es una enzima reparadora
del ADN que revierte el dafio causado por los agentes alquilantes, y por ello genera
resistencia tumoral al tratamiento. La metilacion del promotor de la enzima silencia
su actividad (la inactiva), haciendo que el tumor sea mas sensible a los agentes
alquilantes.[13]

El anélisis de la metilacion del promotor de se realiza por técnicas de PCR
(metilacion especifica por pirosecuencia), o técnicas basadas en matrices. La
metilacion del promotor de la enzima deberia formar parte esencial del diagnostico
molecular en los gliomas de alto grado por su valor predictivo y prondstico. Esta
alteracion epigenética se encuentra en el 35-50% de los glioblastomas. El
glioblastoma con promotor de la metilado se asocia con una mejor respuesta al
tratamiento con radioterapia concomitante con temozolomida, y mayor
supervivencia. [14]

Mutacion de ATRX

El gen ATRX (gen del sindrome de déficit intelectual/alfa talasemia
relacionado al X) codifica una proteina reguladora de la cromatina. La inactivacion
del gen puede ser por mutacion, delecion o fusidén génica. Esta inactivacion del gen
ATRX se asocia a la presencia de las mutaciones de IDH y del gen TP53, presente
en los astrocitomas. La presencia de mutacion -déficit- de ATRX es casi mutuamente
excluyente con la codelecion 1p/19q [15]. La deficiencia de ATRX junto con la
mutacion de IDH es tipica del astrocitoma.[16]

Mutacion del TP53
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El gen TP53 es un gen supresor tumoral. La mutacion del TP53 esté presente
en el 30-50% de los astrocitomas, y suele estar asociado al déficit de ATRX. Los
glioblastomas que presentan mutacion del TP53 son de observacion en pacientes
jévenes con diagndstico previo de gliomas de bajo grado (glioblastoma secundario).
[17]

Amplificacion del EGFR

El receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFR) se localiza en el
cromosoma 7. La ganancia del cromosoma 7p combinada con la pérdida del
cromosoma 10q es la alteracion genética mas frecuente en el glioblastoma (presente
en aproximadamente el 50%), y la mayor parte de las veces la amplificacion de EGFR
ocurre en los gliomas que presentan estas alteraciones cromosomicas. La
amplificacion del EGFR esté presente en el 40% de los glioblastomas primarios. Esta

alteracion facilita la replicacién celular incontrolada.[18]

Mutacion de la Histona H3K27M

La determinacion de esta mutacion debe solicitarse en un contexto clinico-
radiologico adecuado. Cuando se publico la clasificacién neuropatolégica OMS
2016, se pensaba que la mutacién H3K27M era especifica para gliomas difusos de la
linea media. Sin embargo, actualmente se han reportado mutaciones H3K27M en
gliomas circunscriptos de la linea media como ganglioglioma, astrocitoma pilocitico,
tumores glioneuronales no especificos y ependimomas. Ademas, la mutacién
H3K27M puede coexistir con mutacion de BRAF V600E (es una serina/treonina
kinasa que activa la via de transduccion de las MAP cinasas que participan en la
diferenciacion y proliferacion celular). Esto significa que la presencia de una

mutacion H3K27M no necesariamente define el diagnéstico de glioma difuso de la
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linea media. El contexto histologico tiene importancia; los tumores deben ser
definitivamente de linea media, ser gliomas difusos infiltrantes y con la mutacion
presente, para un diagnéstico de certeza. [19]. La presencia de esta mutacion en los
gliomas difusos de la linea media es de mal pronostico y se corresponde con el grado
IV de la OMS.[19]
Mutacion de BRAF

La fusion y/o mutacion BRAF (variante V600E) estd cominmente presente en
tumores como melanoma, pero ademas se encuentra entre el 60% y el 80% de los
xantoastrocitomas pleomorficos supratentoriales (grado I1-111), 30% de los tumores
glioneuronales, 20% de los gangliogliomas y en un 5% de los astrocitomas
pilociticos.8,20
Los tumores BRAF V600E pueden responder a los inhibidores de BRAF como
vemurafenib; se contintan los ensayos clinicos. El analisis de la mutacion de BRAF

debe realizarse en un contexto clinico-radioldgico apropiado. [20]

Consideramos necesario conocer la sobrevida de nuestro pais de los tumores
cerebrales, a fin de poder plantear politicas y llevar a cabo tamizajes diagndsticos y
gestionar estrategias para la planificacion de actividades preventivas que permitan
mejorar la calidad de la atencién médica y la prestacion del servicio sanitario.
Valor pronostico del Ki67 solo

