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RESUMEN: 

TITULO: sobre expresión de Bcl-2 por citometría de flujo en cultivos celulares primarios y 

su asociación con la respuesta al tratamiento y sobrevida en pacientes pediátricos con 

tumor cerebral. 

INTRODUCCION: Los tumores de sistema nervioso central (TSNC)  representan el tumor solido 

mas frecuente en la edad pediátrica, este tipo de tumores presentan una elevada mortalidad a 

pesar de los avances en los últimos 20 años.  

Clásicamente el diagnostico histopatológico proporciona el grado de malignidad que se asocia con 

el pronostico y que clínicamente se traduce con la elección del tratamiento. Actualmente se 

pueden emplear otros medios como factores pronósticos entre ellos tenemos al estudio del 

comportamiento biológico durante el cultivo de células tumorales lo cual permite también el 

estudio de marcadores celulares durante este proceso.  

La proteína Bcl2 es una proteína antiapoptotica.  Por lo tanto, las alteraciones en este gen pueden 

provocar un aumento en la expresión de la proteína citoplasmática Bcl-2, que origina inhibición de 

la apoptosis y da por resultado la supervivencia de la célula transformada.  

OBJETIVOS: Determinar si existe asociación en la sobrexpresión de Bcl-2 por citometría de flujo 

en cultivos celulares primarios de TSNC con la sobrevida, en niños con diagnostico de tumor 

cerebral. 

MATERIAL Y METODOS. Se llevo a cabo en el  Laboratorio de investigación en tumores de SNC del 

Hospital de Pediatría del Centro Medico Nacional Siglo XXI (HPCMN SXXI). 

TIPO DE ESTUDIO: Se realizó un estudio observacional, analítico,  ambilectivo, longitudinal. Con 

muestras de cultivo de tumor cerebral desde el mes de septiembre del 2010 al mes de marzo  del 

2012. 

METODOLOGIA: de las muestras de biopsias o resección de TSNC se cultivaron, al realizar un pase 

se tomaron 20000 células a las cuales se les realizo determinación de Bcl2 por citometría de flujo.  

RESULTADOS: 11 pacientes (61%) sexo femenino y  7 (39%) sexo masculino. Con edad mínima de 

1 año y máxima de 16 años. Por histología 5 pacientes presentaron ependimoma, 5 pacientes 

presentaron astrocitomas, 3 pacientes meduloblastoma, 2 pacientes tumor rabdoide teratoide. 1 

paciente presento carcinoma de plexos coroides, 1 paciente pineoblastoma y 1 paciente 

astrocitoma de alto grado.  

Al termino del estudio 12 pacientes se encuentran vivos. Seis pacientes fallecieron con un 

seguimiento máximo a 20 meses. De los pacientes que fallecieron 4 eran de sexo femenino y 2 

pacientes sexo masculino. Por histología 2 pacientes (33%) eran astrocitómas de bajo grado, 2 

pacientes (33%) eran ependimomas y 2 pacientes (33%) tumor rabdoide teratoide. Por 

localización fallecieron 4 pacientes con tumores supratentoriales y 2 con tumoración en fosa 
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posterior. Los 3 pacientes  que presentaron progresión tumoral fallecieron. 

La medición de BCL-2 por citometría de flujo en células de cultivo celular fue de 0% a 95% con una 

mediana de 29 %. La sobrevida en pacientes que presentaron BCL-2 en un porcentaje menor a 50 

% es de 56.4% a 20 meses, mientras que los pacientes con BCL-2 mayor a 51% mostraron 

sobrevida de 0% a 12 meses (P: 0.046%). De acuerdo a la presencia de progresión tumoral la 

sobrevida para aquellos con progresión fue de 0  % vs aquellos sin progresión 65 % a 20 meses (P= 

0.057). 

DISCUSION: 

Los avances en las técnicas de diagnostico molecular han permitido al clínico establecer  factores 

pronósticos para cada paciente y  de este modo poder ofrecer  tratamiento de acuerdo a las 

características histológicas, biológicas y moleculares de cada tumor.  

La función de la proteína Bcl-2 es antiapoptotica pues evita la liberación de citocromo C de la 

mitocondria evitando así continuar con la secuencia apoptotica. Se ha estudiado también la 

función anti-crecimiento de esta proteína pues además de conferir resistencia a la apoptosis, 

retrasa la entrada a ciclo celular a través del incremento de p 27 que inhibe a CDK y disminuye los 

niveles de RB fosforilada y E2F funcional con lo que la célula retrasa el inicio de ciclo celular. Los 

pacientes  que presentaron positividad a bcl2 mayor a 51%  no tuvieron sobrevida a 12 meses a 

diferencia de los pacientes que tuvieron valores de bcl2 menor a 50 % quienes tuvieron una  

sobrevida de 56 % a 20 meses con significancia estadística.  

CONCLUSIONES: 

El tratamiento personalizado de los pacientes con TSNC es el futuro en la oncología, para que esto 

pueda llegar a ser posible el estudio del comportamiento biológico además del estudio 

histopatológico son parte fundamentales en el estudio de los niños con cáncer.  

Es necesario realizar mas estudios para determinar la utilidad de Bcl-2 en tumores 

supratentoriales que histopatológicamente corresponden a tumores de bajo grado pues de 

confirmarse que juegan un papel en la resistencia a la Quimio y Radioterapia el empleo de 

fármacos antiBcl-2 podría ser un factor determinante para mejorar la sobrevida en estos 

pacientes.  
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SOBRE EXPRESION DE Bcl-2 POR CITOMETRIA DE FLUJO EN CULTIVOS CELULARES 

PRIMARIOS Y SU ASOCIACIÓN CON LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO Y SOBREVIDA EN 

PACIENTES PEDIATRICOS CON TUMOR CEREBRAL.  

