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RESUMEN:

LA EXPRESION DEL RNAm DEL GEN BAX SE CORRELACIONA CON
RECIDIVA 'Y MENOR SUPERVIVENCIA EN LOS ASTROCITOMAS
PEDIATRICOS

Protocolo HIM/2007/020.

Antecedentes: Los marcadores de expresion génica que categorizan los
tumores de los pacientes con astrocitomas, se han centrado al estudio de los
tumores de adultos. Actualmente no hay estudios concluyentes de alteraciones
moleculares especificas en astrocitomas pediatricos. En el presente trabajo se
describié la expresion del RNAm del gen de Bax en grupos de astrocitoma
pediatricos de bajo grado (Gl) y de alto grado (GIV).

Marco teodrico: Se dispone de informacion limitada sobre los trastornos
moleculares en los astrocitomas malignos infantiles, la sobre-expresién de p53
se considera un factor de mal prondstico. Actualmente se reconoce a la
apoptosis como un proceso fisiolégico de muerte celular, el cual esta regulado
por diversas proteinas. Bax es una proteina de la familia de bcl-2 que
promueve la apoptosis compitiendo contra bcl-2 en el canal mitocondrial
apoptésico (MAC). Algunos estudios han descrito la expresion alterada de las
proteinas bax y bcl-2 en tumores astrociticos y otros tumores gliales en adultos.
Planteamiento del problema: Existen estudios de tumores astrociticos de
adultos en los que se describen alteraciones en la expresion de genes pro-
apoptoésicos como el gen Bax; sin embargo, aun cuando el astrocitoma es el
tumor glial mas frecuente en los nifios, no existen estudios que describan este
gen en la poblacion pediatrica.

Objetivos: Dado que el astrocitoma es el tumor sélido mas frecuente en la
nifiez, y por la falta de informacién del tema en tumores pediatricos, se planted
el objetivo de evaluar la expresion del RNAm del gen Bax en 54 casos con
todos los grados de astrocitomas pediatricos, seleccionados por la cantidad
representativa de tumor incluido en parafina (mayor del 70% de la lesion).
Hipotesis: Existe relacion entre la expresion del RNAm del gen Bax en
tumores astrociticos de alto grado con recidiva tumoral y menor supervivencia
para el paciente.

Materiales y método: Se extrajo el RNA total de cada tumor, y se amplificé por

RT-PCR semi-cuantitativa el gen Bax. Al mismo tiempo se analizé la expresion



del gen en 3 lineas celulares de astrocitoma humano. Se realizaron las
correlaciones entre los niveles de expresion del gen con los datos como grupos
de edad, sexo, grado histoldgico, tiempo de supervivencia, y presencia de
recidivas. En las lineas celulares se evaluaron los niveles de expresion de Bax
con el grado de diferenciacion celular.

Analisis estadistico: Se evaluaron las diferencias de expresion de los niveles
de Bax utilizando la prueba “t” de student; y en los casos de acuerdo al grado,
grupos de edad, sexo, tiempo de supervivencia y presencia de recidiva, por la
prueba de Fisher. Se realizaron curvas de supervivencia de Kaplan-Meier. Se
consideraron significativas las diferencias cuando el valor de p fue menor de
0.05.

Resultados: Veinte y seis tumores fueron positivos a Bax (48%); 20 de ellos
(77%) fueron recidivantes. Los pacientes con estos tumores vivieron la mitad
del tiempo que los negativos a Bax (p=0.05). La supervivencia mostré ser
significativa en la diferencia entre los pacientes positivos y negativos a Bax
(p=0.037). Los nifios cuyos tumores fueron positivos a Bax vivieron la mitad del
tiempo que los nifios con tumores negativos, y en el analisis de supervivencia
fue significativa (p=0.016). Todos los casos con tumores recidivantes G | (4
casos) y G lll (6 casos) fueron positivos a la expresion de Bax. Este marcador
fue el mas asociado (p< 0.05), ya que Bak-1, Bcl-2, Casp-3 y Casp-9 no lo
mostraron. La linea celular D54-MG no expresa marcadores de diferenciaciéon
como la proteina acidica fibrilar-glial (PAFG) y fue la de mayor expresion de
Bax, 1.72; mientras que la linea celular U373-MG expreso la PAFG y fue la que
menos expreso Bax, 0.58.