El metanalisis realizado por Chen WJ y colaboradores en el que se incluyeron
un total de 51 estudios, que abarcaron 4.307 pacientes. Los resultados mostraron que
la sobreexpresion de Ki-67 puede predecir una SG deficiente (HR = 1,66, IC del 95%:
1,53-1,80; Z=11,87; p=0.000) y SLP pobre (HR = 1,67, IC del 95%: 1,47-1,91; Z

= 7,67; p = 0,000) en los gliomas. Ademas, los analisis de subgrupos también
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indicaron que un alto nivel de expresién de Ki-67 se relacion6 con una SG y una SSP
deficientes en los pacientes con glioma, independientemente de la regién, el tipo de
patologia, el valor de corte y el método estadistico. Concluyendo el metanalisis que
la expresion de Ki-67 podria ser un factor determinante para el mal prondstico de los
pacientes con glioma, enfatizando su importancia como predictor. [8]

La mayoria de estudios realizados con el objetivo de analizar el valor
prondstico de Ki-67 son retrospectivos e incluyen grupos heterogéneos de pacientes.
A pesar de estas limitaciones muchos de éstos han demostrado que valores altos de
Ki-67 se correlacionan con una peor supervivencia libre de enfermedad y dos
metaanalisis publicados en 2008 y 2015 concluyeron que Ki-67 es un factor
prondstico independiente de supervivencia libre de enfermedad y supervivencia
global, sin embargo la SG y la SLP se ven afectadas por otros factores antes
mencionados como la variabilidad de la cirugia, la edad, el diagnéstico
histopatoldgico, por lo cual el Ki67 por si solo no debe ser considerado un predictor
independiente de sobrevida, sino mas bien un complemento al manejo y una arista
que nos indica la condicion tras el diagnostico de una posible limitacion en la
sobrevida del paciente.

El objetivo de este paper es analizar el tiempo de sobrevida de pacientes con
tumores gliales asociados con el grado de replicacion tumoral medido por el

biomarcador Ki-67.

METODOLOGIA Y DISENO DE LA INVESTIGACION

Disefio del estudio: Es un estudio epidemiologico, observacional.
Numero de participantes: n= 146

Escenarios: Hospital Eugenio Espejo de Quito, Ecuador, entre marzo de 2016 y
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marzo de 2020.

Participantes: los criterios de inclusidn fueron pacientes entre 18 a 70 afios de edad,
atendidos en el HEE, que fueron sometidos a tratamiento quirdrgico y oncologico
con diagnostico confirmado por imagen RMN, histopatologia de tumor glial, con
reporte de expresion del biomarcador Ki67 mediante inmunohistoquimica, con
historial documentado de seguimiento luego del diagnostico inicial, hospitalizaciones
y fallecimiento (segln amerite), historial con datos demogréficos, clinicos y
socioecondémicos completos. Los criterios de exclusion fueron pacientes menores a
18 afios 0 mayores a 70 afios de edad. Con historial o reportes incompletos o ausentes
de cuantificacion de la proteina Ki67, historiales con resultados de patologia benigna

o tumor no glial.

Variables: las caracteristicas demogréaficas fueron edad, etnia, genero; escalas de
Karnofsky, ECOG, diagndstico histopatologico segin la OMS; tratamiento
quirurgico realizado (biopsia, extirpacion parcial o radical), porcentaje de expresion
del Ki67, tipo de tratamiento oncologico (quimioterapia, radioterapia), tiempo de
sobrevida.

Fuentes de datos: accedimos a los datos para la investigacion de las historias clinicas
del Hospital de Especialidades Eugenio Espejo, Quito. Anonimizamos y anulamos la
identificacion de los datos individuales antes del analisis.

Mediciones: se clasific los tumores gliales del sistema nervioso central segun la
OMS por histopatologia e inmunohistoquimica para determinar Ki67, determinacion
de las escalas (Karnofsky, ECOG) como criterios de ingreso y seguimiento por el
servicio de Neurocirugia oncoldgica del HEE, evaluadas por los mismos médicos

especialistas tanto de neurocirugia y oncologia.
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Control del sesgo: Una sola persona recopil6 la informacion. Se utiliz6 una hoja de
recoleccion de datos estandarizada.

Tamafio del estudio: El presente estudio incluye 146 pacientes con diagnostico de tumores
gliales del sistema nervioso central.

Variables cuantitativas: Las variables cuantitativas incluidas fueron edad, Karnofsky,
ECOG, seguimiento en meses.