Los tumores de sistema nervioso central (TSNC)  representan el tumor solido mas frecuente en la 

edad pediátrica, este tipo de tumores presentan una elevada mortalidad a pesar de los avances en 

los últimos 20 años. Anteriormente el riesgo se definía en base a parámetros clínicos, radiológicos,  

histológicos e inmunohistoquímicos, sin embargo se observó que el comportamiento biológico así 

como las características genéticas de los tumores aportan datos de riesgo además de ofrecer 

posibles estrategias terapéuticas. (1)  

La incidencia de los TSNC se ha incrementado y es variable dependiendo del sexo, edad y raza; en 

Estados Unidos la incidencia varia de 14.5 por  100 000  en hombres y en mujeres de 15.1 por 1000 

000 en el periodo de 1998 al 2002. Los tumores de células gliales son los mas frecuentes, de estos 

el astrocitoma pilocitico es el mas común en la infancia con una media al diagnostico de 12 años; 

el meduloblastoma es la segunda tumoración de sistema nervioso central mas frecuente con una 

media al diagnostico de 9 años, los ependimomas son la tercera tumoración de SNC  (2). 

En el ámbito mundial se conoce que  el 60 -70 % del total de canceres en los niños esta dado por 3 

grupos principales de neoplasias:  leucemias, linfomas y  TSNC,  en México el patrón es variable y 

esta dado por la referencia  a los diferentes hospitales de concentración, sin embargo en los 

pacientes derechohabientes y en nuestro hospital el orden de frecuencia se altera de la siguiente 

manera: 1) leucemias con un 46%, 2)TSNC con 12%  y 3)linfomas con 10.8 %. La incidencia de TSNC 

en México es de 14.8 x 1000 000 habitantes con una frecuencia en México del 12 %, siendo el 

estado de Chiapas el que cuenta con la mayor incidencia, alcanzando esta los 32.5 x 1000 000 

habitantes (3).  

En relación a la edad, en Nuestro País el grupo comprendido del año a los 4 años de edad es el que 

presenta la mayor incidencia de TSNC con 19. 1 por 1000 000 habitantes (3).  

El TSNC mas frecuente en México es el astrocitoma con una frecuencia del 5.2% seguido de los 

tumores neuroectodermicos primitivos (TNEP) con 3.9 % en el periodo de 1996 al 2007. La 

incidencia en astrocitomas es del 6.4 por 1 millón de niños/año. El segundo tumor mas frecuente 

es el meduloblastoma con una incidencia de 4.8 por millón de niños/año y el tercer tumor mas 

frecuente es el ependimoma con una incidencia de 2  por millón niños/año. 

 La etiología de los TSNC es desconocida, el único factor ambiental directamente relacionado es la 

exposición a radiaciones ionizantes, no obstante hay algunos factores genéticos específicos que se 

asocian a una incidencia más alta en esta clase de tumores. Los pacientes con Neurofibromatosis 

tipo I  tiene una elevada incidencia en gliomas de bajo grado, incluyendo gliomas de la vía visual 

que se presentaran en 15 % de los pacientes con este síndrome. Los pacientes con esclerosis 

tuberosa están más propensos a desarrollar astrocitoma de células gigantes. Quienes presentan 

síndrome de Li-Fraumeni tienen una predisposición elevada a varios tumores incluyendo gliomas y 
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meduloblastoma. Algunos síndromes heredados de forma recesiva como el síndrome de Turcot 

están asociados a una elevada incidencia en meduloblastoma (4).  

La presentación clínica es muy variable, cerca de la mitad de los TSNC en pacientes pediátricos 

crecen a partir de la fosa posterior, por lo que los datos clínicos mas frecuentes se derivan de la 

hidrocefalia que se produce. Clínicamente el dato mas frecuente es la cefalea pero los  lactantes se 

pueden presentar con parálisis de cuarto par y desviación de la mirada; la triada clásica de 

hipertensión intracraneal que consiste en cefalea, nausea y vomito puede ocurrir pero no es tan 

frecuente (5).  

En caso de afección supraselar y pineal como es el caso de gliomas de vía visual puede ocasionar  

perdida de campos visuales. El síndrome de Parinaud -caracterizado por parálisis de cuarto par, 

nistagmo de retracción o convergencia, pupilas que responden mejor a la acomodación que a la 

luz y retracción de parpado, puede presentarse por tumores de la región tectal de tallo cerebral. 

En caso de las tumoraciones supratentoriales se presentan con déficit neurológico focalizado e 

inespecífico (5).  

El diagnostico de TSNC ha sido simplificado por los avances en la neuroimagen, la resonancia 

magnética (RM) es esencial en el diagnostico de TSNC. Por sus habilidades multiplanares y por 

combinarse con otras técnicas como espectroscopia que complementa hallazgos anatómicos con 

bioquímicos puede ofrecer una mejor ubicación  y aportar datos sobre viabilidad tumoral. La RMN 

ha superado a las otras técnicas para determinación de diseminación tumoral leptomeningea por 

lo que se considera el estudio de elección para estudio de neuroeje (5). 

Histopatológicamente los TSNC se dividen principalmente en 5 grupos según el origen: Tumores 

astrociticos donde se encuentran los astrocitómas, glioblastomas. El segundo grupo lo componen 

los tumores embrionarios donde se encuentra meduloblastoma y tumor rabdoide teratoide. El 

tercer grupo corresponde a los tumores ependimarios entre los que se encuentra el ependimoma. 

El cuarto grupo lo forman los  Tumores de la región selar que incluye craneofaringeoma y tumores 

pituitarios. El quinto grupo se encuentran los tumores que derivan de los plexos coroideos como el 

carcinoma de plexos coroideos. Todos estos tumores corresponden a mas del 95% de los TSNC y 

tienen diferentes subclasificaciones como se pueden observar en el anexo 1 (6).  

La clasificación histológica además de ofrecer un diagnostico definitivo permite ofrecer un grado 

de malignidad que se asocia con el pronostico y que clínicamente se traduce con la elección del 

tratamiento. En el caso de los astrocitomas grado 1 se considera a lesiones que tienen una gran 

posibilidad de curación mediante cirugía solamente y sobrevida de 5 a 7 años. Las neoplasias que 

se consideran grado II son generalmente de naturaleza infiltrativa pero con un bajo nivel de 

proliferación con una sobrevida de 2.5 a 3 años en promedio. Los estadios III se reservan para las 

lesiones con evidencia histológica de malignidad como atipia nuclear y actividad mitótica notable, 

asociándose a una sobrevida promedio de 1.5 a 2 años. El grado IV se asigna a las lesiones 

malignas, mitosis activa, necrosis perilesional, clásicamente con crecimiento pre y postquirúrgico y 

mala evolución con sobrevidas menores de un año. La clasificación de los TSNC por grados se 

puede observar en el anexo 2 (6).   
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Hay  otros factores pronósticos  que se pueden asociar al grado histológico como la edad, dado 

que pacientes menores de 3 años no son candidatos a radioterapia y la localización ya que algunas 

tumoraciones no pueden extirparse.  