Conclusiones: La expresion del RNAmM de Bax esta presente en tumores de
pacientes con astrocitomas que tienen menos supervivencia o presentan
enfermedad recidivante. Por su clara diferenciacion en este tipo de
astrocitomas pediatricos, este es un marcador no descrito, para categorizar a
nifos con astrocitomas. Esto podra orientar y mejorar el seguimiento y la
vigilancia de este tipo de pacientes en nuestro hospital. Otros marcadores
pueden inducirse por la aplicacién de modificadores de cromatina, para activar
vias de muerte celular dependientes de Casp-3, Casp-9 y de Bak, de acuerdo a

los resultados obtenidos en lineas celulares.



1. ANTECEDENTES:

Tumores de sistema nervioso central.

1.1 Epidemiologia.

Los tumores primarios del sistema nervioso central son un grupo
heterogéneo de enfermedades que, en conjunto, constituyen la segunda
neoplasia maligna mas frecuente en nifios y adolescentes. Representan el 20%
de todas las neoplasias pediatricas, tienen una incidencia global anual de 28
casos por millon. La incidencia de los tumores del sistema nervioso central es
superior en lactantes y nifios < 7afios (= 36 casos / millon de nifios) comparado

con los niflos mayores y adolescentes (= 21 casos / millon de nifios) (1).

De los mas de 100 tipos histolégicos de tumores primarios de sistema
nervioso central incluidos en la clasificacion de la Organizacion Mundial de la
Salud, 5 de ellos representan el 80% en la poblacion pediatrica: 1. astrocitoma
pilocitico juvenil; 2. meduloblastoma; 3. astrocitoma difuso; 4. ependimoma; y 5.
craneofaringioma (1,2). En nuestro pais, los estudios de series grandes
reportan que los astrocitomas son los tumores de sistema nervioso central mas
frecuentes: 32.4% para el Hospital Infantil de México Federico Gémez, 36%
para el Instituto Nacional de Pediatria; y se eleva en series de casos del
extranjero, como la canadiense que reporta casi el 50% de acuerdo al Hospital
for Sick Children de Toronto (3).

1.2 Cuadro clinico.

La presentacion clinica de los pacientes con tumores cerebrales depende
de la localizacion, el tipo de tumor y la edad del nifio. Los signos y sintomas
pueden estar relacionados con la obstruccion del drenaje del liquido

cefalorraquideo 6 con disfuncién cerebral focal. Cambios sutiles en la



personalidad, la capacidad mental o el lenguaje pueden preceder a los signos y
sintomas clasicos de los tumores cerebrales; esto generalmente ocurre en el
caso de las lesiones supratentoriales (corticales). Asi mismo los tumores
supratentoriales suelen causar convulsiones y alteraciones en los reflejos. Los
tumores de la region supraselar pueden presentarse con deficiencias
neuroendocrinas. En los nifios mas pequefios, se puede retrasar el diagnostico
del tumor cerebral porque sus sintomas se parecen a los de otras
enfermedades, como las digestivas. Los lactantes que todavia tienen abiertas
las fontanelas pueden presentar signos de hipertension intracraneana, como
los vOmitos, la obnubilacion y la irritabilidad, asi como hallazgo tardio la
macrocefalia. Los tumores del tronco del encéfalo pueden causar paralisis de la

mirada, de los pares craneales y deficiencias de motoneurona superior (1, 4).

1.3 Etiologia.

Se desconoce la biologia molecular especifica asociada a la génesis de la
mayoria de los tumores cerebrales infantiles, en general la exposicion craneal a
la radiacion ionizante se asocia a un aumento de la incidencia. Los sindromes
familiares y hereditarios asociados a un aumento de la incidencia de tumores
cerebrales son responsables de aproximadamente el 5% de los casos. Los
principales sindromes asociados a astrocitomas son: neurofibromatosis 1y 2,

Li-Fraumeni, Turcot y esclerosis tuberosa (5, 6).

1.4 Prondstico.

La mortalidad global de los pacientes con tumores de sistema nervioso
central se aproxima al 45%. En los astrocitomas de bajo grado (grado | de la
OMS) cuando la reseccion quirargica es completa la supervivencia es de 80-
100%, y en los astrocitomas de alto grado (grado IV de la OMS), alun con el
tratamiento quirurgico, la radioterapia y quimioterapia, la supervivencia es del
20% a 1 afio de vida (1,7).