Métodos estadisticos: Los analisis se realizaron con el paquete estadistico IBM
SPSS versién 28 y R para lo cual se empled estadisticas descriptivas, utilizando
cuadros y graficos representando los valores absolutos y relativos de las variables
cualitativas. En estadistica inferencial se realizaron andlisis bivariantes para
comparar las caracteristicas clinicas de los pacientes por condicion de egreso de los
pacientes utilizando la prueba Chi-cuadrado o el estadistico exacto de Fisher. Se
realiz6 andlisis de supervivencia comparando las curvas mediante prueba Log Rank
(Mantel-Cox), y como analisis multivariado la regresion de Cox para determinar si
el Ki-67 es predictor de mortalidad. La significancia estadistica para comparar
proporciones se establecié si p-valor <0,05; el Hazard Ratio (HR) se consider6
significativo observando los limites del intervalo de confianza del 95%, donde se

considerd factor de riesgo si el limite inferior >1.

Cuestiones éticas: Todos los pacientes proporcionaron los datos de forma voluntaria
y firmaron un consentimiento informado. La informacion obtenida es confidencial y
fueron andnimos todos los datos individuales. Nuestro grupo de investigacion
conserva los datos. Recibimos la aprobacion del Comité de Etica en Investigacion
con Seres Humanos de la Universidad San Francisco de Quito (CEISH-USFQ), con

la aprobacion No. IE02-E116.2021-CEISH-USFQ, con fecha 21 de julio de 2021.
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RESULTADOS

Este estudio determina el tiempo de sobrevida de pacientes con tumores cerebrales y su
correlacion con el grado de replicacion tumoral medido por Ki-67, la muestra qued6 conformada por
146 pacientes atendidos en el Hospital de Especialidades Eugenio Espejo durante el periodo marzo

2016 a marzo del 2020.

Tabla 1. Distribucion de los pacientes con tumores cerebrales por condicion de egreso segun
caracteristicas demograficas.

Condicion de egreso

Caracteristicas demograficas Total No sobreviviente  Sobreviviente p-valor
n (%) n (%)
Edad
18a30 21 (14,38) 6 (12,00) 15 (15,63)
31a40 18 (12,33) 6 (12,00) 12 (12,5)
41a50 34 (23,29) 9 (18,00) 25 (26,04) 0,700
51a60 48 (32,88) 19 (38,00) 29 (30,21)
61a70 25 (17,12) 10 (20,00) 15 (15,63)
Sexo
Masculino 79 (54,11) 28 (56) 51 (53,13) 0,741
Femenino 67 (45,89) 22 (44) 45 (46,88)

Nota: basada en la prueba Chi-cuadrado
Elaboracién: autores

La tabla 1 muestra la relacion de las caracteristicas demogréaficas y la condicién de egreso de
los pacientes con tumores cerebrales. En cuanto a la edad el grupo de 51 a 60 afios 32,88%, 41 a 50
afios 23,29% y 61 a 70 afios 17,12% fueron los mas predominantes en la muestra. La distribucion por
sexo mostrd 51,11% masculino y 45,89% femenino. La edad y el sexo no presentaron diferencias por
condicion de egreso.

Tabla 2. Distribucion de los pacientes con tumores cerebrales por condicidn de egreso segln
caracteristicas diagndsticas, clinicas y funcionales.

Condicidn de egreso
Caracteristicas Total No sobreviviente  Sobreviviente p-valor
n (%) n (%)
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Diagnostico histopatoldgico

Astrocitoma 41 (28,08) 12 (24,00) 29 (30,21)
Gliobastoma 64 (43,84) 28 (56,00) 36 (37,5) 0,090
Oligodendroglioma 41 (28,08) 10 (20,00) 31 (32,29)
Escala de Karnofsky al ingreso
100% 28 (19,18) 4 (8,00) 24 (25)
90% 85 (58,22) 24 (48,00) 61 (63,54) <0,001*
80% 26 (17,81) 16 (32,00) 10 (10,42)
70% 7(4,79) 6 (12,00) 1(1,04)
Escala de E.C.O.G. al ingreso
ECOGO 34 (23,29) 7 (14,00) 27 (28,13)
ECOG 1 69 (47,26) 17 (34,00) 52 (54,17) <0,001*
ECOG 2 29 (19,86) 13 (26,00) 16 (16,67)
ECOG 3 14 (9,59) 13 (26,00) 1(1,04)
Ki-67
1-5% 52 (35,62) 12 (24,00) 40 (41,67)
6-10% 30 (20,55) 10 (20,00) 20 (20,83) 0.115
11-20% 37 (25,34) 15 (30,00) 22 (22,92)
>20% 27 (18,49) 13 (26,00) 14 (14,58)

Nota: * diferencias significativas, basada en la prueba Chi-cuadrado
Elaboracién: autores