Actualmente se han aceptado a los biomarcadores moleculares y genéticos como factor 

pronostico, el ejemplo mas claro es la asociación entre meduloblastoma con el gen ERBB2 

(muestras congeladas) en donde pacientes con sobrexpresión de dicho gen presentaron una 

mortalidad estadísticamente significativa (p: 0.0001) en relación a pacientes con ERBB2 negativos 

que tuvieron una sobrevida del 100 % a 5 años (7). 

En el caso de los astrocitomas se ha asociado con el gen p53 cuya mutación  se relaciona con 

tumores más agresivos y con mayor resistencia a la quimioterapia, algunas otras asociaciones 

genéticas como la asociación de la codeleción 1p19q que en pacientes con astrocitoma se puede 

observar buena respuesta a la quimioterapia y mayor radiosensibilidad (8).  

Otro campo de estudio respecto al pronóstico mediante el empleo de biomarcadores en pacientes 

con TSNC, corresponde al estudio de los mecanismos de la apoptosis.  Las células crecen 

controladamente gracias a la expresión de genes que inducen señales de muerte en estadios 

definidos de diferenciación y en respuesta a estímulos fisiológicos determinados. Por lo anterior 

una alteración en la apoptosis ocasiona que células defectuosas no entren a apoptosis lo que se 

traduce clínicamente como una mala respuesta a quimioterapia (8). 

El Bcl-2 (B cell leukemia/lymphoma 2 gen) fue el primer protooncogen detectado; está localizado 

en el cromosoma 18, funciona como un supresor de la apoptosis y puede promover la 

transformación neoplásica. Forma parte de una familia de genes que intervienen en la regulación 

de la supervivencia de la célula, estos genes codifican proteínas proapoptoticas y antiapoptoicas. 

La proteína BCL2 es una proteína antiapoptotica.  Por lo tanto, las alteraciones en este gen pueden 

provocar un aumento en la expresión de la proteína citoplasmática Bcl-2, que origina inhibición de 

la apoptosis y da por resultado la supervivencia de la célula transformada (9). 

En TSNC se ha demostrado que la sobreexpresión de Bcl-2 es notable en tejido tumoral en 

comparación con tejido de la periferia, además la expresión de Bcl-2 no se afecta por la edad del 

paciente ni por la estirpe histológica y algunos estudios reportan la resistencia a quimioterapia 

asociada a la sobreexpresión de Bcl-2. La mayor parte de los estudios realizados en TSNC con Bcl-2 

han sido mediante inmunohistoquímica y demuestran una sobrevida de 29 % a 5 años para 

aquellos pacientes con Bcl-2 positivo mientras que los pacientes con Bcl-2 negativo presentaron 

sobrevida a 5 años de 64% (10).  

La parte mas vanguardista en el descubrimiento de factores pronósticos es el estudio del 

comportamiento biológico a través de cultivos celulares,  el cultivar in vitro TSNC  permite 

observar características  como la velocidad de implante, la cantidad de resiembras y velocidad de 

crecimiento, así como desarrollo de neuroesferas y estudio de regulación de apoptosis (11).  
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El cultivo celular también permite el estudio de resistencia a fármacos, así como otros estudios 

como de biomarcadores mediante citometría de flujo e incluso obtener por este método el índice 

de DNA, con la superioridad a otros métodos,  con esta técnica tenemos la seguridad de contar 

con tejido tumoral y se puede determinar en la misma medición marcadores específicos para cada 

clase de tumor. Los biomarcadores pueden ser intra o extracelulares y se cuenta con la ventaja de 

que se realizan en tejido vivo a diferencia de los estudios de inmunohistoquímica en donde la 

manipulación de la muestra es mayor, además que los tejidos se  exponen a mayor cantidad de 

factores físicos (12,13). 

Ya se ha establecido la asociación de Bcl-2 en astrocitómas por inmunohistoquímica pero no se ha 

realizado una determinación mediante citometría de flujo en cultivos celulares de TSNC, sin 

embargo se han realizado otros marcadores mediante citometría de flujo en cultivos celulares 

como CD133, nestina que han permitido evaluar otras características (13).  

El tratamiento de los TSNC ha tenido avances importantes y gran parte de ello se debe a la 

categorización de la enfermedad. El tratamiento quirúrgico es la pieza más importante para 

mejorar el pronóstico, en los gliomas de bajo grado la resección quirúrgica completa por si sola 

aporta una posibilidad del 90 % de sobrevida, sin embargo la localización hace difícil la resección 

completa, por lo que se debe emplear quimioterapia sobre todo en pacientes que no son 

candidatos a radioterapia por edad con esquemas a base de carboplatino y vincristina, con 

resultados favorables y que se han mejorado en los últimos años al agregar temozolomida (14).  

En nuestra unidad se ha empleado el esquema ICE (Carboplatino, Ifosfamida y Etoposido) pre y 

post radioterapia para gliomas de alto grado obteniendo una sobrevida global de 69 % a 60 meses. 

En relación al meduloblastoma de alto riesgo la sobrevida obtenida en nuestro medio con el 

esquema ICE es mayor al 57 % a 18 meses, algo muy semejante a la sobrevida observada en los 

ependimomas (15-18).  

 

   

 

 

 

 

 

 

 



9  

 

JUSTIFICACION: 

Los TSNC son los tumores sólidos más frecuentes de la infancia y es precisamente en este grupo de 

tumores donde la estratificación sobre factores de riesgo no ha sido del todo confiable, es común 

que pacientes clasificados como de bajo riesgo presenten un comportamiento clínico agresivo y de 

forma contraria pacientes que se catalogan como de alto riesgo tienen un comportamiento 

benigno con respuesta rápida a la quimioterapia pero que son sometidos a quimioterapia 

intensiva con toxicidad elevada.  