Los astrocitomas de bajo grado se caracterizan por tener un curso clinico
indolente, el astrocitoma pilocitico juvenil (grado | de la OMS) es el mas
frecuente en nifios, su localizacion mas clasica es el cerebelo, el hallazgo
neuroradiolégico clasico, aunque no exclusivo, es un nodulo que capta
contraste dentro de la pared de un tumor quistico, el estudio microscépico de
este tumor muestra un aspecto bifasico con haces de un tejido fibrilar compacto
entremezclados con areas esponjosas microquisticas, la presencia de fibras de
Rosenthal, que son masas condensadas de filamentos gliales, localizadas en
las areas compactas, sugieren el diagndstico. El astrocitoma pilocitico juvenil

no muestra ninguna alteracion citogenética especifica (1,5,6,8).

El segundo astrocitoma mas frecuente en nifios es el astrocitoma difuso
(fibrilar), que es grado Il de la OMS, y que caracteristicamente tiene un patrén
de infiltracién difusa de las células tumorales entre el tejido neural normal,
ademas tiene capacidad de progresion anaplasica. Entre las alteraciones
genéticas y moleculares descritas en los astrocitomas difusos destacan las
mutaciones de p53 y la sobre-expresion de la cadena a del factor de
crecimiento derivado de las plaquetas y del receptor a para este factor. Los
astrocitomas difusos pueden evolucionar hacia astrocitomas malignos, cuando
esto sucede se observa acumulacién progresiva de anomalias moleculares
multiples (1,5,6,8).

Los astrocitomas malignos son mucho menos habituales en nifios y
adolescentes que en adultos, dentro de este grupo el mas frecuente es el
astrocitoma anaplasico (grado Il de la OMS), y es menos frecuente el
glioblastoma multiforme (grado IV de la OMS). El estudio histolégico de los
astrocitomas anaplasicos muestra una mayor celularidad que en los
astrocitomas difusos, ademas de atipia celular y nuclear, y un grado variable de
proliferacion microvascular con necrosis. La histologia tipica del glioblastoma
multiforme incluye celularidad densa, indice mitésico elevado, atipia celular y
nuclear, proliferacibn microvascular y necrosis geogréafica. Se dispone de
informacion limitada sobre los trastornos moleculares en los astrocitomas
malignos infantiles, la sobre-expresion de p53 se considera un factor de mal

prondstico, asi mismo se ha considerado que el mecanismo de la oncogénesis



de estos tumores puede ser distinto para nifios pequefios que para jovenes y
adultos. El tratamiento para estos tumores sigue siendo la reseccion quirdrgica
seguida de radioterapia del campo afectado y eventualmente se afade

guimioterapia (1,5,6,8).

Los tumores del tronco encefalico son un grupo heterogéneo de tumores,
gue a nivel histolégico suelen ser gliomas de bajo grado, sin embargo su
pronéstico es sombrio debido a su localizacién, la supervivencia tras el
tratamiento no es mayor de 12 meses. La reseccion quirdrgica de estos
tumores esta limitada a algunos de tipo exofitico, pero la mayoria solo se tratan

con radioterapia (1,4).



2. MARCO TEORICO:

Los mecanismos moleculares que permiten describir la patogénesis de los
astrocitomas se ha estudiado de manera consistente en adultos, describiendo
algunas rutas y vias de transduccion de sefales, en las que participan una
serie de genes (9). Desde el grado | (Gl) hasta el GIV, se sabe cuales genes
pueden ir teniendo ganancia de funcion o pérdida de la misma, abriendo las
opciones del descontrol y desregulacion celular (10). En astrocitomas
pediatricos se sabe que la via de vigilancia del control del ciclo celular, es
principalmente debida a p53 (11).

Como parte del control celular, los mecanismos de muerte participan de
manera activa en el sistema nervioso central, a lo largo del desarrollo desde la
etapa embrionaria hasta la etapa adulta del humano. Un grupo importante son
los miembros de la familia de Bcl-2 (12). El cerebro normal tiene activos estos
mecanismos, y cada una de las células del sistema nervioso central debe tener
regulado este proceso para evitar la muerte innecesaria tanto de la glia como
de las neuronas (13). Sin embargo, existen pocos trabajos que estudien y
describan los eventos moleculares que participan en diferentes tumores del
SNC en nifios, quiza por razones restrictivas en la cantidad y uso de tumores
en nifios. Este es un hecho que no representa un problema en nuestro pais, ya
gue existe la libertad del estudio de muestras biolégicas tumorales pediatricas,
regidas por supuesto por los Comités de FEtica de las instituciones de

investigacion.