La tabla 2 muestra la relacion de las caracteristicas diagnosticas, clinicas y funcionales con la
condicion de egreso de los pacientes con tumores cerebrales. El diagnostico mas frecuente fue
Glioblastoma 43,84%, seguido de Astrocitoma 28,08% e igual porcentaje para Oligodendroglioma. La
escala de Karnofsky al ingreso present6 diferencias significativas por condicion de egreso con p-valor
<0,001, donde las diferencias fueron para escala 100% con proporciones 8% en no sobrevivientes vs
25% en sobrevivientes; escala 90% con valores 48% en no sobrevivientes vs 63,54% en
sobrevivientes; escala 80% con proporcion de 32% en no sobrevivientes vs 10,42% en sobrevivientes;
escala 70% con valores de 12% en no sobrevivientes vs  1,04% en sobrevivientes. La escala de
E.C.O.G. al ingreso presentd diferencias por condicion de egreso con p-valor <0,001, donde las
diferencias fueron para ECOG 0 14% en no sobrevivientes vs 28,13% en sobrevivientes; ECOG 1
34,00% en no sobrevivientes vs 54,17% en sobrevivientes; ECOG 2 26,00% en no sobrevivientes vs
16,67% en sobrevivientes; ECOG 3 26,00% en no sobrevivientes vs 1,04% en sobrevivientes. EL Ki-

67 no presento diferencias significativas con la condicion de egreso, no obstante la proporcion con Ki-
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67 entre 1% a 5% fue 24% en no sobrevivientes y 41,67% en sobrevivientes; mientras para Ki-67

>20% las proporciones fueron 26% en no sobrevivientes y 14,58% en sobrevivientes.

Tabla 3. Distribucion de los pacientes con tumores cerebrales por condicion de egreso segun
caracteristicas terapéuticas y seguimiento.

Condicidn de egreso

Caracteristicas Total No sobreviviente ~ Sobreviviente ~ p-valor
n (%) n (%)
Tratamiento Quirdrgico
Exéresis Total 94 (65,28) 27 (54) 67 (71,28)
Exéresis Parcial 7 (4,86) 1(2) 6 (6,38) 0,019*
Biopsia 43 (29,86) 22 (44) 21 (22,34)
Tratamiento Coadyuvante
Stupp 18 (14,06) 5(11,36) 13 (15,48)
Radioterapia 2 (1,56) 2 (4,55) 0(0) 0,125
108
Stupp + Radioterapia (84,38) 37 (84,09) 71 (84,52)
Tratamiento 2da Linea
Si 86 (58,9) 28 (56,00) 58 (60,42) 0,607
No 60 (41,1) 22 (44,00) 38 (39,58)
Tratamiento 3era Linea
Paliativo 40 (27,4) 32 (64) 8 (8,33) <0,001*
No 106 (72,6) 18 (36) 88 (91,67)
Escala de Karnofsky seguimiento
100% 12 (8,22) 1(2,00) 11 (11,46)
90% 62 (42,47) 7 (14,00) 55 (57,29)
80% 24 (16,44) 2 (4,00) 22 (22,92) <0,001*
70% 17 (11,64) 10 (20,00) 7(7,29)
60% 11 (7,53) 10 (20,00) 1(1,04)
<50% 20 (13,7) 20 (40,00) 0 (0)
Escala de E.C.O.G. seguimiento
ECOGO 20 (13,7) 1(2,00) 19 (19,79)
ECOG 1 52 (35,62) 6 (12,00) 46 (47,92)
ECOG 2 37 (25,34) 10 (20,00) 27 (28,13) <0,001*
ECOG 3 21 (14,38) 18 (36,00) 3(3,13)
ECOG 4 12 (8,22) 11 (22,00) 1(1,04)
ECOG 5 4 (2,74) 4 (8,00) 0 (0)

Nota: * diferencias significativas, basada en la prueba Chi-cuadrado

Elaboracién: autores

La tabla 3 muestra la relacion de las caracteristicas terapéuticas y seguimiento con la condicion