La sobrevida actual en los niños con tumores cerebrales continua siendo inferior al 60 % por lo 

cual se requiere profundizar en el estudio del comportamiento biológico de estos para poder 

estratificarlos de mejor manera y poder dar tratamientos individualizados que nos permitan 

mejorar la sobrevida.  

Las anormalidades del ciclo celular y las vías apoptóticas son la llave en el futuro molecular de los 

TSNC y se encuentran bajo evaluación para intervención terapéutica potencial así como factores 

pronósticos por lo tanto el empleo de Bcl-2 como factor pronostico puede ser útil como 

herramienta para clasificar desde un inicio a pacientes en un grupo de riesgo mayor o menor y de 

esta forma evitar la toxicidad innecesaria o en su defecto el empleo de terapias mas intensivas de 

forma inicial para evitar una progresión o recaídas que se traducen en un costo mayor y en una 

sobrevida muy baja.   

Se ha demostrado que la alteración en Bcl-2 se correlaciona con resistencia a la quimioterapia y 

por tanto con mal pronostico, nunca se ha evaluado la sobreexpresión de Bcl-2  en cultivo celular 

primario mediante citometría de flujo y su asociación a tratamiento de TSNC. Por lo que realizar 

este trabajo permitirá ofrecer a los pacientes con diagnostico de tumor de SNC un tratamiento 

individualizado de acuerdo a los factores pronósticos.  
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA: 

¿Existe asociación en la sobre expresión de Bcl-2 por citometría de flujo en cultivos 

celulares primarios con la sobrevida en niños con tumor cerebral? 

 

OBJETIVOS: 

GENERAL 

Determinar si existe asociación en la sobreexpresión de Bcl-2 por citometría de flujo en cultivos 

celulares primarios de TSNC con la sobrevida, en niños con diagnostico de tumor cerebral. 

ESPECIFICOS. 

1.- Determinar el porcentaje de sobre expresión de Bcl-2 en niños con tumor cerebral de acuerdo 

a su histología.  

2.- Determinar asociación entre sobrevida y expresión de Bcl-2  

 

HIPOTESIS DE TRABAJO.  

La sobreexpresión de Bcl-2 por citometría de flujo en cultivos celulares primarios se asocia con 

disminución de 30% con la sobrevida, en niños con tumores cerebrales.  
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MATERIAL Y METODOS.  

LUGAR: Laboratorio de investigación en tumores de SNC del Hospital de Pediatría del Centro 

Medico Nacional Siglo XXI (HPCMN SXXI). 

TIPO DE ESTUDIO: Por el tipo de estudio es observacional, analítico,  ambilectivo, longitudinal.  

MUESTREO: No aleatorio, de casos consecutivos de todos los pacientes con diagnostico de tumor 

cerebral desde el primer cultivo de tumor cerebral del mes de septiembre del 2010 al mes de 

marzo  del 2012. 

UNIVERSO/POBLACION DE ESTUDIO: Todos los niños con Diagnostico de Tumor cerebral  

diagnosticados en el HP CMNS XXI comprendidos entre septiembre del 2010 a marzo 2012. 

CRITERIOS DE SELECCIÓN: 

CRITERIOS DE INCLUSION: 

 Pacientes menores de 16 años.  

 Ambos géneros.  

 Pacientes a quienes se realizo biopsia o resección de tumor localizado en SNC compatible 

histológicamente con neoplasia maligna de SNC.  

 Cultivos celulares positivos. 

 

  CRITERIOS DE EXCLUSIÓN: 

 Expediente incompleto.  

FACTIBILIDAD: 

Se conto  con los recursos  humanos físicos y financieros para la realización de este estudio. Para 

cada paciente del estudio: expediente clínico radiológico, y muestra tumoral. Medico 

Subespecialista en oncología pediátrica, Medico Oncólogo Pediatra tutor del estudio, Biólogo 

molecular encargado de cultivos tumorales. Química farmacobióloga citometrista. Laboratorio de 

investigación en tumores cerebrales para la realización de este estudio.  

Aspectos  financieros: se conto con los recursos financieros propios de la unidad, medios de 

cultivo, incubadora, recipientes, frascos de crecimiento celular, tubos Ependorf, microscopio 

invertido, pipetas y todo el equipo necesario para llevar a cabo el protocolo de investigación.  
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DEFINICION DE VARIABLES: 

Variable Definición operacional 
TIPO DE 

VARIABLE. 

Escala de 

medición. 
Unidades de medición. 

Tiempo de 
sobrevida  
global 

Numero de meses que viven 
los pacientes luego del 
diagnóstico realizado por el 
servicio de patología de 
HPCMNXXI 

Dependiente 
Cuantitativa 
discreta 

Meses 

Sobrevida  
libre de 
progresión 

Periodo de tiempo que se 
encuentra entre la 
desaparición clínica de la 
enfermedad por cualquier 
método terapéutico y su 
reaparición. 

Dependiente 
Cuantitativa 
discreta 

Meses 

Localización 
de la 
tumoración 

Sitio donde se encuentra la 
tumoración. 

Independiente 
Cualitativa 
nominal 

Supratentorial.  
Fosa posterior 
Pineal.  
Medular  

Porcentaje de 
resección. 

Porcentaje de la tumoración 
resecada quirúrgicamente 
descrita en la hoja 
postquirúrgica. 

Confusión  
Cualitativa 
ordinal 

Resección 100% 
99- 90 % 
89- 50 % 
Menor de 50% 

Histología 
Es la estructura 
microscópica del material 
biológico. 

Independiente. 
Cualitativa 
nominal 

Astrocitoma de bajo grado.  
Astrocitoma alto grado.  
Meduloblastoma 
Ependimoma 
Pineoblastoma 
Tumor rabdoide teratoide. 

Edad 

Edad del paciente que se 
encuentra registrada en el 
expediente al momento del 
diagnostico. 

Universal 
Cuantitativa 
continua 

Años 

Sexo 
Genero que se encuentra 
registrado en el expediente. 

Universal 
Cualitativa 
nominal 

Masculino 
Femenino 

Bcl-2 
Sobreexpresión de proteína 
derivada de Bcl2 

Independiente. 
Cualitativa 
nominal 

Mayor a 50 % 
Menor a 50 % 

Progresión 
tumoral.  