de egreso de los pacientes con tumores cerebrales. El tratamiento quirdrgico presentd diferencias
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significativas por condicion de egreso con p-valor 0,019, donde las proporciones fueron para exéresis
total 54,00% en no sobrevivientes vs 71,28% en sobrevivientes; biopsia 44% en no sobrevivientes vs
22,34% en sobrevivientes. El tratamiento de 3era linea presentd diferencias significativas por
condicion de egreso con p-valor <0,001, donde la proporcién de tratamiento paliativo fue 64% en no
sobrevivientes vs 8,33% en sobrevivientes. La escala de Karnofsky al seguimiento presento diferencias
significativas por condicion de egreso con p-valor <0,001, donde las diferencias fueron para escala
100% con proporciones 2% en no sobrevivientes vs. 11,46% en sobrevivientes; escala 90% con valores
14% en no sobrevivientes vs. 57,29% en sobrevivientes. La escala de E.C.O.G. al seguimiento presentd
diferencias por condicion de egreso con p-valor <0,001, donde las diferencias fueron para ECOG 0
2% en no sobrevivientes vs 19,79% en sobrevivientes; ECOG 1 12,00% en no sobrevivientes vs
47,92% en sobrevivientes; ECOG 2 20,00% en no sobrevivientes vs 28,13% en sobrevivientes; ECOG
3 36,00% en no sobrevivientes vs 3,13% en sobrevivientes; ECOG 4 22,00% en no sobrevivientes vs

1,04% en sobrevivientes; ECOG 5 8% en no sobrevivientes vs 0% en sobrevivientes.

Grafico 1. Curva de supervivencia de pacientes con tumores cerebrales por niveles de Ki-67.
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Nota: p-valor mediante prueba de Log Rank (Mantel-Cox)
Elaboracion: autores

El grafico 1 compara las curvas de supervivencia de los pacientes con tumores cerebrales por

niveles de Ki-67, donde se observaron diferencias significativas en las curvas con p-valor 0,033, donde

la curva de supervivencia de Ki-67 >20% presentd peor sobrevida, donde al a los tres meses todos los

pacientes habian fallecido. La curva con mejor sobrevida correspondio a Ki-67 entre 1% a 5%, donde

a los seis (6) meses la tasa de supervivencia era de 68%.

Tabla 4. Relacién multivariante para predecir mortalidad en pacientes con tumores cerebrales

mediante Ki-67.

Variables i Hazard | IC-HR 95% p-valor
Ratio (HR) | | Ls
Ki-67
6%-10% 0,176 1,19 051 | 2,79 0,685
11%-20% 0,421 1,52 0,71 | 3,27 0,281
>20% 1,019 2,17* 1,26 | 6,11 0,012**

Nota: *HR significativo, ** Variable predictora de la supervivencia basada en

regresion de Cox
Fuente: Elaboracién autores

La tabla 4 muestra el analisis multivariante para predecir mortalidad en pacientes con tumores

cerebrales basada en Ki-67, donde se observo que Ki-67 >20% es un predictor de mortalidad con p-
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valor 0,012, donde pacientes con Ki-67 >20% tienen 2,77 veces mas probabilidad de no sobrevivir en

relacion a los que presentaron Ki-67 entre 1% a 5%.

DISCUSION

La caracteristica demografica de nuestros pacientes es: adultos, entre 51 a 60 afios, con
glioblastomas primarios, ambos sexos. Estos tumores son mas comunes en edad avanzada, esto es
debido a que los gliomas primarios de alto grado tienen un rédpido crecimiento tumoral hacia la
malignidad, esto no difiere de otros estudios relacionados que reportan una media de edad de 55 afios
[20]. En relacion con el sexo se mostrd una predominancia del 5.22% correspondiente al sexo
masculino, al momento hay pocos estudios que relacionen el glioblastoma entre sexo masculino y
femenino a nivel molecular o que permitan una orientacion especifica de estas diferencias bioldgicas.
Sin embargo se han identificado subtipos moleculares especificos de sexo en el caso del glioblastoma
en los que el ciclo celular y la sefializacion de la integrina son los determinantes criticos de la
supervivencia para pacientes masculinos y femeninos, respectivamente.[21] La relevancia clinica del
ciclo celular y las firmas de la via de sefializacion de la integrina en los cuales se observo correlaciones
entre la expresion génica y la sensibilidad a la quimioterapia in vitro en un panel de lineas celulares
del GBM derivadas de pacientes masculinos y femeninos, por otro lado se aprecia un factor protector
por parte de los estrégenos en el caso de las pacientes femeninas y una mejor respuesta al
tratamiento[22]. Por otro lado la testosterona ha ganado interés recientemente en el campo de la génesis
tumoral del GBM porque se ha sugerido que esta hormona sexual tiene un papel importante en el
predominio masculino de la enfermedad [23]. En relacion a la estirpe glial acorde a la histopatologia
existe una predominancia del glioblastoma del 15.76% en relacion al astrocitoma y el
oligodendroglioma.

La escala de la calidad de vida realizada por ECOG, es una medida funcional del padecimiento
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oncologico siendo frecuente grado 1 en nuestro estudio. Esto es debido a que la incidencia de gliomas
de alto grado se relaciona con la edad avanzada. Otros autores mostraron que el indice nutricional
inadecuado se presenta en gliomas de alto grado, ademas se asocia significativamente con una
supervivencia promedio corta en pacientes con gliomas situacion que se objetiva en nuestro estudio al
relacionar el ECOG con el Karnofsky de ingreso como el de seguimiento y el porcentaje de expresion
del biomarcador Ki67 en los cuales una sobreexpresion de dicho marcador modifica dichas escalas y
la condicion clinica en el seguimiento.

Mas de la mitad de los pacientes del presente estudio recibieron tratamiento quirdrgico
mediante reseccion radical de la lesion tumoral seguida de tratamiento coadyuvante de quimio y
radioterapia, Temozolomida (TMZ) concurrente y después de la irradiacion en combinacion con
radioterapia y después de la radioterapia segun lo descrito por Stupp et al. se recomienda para mejorar
la SLP y la SG en pacientes adultos con GBM recién diagnosticado. No hay evidencia de que las
alteraciones en el régimen de dosificacion tengan un efecto beneficioso adicional, el bevacizumab en
general no se recomienda en el tratamiento inicial de pacientes adultos con GBM recién diagnosticado
[24]. La TMZ es un agente alquilante del ADN oral que penetra en gran parte la barrera
hematoencefalica, es el farmaco mas utilizado en el tratamiento del glioma. Este agente tiene un perfil
de seguridad favorable, con mielosupresion, particularmente se describe trombocitopenia, como la
principal toxicidad limitante de la dosis [25]. A diferencia de la temozolomida, los alquilantes de la
clase de nitrosourea, como lomustina, carmustina, nimustina o fotemustina, causan leucopenia y
trombocitopenia tardia (4 a 6 semanas) en lugar de precoz (2 a 3 semanas) y con mayor frecuencia
acumulativa. En particular, la fotemustina puede requerir la interrupcion del tratamiento, la reduccién
de la dosis o incluso la interrupcion y consideracidn de tratamientos alternativos [26]. Se ha observado
fibrosis pulmonar principalmente con carmustina y es rara con lomustina. El bevacizumab, un
anticuerpo anti-VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular por sus siglas en inglés), esta

aprobado para el tratamiento del glioblastoma recurrente, sun embargo su uso no ha demostrado
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ningun beneficio en la SG, por tales razones se recomienda TMZ como tratamiento inicial en los
gliomas recién diagnosticados [27].

En el seguimiento de los pacientes con tumores gliales con escala de ECOG inicial de 1 como
signo objetivable de minima sintomatologia se presentaron diferencias significativas debido a que la
mayoria de pacientes a su ingreso hospitalario se trataron inicialmente con tratamiento
antiinflamatorio, terapia esteroidea y posteriormente a una reseccion maxima segura de las lesiones
tumorales, dichos pacientes al revisar los historiales clinicos y su sobre expresion del Ki67 denotaron
que dicha caracteristica comprometia el ECOG y Karnofsky de seguimiento acortando la SG y la
calidad de vida en dichos pacientes.

A pesar de numerosos estudios, existen interrogantes sobre el impacto de Ki-67 en la supervivencia.

Algunos autores informaron correlaciones entre Ki67 LI y la supervivencia. Los otros no
mostraron una asociacién entre Ki-67 LIy los resultados de supervivencia. Estos resultados diferentes
pueden explicarse por la subjetividad interobservador y heterogeneidad del nivel de Ki-67 nivel dentro
de la muestra [28]. Algunos estudios incluyeron numero limitado de pacientes y poblaciones de
pacientes histologicamente heterogéneas [29]. Mckeever y colaboradores informaron una fuerte
correlacion entre bajo Ki-67 y supervivencia mas larga en 50 pacientes con astrocitomas de grado II.

Fisher y colaboradores demostraron en su investigacién que un indice Ki-67 promedio de> 5%
fue predictivo de supervivencia, los cuales se la causa de relacién especifica de supervivencia reducida
también estuvieron influenciados, por el grado de reseccion tumoral, edad, Karnofsky, dosis de
radiacion empleada y retrasos en el inicio de la radioteerapia [28]. Del mismo modo, Montine y
colaboradores determinaron que los pacientes con un Ki-67 >3% tuvieron una supervivencia mas
pobre que los pacientes con un Ki-67 LI de <3%. [30].