Se valorara por medio de 
Resonancia Magnética de 
forma periódica.  

Dependiente 
Cualitativa 
Ordinal. 

Positivo: incremento en 
volumen de tumoración o 
datos de espectroscopia 
compatibles con actividad 
tumoral.  
Negativo: sin datos de 
incremento en el volumen 
por RMN.  
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METODOLOGIA: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obtención de la muestra: 

Se obtendrá la muestra procedente de quirófano la cual será tomada por Neurocirujanos del HP 

CMNSXXI cegados al estudio. Las muestras se obtendrán mediante biopsia abierta, biopsia 

endoscópica o mediante estereotaxia. Las diferentes maneras de toma de biopsia permiten 

localizar únicamente tejido tumoral, dado que las cirugías de TSNC son de gran dificultad y 

únicamente permiten obtener tejido tumoral puesto que el extraer tejido sano puede 

desencadenar importantes secuelas.  

 

Cultivo celular.  

Se recibieron las muestras de material de biopsias procedentes de quirófano de las cuales una 

parte se fue a patología para su determinación de grado histológico y otra se transporto en medio 

de cultivo DMEM F-12. El procesamiento de la muestra es inmediato al llegar al laboratorio. 

Se inició el proceso disgregando la muestra por pipeteo hasta tener una mezcla homogénea. Una 

vez disuelta la muestra se puso en un tubo falcon con 5 ml de ficoll a 4° C y se le agregó la muestra 

Paciente menor de 16 

años con sospecha 

clínica de TSNC. 

RMN CON TSNC.  

CIRUGIA 

DIAGNOSTICA Y/O 

TERAPEUTICA. 

PATOLOGIA 
CULTIVO.  

DETERMINACION 

DE BCL2 X CF. 

CRECIMIENTO EXITOSO.  1 PASE.  

1 FRAGMENTO TUMORAL 1 FRAGMENTO TUMORAL. 
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lentamente por las paredes cuidando no romper las fases. Se centrifugó a 2000 rpm durante 30 

min a 4° C. 

Se recuperó la interfase en otro tubo falcon con medio de cultivo suficiente para alicuotar a 10 ml 

con todo y muestra. Esto se centrifugó a 1100 rpm durante 10 minutos.  

El conteo de viabilidad celular se realizó con 10µl  de muestra y 10µl de  azul de tripano;  en un 

tubo Eppendorf se mezcla la muestra hasta homogenizar y posteriormente se realizó conteo en 

cámara de neubauer.  

Se colocaron las células y medio de cultivo en frasco de cultivo dentro de la incubadora de CO2 a 

37  grados C. Al tener confluencia mayor a 70 % se realiza el pase y se obtienen células para la 

medición de BCL2 en el citómetro de flujo.  

Cabe mencionar que algunas muestras se tomaran del banco de cultivos de tejido tumoral con el 

que se cuenta en el laboratorio, de las cuales se pudo obtener células viables y cultivar 

nuevamente el tumor.  

 

Diagnostico histopatológico: 

El diagnostico histopatológico se realiza por 2 médicos cegados a la investigación en el 

departamento de patología de esta unidad, utilizando tinciones de hematoxilina-Eosina 

principalmente y mediante muestras fijas en parafina con técnica de congelación.  

 

Citometría de flujo.  

La lectura de Bcl-2 se realizó en citómetro de flujo de la casa comercial Beckton Dickinson (BD) 

modelo FACScalibur utilizando los anticuerpos  FITC Mouse Anti-Human Bcl-2 de la marca BD 

Pharmigen el cual es un anticuerpo monoclonal purificado que reacciona con Bcl-2 humano.  

Se tomaron 20 000 células,  se aplicaron 2 ml de solución salina isotónica o  FACSFlow para lavado 

de células. Se centrifuga a 3000 rpm durante 3 minutos en una temperatura entre 19° y 25°, se 

decanta. Se agregó sol. permeabilizadora 100 microlitros,  mezclamos para incubar por 10 

minutos. Se agregó solución salina, centrifugamos y aplicamos 5 microlitros de anticuerpo, 

mezclamos nuevamente, se dejó incubar 15 a 20 min, agregamos sol. Salina 2 ml. Se centrifugó 

(3000 rpm x 3 min) y decantó, agregamos sol. Salina 1 ml y se analizó en el citómetro de flujo.   
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ASPECTOS ETICOS: 

De acuerdo a la Ley General de Salud en su capitulo de investigación en seres humanos este 

protocolo se considera un estudio sin riesgo  por lo que no se requiere consentimiento informado. 

Sin embargo puesto que se realizan pruebas en tejidos obtenidos del paciente se solicita 

consentimiento informado para el estudio y conservación de cultivo de TSNC. De acuerdo a la ley 

general de salud el hospital cuenta con autorización para conservación de tejidos humanos. Se 

explico de forma detallada en que consiste el protocolo así como los riesgos y beneficios que 

obtendrán. Se informo también que en el momento que se decida por parte de los tutores el 

paciente puede excluirse del estudio y retirar las muestras del banco de cultivos. De acuerdo al 

tratado de Helsinki cubre los requerimientos de beneficencia, autonomía y justicia.  

 

ANALISIS ESTADISTICO: 

Se realizó estadística descriptiva, para las variables cualitativas se calculó media o mediana. 

Análisis inferencial. Para buscar asociación entre variables se utilizó chi cuadrada y para validar el 

peso de cada variable en el pronóstico de estos pacientes se utilizó regresión múltiple. Para el 

calculo de sobrevida se empleó método de Kaplan Meyer y la diferencia estadística se valoró por 

log Rank test.  
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RESULTADOS: 

Este se estudio se realiza en HP CMN SXXI  y  Se incluyeron 18 pacientes: 11 (61%) sexo femenino y  

7 (39%) sexo masculino, con una relación masculino: femenino de 1:1.5.  La mediana de edad es 

de 4.5 años con una mínima de 1 año de edad y máxima de 16 años. El 50 % de la población tenía 

menos de 5 años. 

De acuerdo a localización 7 pacientes presentaron la tumoración a nivel supratentorial, 9 

pacientes en fosa posterior, 1 paciente presento la tumoración a nivel pineal y 1 paciente a nivel 

de medula espinal. (tabla 1) 

Por histología 5 pacientes presentaron ependimoma, 5 pacientes presentaron astrocitomas, 3 

pacientes meduloblastoma, 2 pacientes tumor rabdoide teratoide. 1 paciente presento carcinoma 

de plexos coroides, 1 paciente pineoblastoma y 1 paciente astrocitoma de alto grado.  

Respecto del tratamiento quirúrgico 3 pacientes tuvieron resección del 100 % de la lesión, 8 

pacientes tuvieron una resección menor al 49 % y el resto una resección de entre el 50- 99 %.  

En este estudio dos pacientes no recibieron esquema de QT, 13 pacientes recibieron esquema ICE 

y 3 pacientes ICE-TMZ. Diez pacientes recibieron radioterapia (54.8 Gys)  y 8 pacientes no 

recibieron esta modalidad de tratamiento.  

La evolución que tuvieron los pacientes fue: Tres presentaron progresión tumoral, actualmente 12 

pacientes se encuentran vivos de los cuales 7 son de sexo femenino y 5 del sexo masculino. Seis 

pacientes fallecieron con un seguimiento máximo a 20 meses. De los pacientes que fallecieron 4 

eran de sexo femenino y 2 pacientes sexo masculino. Por histología 2 pacientes (33%) eran 

astrocitómas de bajo grado, 2 pacientes (33%) eran ependimomas y 2 pacientes (33%) tumor 

rabdoide teratoide. Por localización fallecieron 4 pacientes con tumores supratentoriales y 2 con 

tumoración en fosa posterior. Los 3 pacientes  que presentaron progresión tumoral fallecieron. En 

cuanto a la resección quirúrgica a 2 pacientes a los que se  les realizo resección quirúrgica 

completa  fallecieron, y  1 paciente a quien se le realizó resección entre el 90-99% falleció; 3 

pacientes a quienes se les realizo resección entre el 50-89 % viven. A 8 pacientes se les realizo 

resección menor al 50 % de los cuales 5 (62 %) están vivos. 

Nueve pacientes recibieron radioterapia de los cuales 1 paciente falleció. De los 9 pacientes que 

no recibieron RT 5 (55 %) fallecieron.  

Con respecto a la medición de BCL-2 por citometría de flujo en células de cultivo celular 5 

pacientes presentaron valores mayores a 50 % y  las mediciones fueron de 0% a 95% con una 

mediana de 29 %. El 23 % de los pacientes que presentaron una medición de BCL-2 menor a 50 % 

falleció, mientras que el 60 % de los pacientes  que presentaron BCL2 mayor a 50 % falleció. (Tabla 

3)  
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Tabla 1. Características de los pacientes 

  n  %  Rango  

Sexo   Mujeres 
Hombres 

11 
7 

61 
39 

 

Edad (años)  Mediana:  
4.5 años  

          1-16  

Vivos   12 66.6  

Muertos    6 33.3   

Localización 

 Supratentorial 

 Fosa posterior 

 Pineal 

 medular 

  
7 
9 
1 
1 

 
38.9 
50 
5.6 
5.6 

 

Dx Histopatológico: 

 Astrocitoma alto grado 

 Astrocitoma bajo grado 

 Meduloblastoma 

 Pineoblastoma 

 Ependimoma 

 Carcinoma plexos coroideos 

 T. rabdoide teratoide 

 
1 
5 
3 
1 
5 
1 
2 

 
5.6 
27.8 
16.7 
5.6 
27.8 
5.6 
11.1 

 

 

 Progresión tumoral: 

 Positiva 

 Negativa: 

  
3 
15 

 
16.7 
83.3 

 

Recibieron radioterapia (54 Gys)  10 55.6   

% resección Quirúrgica: 

 100% 

 90-99% 

 50-89% 

 Menor 49 % 

 
 

 
3 
4 
3 
8 

 
16.7 
22.2 
16.7 
44.4 
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La sobrevida global fue de 41.5 % a 20 meses de seguimiento, con una media de sobrevida de 13.4 

meses (IC95%=9.58- 17.4) (fig-1) 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1 
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Se realizaron curvas de sobrevida a 16 meses de acuerdo a género donde los pacientes femeninos  

tuvieron una sobrevida de 27 % comparada con aquellos de sexo masculino  la cual fue de 71.4%  

(p: 0.84). (fig-2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIG. 2  
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De acuerdo al diagnostico histopatológico encontramos que los pacientes con astrocitoma de bajo 

grado presentan 40 % de sobrevida a 20 meses. Astrocitoma de alto grado presentan sobrevida de 

100 % a 16 meses.  Meduloblastoma presentan sobrevida de 100 % a 4 meses, ependimoma 40 % 

a 14 meses y tumor Rabdoide teratoide de 0 % a 2 meses. (LogRT: 0.048).  (fig 3). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 
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La sobrevida de acuerdo a la localización los pacientes que presentaron localización supratentorial 

tienen sobrevida de 23.8 % a 16 meses, pacientes con tumoración en fosa posterior presentan 

sobrevida de 77.8 % a 20 meses mientras que los pacientes con tumoración medular y pineal 

mostraron sobrevida de 100 %. (LogRT: 0.757).  (fig 4) 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 
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De acuerdo a la presencia de progresión tumoral la sobrevida para aquellos con progresión fue de 

0  % vs aquellos sin progresión 65 % a 20 meses (LogRT= 0.057) (fig 5).   