El valor Ki-67 LI del glioblastoma en algunos casos puede ser tan bajo como los gliomas de
bajo grado, lo que indica que el valor de Ki-67 directamente no puede utilizarse solo como medida de

prondstico de supervivencia y debe utilizarse en combinacion con otros factores de pronostico. Otro



31

factor independiente prondstico que afecta la SG es la recurrencia o progresion de la enfermedad.
Evitar la recurrencia o progresion local después de la cirugia es de notoria relevancia en relacion con
la mortalidad. La recurrencia local o progresion de la enfermedad después de la cirugia puede incluirse
en futuros estudios locales como un factor de riesgo que predice una disminucion de la SG en los
gliomas [6]. Es necesario realizar estudios prospectivos en nuestra poblacion a fin de aclarar este tema.
Cabe denotar que a nivel de institucién pablica con la crisis econdmica y sanitaria de la pandemia por
Covid-19 en cuanto a la logistica de manejo complementario y tratamiento de los pacientes del afio
2020 en algunos casos la radio y quimioterapia se inicié de manera extemporanea, situacion que limito

en gran medida el manejo 6ptimo de nuestros pacientes.

CONCLUSION

Existe menor sobrevida en los pacientes con tumores gliales de alto grado que expresan el
biomarcador Ki67 mayor al 20%, quienes presentan 2,77 veces mas probabilidad de no sobrevivir; no
asi en los pacientes que expresan dicho biomarcador menor al 20% los cuales tienen ventaja
significativa en la supervivencia global y en la sobrevida libre de progresion, siendo el principal
objetivo de este biomarcador molecular para actuar en el tratamiento complementario coadyuvante de
quimio y radioterapia, el valor de Ki-67 directamente no puede utilizarse solo como medida de
prondstico de supervivencia y debe utilizarse en combinacién con otros factores de prondstico

independientes de cada paciente y del centro sanitario.
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ANEXO A: CARTA DE APROBACION DE CEISH
USFQ

Umvmmsmir aw Frsosoo oe Cimo U&RC)_

Certificado de exencion

N°. CE(45.2021-P2021.083TPG
Quite, 21 de julio de 2021

Doctor

Israel Marcelo Arevalo Ordofiez
Invesngador Pnneipal

Unrversidad San Franeisco de Chato USEQ
Ciudad

Referencia: Protocolo 2021-083TPG
Informe de evaluacion: [E02 E116 2021 -CEISH-USF(Q

De puestra consideracion:

El Comité de Etica de Investigacion en Seres Humanos de la Universidad San Franciseo de Quite (CEISH-
USFQ), notifica a usted que analizo la mveshgacion que se descnbe a confinuacion:

DATOS DE LA INVESTIGACION

Codigos USFQ CEISH: 2021-083TRG
Titule de I Sobrevida de pacientes con fumores cerebrales ¥ su comelacion con el grade de
replicacion tumoral medido por Ki-67, durante el periode marzo del 2016 a marzo del

— = 2020 en el Hospital de Especialidades Eugenio Espejo, Quite — Ecuador.
Imvestizador Institucidn Eul en la investizacion
. — e
1_Lsrael Marcelo ale O | Umiversidad San Investigador principal
= — - Francisco 4 Chito
2_Jorge Fabricio Gonzalez A USFQ Tutor metodolégico
3_Laura Botani Huospital de Tutor cientifico
4_Andrea Moremo Especialidades n'e
5_Mercedes Al o Eugzenio Espejo Sudirectora que antoriza
HEE el esmdio.
T Zona | Frovincia | Cindad Centro de investizacion
! T o i i S i io Ezpej
s N 0 Pichincha DM Hospital de Ezpecialidades Euzenio Espejo
Tipo de esindio Analitico, observacional de cohories refrospectivas

Duracion 0% meses

Breve descripcion del estudio
Objetivo general: Detarminar tempo de sobrevida de pacientes con funores cerebrales v su corrzlacion con 2l
grado de replicacion mmoral medido por Ki-67, durante el pericdo marzo del 2016 a marzo dal 2020 en el
Haespital de Especialidades Engenio Espejo, Chito — Ecuador

Universe: Adultos (18-75 afos) con patelogia @ estudiar.

Muestra: 145 historiales clinicos (casos)

Metodologia: Fevision de HC v extraccion de informacion necesaria para este estudio.

Este estudio se cataloga como “evenre”, de acuerdo con las regulaciones mternacionzles que rigen las
investigaciones en seres humanos.

Deas or AoRues EHNTRE FRAKNERED B DarlLams v Papmrre,

- Cusspavd, F.O.Box: 17-12-A4d1 Qumo-Ecusoon
Pagina 1 de 2 T.. 1293 2IZS7-1700 A TOO. Fax_: {393 2IZ0F 0070
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El CEISH-USFQ otorga este certificado, toda vez que la mvestigacion cumple con uno o mas cnferios
elegibles para una exencion:

Investigacion con recopilacion vwio analisis de datos anonimizades, obtenidas de registros existemtes.
Investipacion in-vitra, con piszas dentarias exraidas previaments, donadas voluntariamente y anonimizadas
Investipacion con recopilacion vio analisis de datos disponibles publicaments.