 

 

 

 

 

 

Figura 5 
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La sobrevida en pacientes que tuvieron resección entre 50-89 % tuvo una sobrevida del 100 %, 

mientras que solamente el 65 % de los pacientes que tuvieron una resección entre 90-99% 

presentaron una sobrevida a 12 meses. Pacientes con resección menor al 50 % tuvieron sobrevida 

de 67.5 % a 20 meses. Los pacientes que tuvieron una resección del 100% fallecieron antes de 12 

meses. (LogRT: 0.506). (fig 6) 

 

 

 

 

 

Figura 6 
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Los pacientes que recibieron RT muestran sobrevida de 66 % a 20 meses mientras que los 

pacientes que no recibieron RT tienen sobrevida de 0 % a 20 meses. (LRT: 0.02) (Fig:7) 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 
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La sobrevida en pacientes que presentaron BCL-2 en un porcentaje menor a 50 % es de 56.4% a 20 

meses, mientras que los pacientes con BCL-2 mayor a 51% mostraron sobrevida de 0% a 12 meses 

(LRT: 0.046%). (Fig.: 8) 

 

 

Al realizar modelo de regresión logística se encontraron como las variables que persistieron con 

significancia estadística fueron la edad menor o mayor a 3 años, y la presencia o no de progresión 

tumoral. (Tabla 2)  

 Coeficiente de error. 
    B                     Error tip 

C.  tipificados  
Beta 

t Sig. 

Constante 2.804 0.619  4.533 0.001 

Diagnostico 0.81 0.042 0.311 1.933 0.077 

Resultado de Bcl2 0.80 0.172 0.076 0.467 0.649 

Radioterapia 0.120 0.179 0.127 0.670 0.516 

Edad mayor o menor 
de 3 años 

-0.364 0.163 -0.376 -2.234 0.045 

Progresión tumoral - 0.803 0.190 -0.635 -4.218 0.001 

 

Figura 8 
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TABLA 3. 

DIAGNOSTICO LOCALIZACIÓN % Bcl-2 
Positivo > 50 

VIVO. 

Astrocitoma bajo grado. Supratentorial Negativo Si 

Astrocitoma bajo grado Holomedular Negativo Si 

Astrocitoma bajo grado Fosa posterior Negativo Si 

Astrocitoma bajo grado Supratentorial Negativo No 

Astrocitoma bajo grado Supratentorial Positivo No 

Astrocitoma alto grado Supratentorial Negativo Si 

Meduloblastoma Fosa posterior Negativo. Si 

Ependimoma Supratentorial Positivo Si 

Ependimoma Fosa posterior Negativo Si 

Ependimoma Fosa posterior Negativo No 

Ependimoma Supratentorial Positivo No 

Meduloblastoma Fosa posterior Negativo Si 

Carcinoma plexos coroideos Fosa posterior Negativo Si 

Ependimoma Fosa posterior Negativo. Si 

Pineoblastoma Supratentorial Positivo Si 

Tumor Rabdoide teratoide Supratentorial Negativo No 

Tumor rabdoide teratoide Fosa posterior Positivo No 

Meduloblastoma Fosa posterior Negativo Si 
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DISCUSION: 

Los avances en las técnicas de diagnostico molecular han permitido al clínico establecer  factores 

pronósticos para cada paciente y  de este modo poder ofrecerle el mejor tratamiento posible de 

acuerdo a la características histológicas, biológicas y moleculares de cada tumor.  

Uno de los factores pronósticos mas estudiados hasta el momento son las alteraciones de la 

familia de genes Bcl2. Esta familia representa una diversa serie de reguladores apoptoticos que se 

activan de forma dinámica en respuesta a estímulos extrínsecos e intrínsecos.   

Uno de los genes más importantes que se encuentran en esta familia  es el gen BCL2 que se 

localiza en el cromosoma 18 y que codifica una proteína con función antiapoptotica. Inicialmente 

esta proteína se descubrió en linfomas y se creía dependía únicamente de linfomas con 

traslocacion 14;18, posteriormente el estudio de esta proteína se extendió y actualmente se ha 

demostrado asociación entre la  sobreexpresión de la proteína Bcl2 con resistencia a la 

quimioterapia en varios tipo de tumores. El cromosoma 18 tiene gran importancia sobre todo en 

los astrocitomas de niños mexicanos pues como se ha reportado por Rioscovian Et al el 85 % de los 

pacientes con este tipo de tumor presenta alteración en este cromosoma.   La función de la 

proteína Bcl2  es antiapoptotica pues evita la liberación de citocromo C de la mitocondria evitando 

así continuar con la secuencia apoptotica. Se ha estudiado también la función anti-crecimiento de 

esta proteína como se ha comentado por Huang quienes refieren además de conferir resistencia a 

la apoptosis, retrasa la entrada a ciclo celular a través del incremento de p 27 que inhibe a CDK y 

disminuye los niveles de RB fosforilada y E2F funcional con lo que la célula retrasa el inicio de ciclo 

celular dando por resultado un índice de proliferación bajo.  Esto se refiere como explicación del 

porque se expresa sobre todo en  gliomas de bajo grado lo cual coincide con los estudios de 

inmunohistoquimica realizados por Krajewski en donde se reporta positividad en el 93 % de 

gliomas de bajo grado mientras que fue negativa la presencia de Bcl2 por inmunohistoquímica en 

Glioblastoma multiforme. En nuestro estudio la positividad fue mayor al 40% en todos los 

pacientes con astrocitómas de bajo grado supratentoriales, mientras que para el astrocitoma 

anaplásico y  los astrocitómas de bajo grado de cerebelo no hubo una positividad mayor al 51%.  

En el caso de los meduloblastomas los 3 pacientes presentaron resultados menores de 20 % para 

bcl2, esto es muy semejante a lo reportado por inmunohistoquímica por Krajewski quienes 

reportaron solamente 25 % de pacientes con meduloblastoma positivo para bcl2 pero solamente 5 

% presento positividad intensa. En el caso de los ependimomas como se ha documentado por 

Rushing los ependimomas presentan positividad solo en grados bajos lo cual contrasta en nuestro 

estudio en donde los ependimomas que tienen una localización supratentorial tienen un valor de 

bcl2 por citometría de flujo mayor a 50 % en relación con los que presentaron esta tumoración en 

fosa posterior que presentaron valores de bcl2 menores de 50 %.(19-24)  

Consideramos el empleo de citometría de flujo como un método más eficiente pues es mas 

objetivo, desde que se menciona por Barthel. El citómetro de flujo ya se esperaba como una 

herramienta para el diagnostico y seguimiento de cáncer, la posibilidad de realizar una citología 

cuantitativa ha ayudado a dilucidar la heterogeneidad del cáncer, incluso en algunos casos ayuda a 
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diferenciar entre células cancerígenas y células normales. El empleo del citómetro de flujo con 

marcadores de superficie ha sido de los usos mas extensos, en nuestro caso combinamos el 

empleo de citometría de flujo con cultivos celulares, este tipo de estudios se realiza de forma 

frecuente para estudios de líneas celulares. Un ejemplo es la búsqueda de cáncer Stem cell en 

TSNC, en donde se cultiva el tumor en medios suplementados con factores de crecimiento, lo cual 

permite el desarrollo de neuroesferas en cortos periodos de tiempo, en esta clase de estudios 

como los reportados por Singh el empleo de citometría de flujo es para  separar poblaciones 

celulares especificas. Es importante mencionar que en la mayor parte de estudios de cultivos de 

células tumorales las células son suplementadas con factores de crecimiento específicos además 

de que la gran mayoría de estudios se realizan con líneas celulares.  El estudio de cultivos celulares 

en TSNC permite evaluar las características biológicas, genéticas y  marcadores celulares. Dentro 

de las características biológicas que se pueden evaluar mediante cultivo de células tumorales 

tenemos la velocidad de implante, la velocidad de crecimiento, la formación de neuoesferas, 

tomando en consideración que nuestros medios de cultivo no están suplementados con factores 

de crecimiento.  

En nuestro estudio evaluamos la positividad en cultivos celulares, en base a lo descrito 

previamente el empleo de citometría de flujo es mas sensible que la inmunohistoquímica, es 

cuantitativo y en cuanto al cultivo celular además de permitirnos evaluar las características 

biológicas del tumor funciona como un medio de selección de células tumorales, pues es muy 

difícil lograr un pase o al menos un crecimiento acelerado de células no tumorales en un medio de 

cultivo no suplementado con factores de crecimiento; esto se ha documentado en varios estudios 

como el de Hemmati donde se refiere que incluso las neuroesferas no tumorales están faltas de la 

capacidad de cultivarse por mas de un mes.  También es importante mencionar que la técnica que 

se realizó tiene menos exposición de tejido a medios físicos y químicos, si tomamos en 

consideración la técnica de inmunohistoquímica a pesar esta técnica es  el estándar morfológico 

tanto para diagnostico como para búsqueda de antígenos o anticuerpos específicos. Debido a que 

previamente no se había descrito la medición de bcl2 por citometría de flujo en cultivos celulares 

no se han realizado estudios que confirmen que tanto el tejido basal como el cultivo expresen la 

misma cantidad de positividad, además que la cantidad de pacientes que incluimos en nuestro 

estudio no es suficiente para confirmar los resultados obtenidos. (25-28) 

En cuanto a la sobrevida en nuestro estudio los pacientes  que presentaron positividad a bcl2 

mayor a 51%  no tuvieron sobrevida a 12 meses a diferencia de los pacientes que tuvieron valores 

de bcl2 menor a 50 % quienes tuvieron una  sobrevida de 56 % a 20 meses (p: 0.046) , estos 

resultados no se habían reportado previamente pero llama la atención que los pacientes que 

presentaron positividad importante a BCL2 son los pacientes con tumores supratentoriales aunque 

no hubo significancia estadística, pero esto se podría asociar con lo reportado por Gajjar pues los 

pacientes con tumoración de cerebelo tienen mejor pronostico, en nuestro estudio  llama la 

atención que de los 7 pacientes con tumoración supratentorial 4 (57%) fallecieron, mientras que 

de los 9 pacientes que presentaron tumoración en fosa posterior solamente 2 (22%) fallecieron. La 

sobrexpresión de bcl2 podría ser la causa de un peor pronóstico en tumores supratentoriales al 
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ocasionar una replicación celular más lenta y una resistencia a la apoptosis al estabilizar la 

membrana mitocondrial que se traduce en mala respuesta a quimioterapia y a radioterapia lo cual 

también ya ha sido reportada pero en líneas celulares de meduloblastoma. (29-31) 

Se confirmo lo ya conocido sobre los tumores de SNC pues los pacientes menores de 3 años 

presentan una sobrevida menor, sin embargo no tuvo significancia estadística que podría 

explicarse por la poca cantidad de pacientes incluidos en el estudio.  

Llama la atención que los pacientes que tuvieron diagnostico de astrocitoma de bajo grado 

tuvieron la mortalidad mas elevada, junto con los pacientes con T. Rabdoide teratoide. En cuanto 

a los astrocitómas esto  podría explicarse por la localización de los mismos, pues de los pacientes 

con astrocitoma de bajo grado la localización era de predominio supratentorial y en el caso de los 

T. rabdoides teratoides ya es conocida su poca respuesta a quimio y radioterapia. (32) 

Se confirma también que la RT es un factor determinante en la sobrevida con 66 % de sobrevida a 

20 meses para los que si recibieron contra 0 % (p: 0.02).   

Una diferencia en el estudio es la sobrevida de 0% a 12 meses de los pacientes con resección de la 

tumoración de 100% y del 65 % de los pacientes con resección de 90-99% (p: 0.506) pues 

normalmente este es un factor de buen pronostico, en nuestro caso tal vez sea secundario a la 

heterogeneidad de la población estudiada y al tamaño de la muestra.  

CONCLUSIONES: 

El tratamiento personalizado de los pacientes con TSNC es el futuro en la oncología, para que esto 

pueda  ser posible el estudio del comportamiento biológico además del estudio histopatológico es 

parte fundamental en el estudio de los niños con cáncer.  

Es necesario realizar mas estudios para determinar la utilidad de Bcl-2 en tumores 

supratentoriales que histopatológicamente corresponden a tumores de bajo grado pues de 

confirmarse que juegan un papel en la resistencia a la Quimio y Radioterapia el empleo de 

fármacos antiBcl-2 podría ser un factor determinante para mejorar la sobrevida en estos 

pacientes.  
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SOBRE EXPRESION DE Bcl-2 POR CITOMETRIA DE FLUJO EN CULTIVOS 

CELULARES PRIMARIOS Y SU ASOCIACIÓN CON LA RESPUESTA AL 

TRATAMIENTO Y SOBREVIDA EN PACIENTES PEDIATRICOS CON TUMOR 

CEREBRAL.  
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Anexo 1 continuación: 
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Anexo 2: 
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