Investipacion con recolsccion de datos de manera anonimizada.

Investipacion gue evalie anonimamente programas publicos o practicas educativas.
Investizacion que evalie anonimamente 2l sabor v/'o calbidad de alimentos, o eshudios de aceptacion del consumidor,

T =

Docamentos que sastentan ¥ que se utilizarin en la investigacion

1 | Protocolo de investigacion E02 00 jul 2021 1%
3 | Insrumentos 2 ser nrilizados para el desarrollo de la imvestizacion: EO01 28 may 03
Marriz para recoleccion de datos 2021

Ezte certificado fiene una vigencia de mmeve meses, desde el 21 de julio de 2021 haszta el 22 de abril de
2011, tomando en cuentz el periodo de duracion del estudic especificado en el Protocolo de imvestgacion
presentado (version E02).

Estz certificacion aplica solo para las actividades deseritas en los documentos revisados segun el informe
de evaluacien No. IE02-E116.2021-CEISH-USFQ. Cualguer modificacion a los documentos antes
aprobados debe ser nofificada a este Comuté, para un nuevo analisis v determunacion del nivel de nesgo.

El CEISH-TUSF() deshinda cualquier responsabilidad en cuanto a la veracidad de 1z informacion presentada.

f

L Epa

Ivan Sisa, MD, MPH, MS
Presidente CEISH-USFQ
Comreo electronicos: comutebiceticaiiusfy. edu.ec
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Quito, 21 de mayo del 2021

Dactor
Fabricio Gonzales Andrade
Coordinador tutor de investigacion USFQ

£n relacidn al estudio “Estudio de supervivencia de padientes mestizos gcuatorianos con tumores
cerebrales gliales y su correlacion con el grado de replicacion tumoral medido por el blomarcador Ki67"
realizado por el Dr. Isracl Marcelo Arévalo Ordbfiez del colegio de ciencias médicas del postgrado de
Neurocirugia de la Universidad San Francisco de Quito; autorizo a presentar los datos recolectados del
servicio de newrocirugla del Hospital de Especialidades Eugenio Espejo.
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Dra. Laura Bottani
Médico Neurocirujano Lider del Servicio
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CHo

Colezio de Ciendas de |z Saled ColC38
Escuela de Especialidades Medicas EEM

Carta sprobacion de Protocolo de Investigacan

M permito informar que & protocoio de investizacion quee se destrine B continuadon, fus
APma.ﬁmFur:lmm&ulwmmmmndzapﬂmmﬂnmm
c@nucmmmhmummuwmmmuum
metodologics de | investizacon propussts, am como de i pertinencis, relmanca y
mmimmltﬁmp'np-uuh:-.

Thtuko

Sobrevids de pacertas con bumones oerebrbes ¥ 5u COiTElaCon
con &l grado de replicacion tumorsl medida por K57 &n el periodo
marzo 2017 & maroo 2020 &n el I-I-uiprtul o= Espoalkdades E'qu
Espejo, Cuito, Eoumdor

Dizenic del echadio

Retrospectivo, msos-oontrales

Penodo dal estusiio

Marzo 2047 a maeo 20000

Lurar del eshudio Hiospital de EspeCslidsdes Furmenio Espejo, Cuito, EDmador
Autor principal el ArEvalo,
Feida 17 e epern e 2031

Dicha aprobadan induye lo siquente:

i @ respaldods s USFD al autor |:u| sutores para ks resiizacion d= Is inﬂﬁ_:p-:im
oropests, en |:_ui'|:_h-|:| de posEreduacos y segun Consts en el prowoooio presentado.

2. 8 respaido institudonal 5l menconado propecio, para fadiitar i racon de
actvidades a nivel inkra y extra insttuconal.

3. Lnaplicadion de ls metodalopia propuests apezads 8 ks normas Stices respectivas en

cada ms0

4. s autorizacion pars que okros investisadorss asodsdos pusdsn particioer de ias

Atentzments,
Firmade dgtamants
ORGEFAmOn | PO JORGE FABRIOO
SONTALET ANDRADE SOMIALEZ AKDRALE
Facha: 20710127
15134 0500

Fabeidio Goncalez-Ancrsds, MDD, PHD
Em-din-ui:rdelmuti;udm ZER
Conkmcto 0SESI35312
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