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Existen estudios de tumores astrociticos de adultos en los que se describen
alteraciones en la expresién de genes pro-apoptdésicos como el gen Bax; sin
embargo, aun cuando el astrocitoma es el tumor glial mas frecuente en los
nifos, no existen estudios en la poblacion pediatrica de la expresion de este
gen en los tumores astrociticos.



4. JUSTIFICACION:

El estudiar el perfil de expresibn del gen Bax en tumores astrociticos
pediatricos nos permite analizar su importancia como un marcador molecular
con utilidad prondstica en la progresion o recidiva del tumor, asi como el tiempo

de supervivencia de los pacientes.



5. OBJETIVOS:

5.1 OBJETIVO GENERAL:

e Analizar la expresion del gen Bax en células de astrocitomas pediatricos.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Evaluar las diferencias de la expresion del gen Bax en tumores

astrociticos de grados histologicos distintos.

e Analizar la relacion entre la expresion del gen Bax con la supervivencia

de pacientes con tumores astrociticos.



6. HIPOTESIS:
“Existe relacién entre la expresion del RNAm del gen Bax en tumores

astrociticos de alto grado con recidiva tumoral y menor supervivencia para el

paciente”.
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7. MATERIAL Y METODO:

7.1 Tipo de estudio:

Estudio retrospectivo, longitudinal, descriptivo.

7.2 Poblacién de estudio:
Las muestras de tejido de tumores astrociticos recibidas en el servicio de
Patologia del Hospital Infantii de México, en un periodo de 10 afios que

cumplan con los criterios de inclusién.

7.3 Tamano de la muestra:

54 tumores astrociticos incluidos en parafina.

7.4 Criterios de inclusion:
e Tejido incluido en parafina de tumores astrociticos grados LILIII y IV de
la OMS.

e Muestra de tejido que contenga el 70% de lesion tumoral.

7.5 Criterios de exclusion:

e Tejido con material genético degradado.

7.6 Criterios de eliminacion:

¢ Que no exista tejido suficiente.

7.7 Limitaciones del estudio:

e De todos los tumores de SNC solo se estudiaron los astrocitomas.

11



8. DESCRIPCION DE LAS VARIABLES:

8.1 Variables independientes:
Edad.

Sexo.

Grado histolégico del tumor.

Tipo de tratamiento.

8.2 Variable dependiente:

Supervivencia.

8.3 Definicion operacional de variables:

Edad: Manifestada en afios. Cuantitativa continua.

Sexo: Masculino o femenino. Determinado segun fenotipo.

Grado histolégico del tumor: Grados LILIII o IV de la actual clasificacién
internacional de tumores de sistema nervioso central de la Organizacién
Mundial de la Salud, determinado por la conducta bioldgica del tumor y sus
caracteristicas morfoldgicas celulares.

Tipo de tratamiento: La cirugia corresponde al tratamiento base en los tumores
astrociticos, la cual se prefiere sea de tipo excisional. El tratamiento adyuvante
como la quimioterapia y la radioterapia se aplica a ciertos tumores poco

resecables debido a su localizacién anatdémica.

Supervivencia: Determinada por la biologia individual del paciente, del grado y

extensiéon de tumor, asi como el tipo de tratamiento.

12



9. METODOLOGIA:

Lineas celulares y muestras tumorales de astrocitomas pediatricos.

Se utilizaron las lineas celulares de astrocitoma U373-MG, D54-MG y T98G
aisladas de astrocitomas de adultos. Las células crecieron en medio de cultivo
DMEM-F12 con 10% de suero fetal bovino y suplementado con penicilina-G,
estreptomicina, aminoacidos no esenciales y piruvato de sodio (todos a 1X); a

37° C hasta llegar a 90% de confluencia.

Las muestras tumorales se obtuvieron de resecciones quirargicas de pacientes
con diagnastico histo-patolégico de glioma en el Departamento de Patologia del
Hospital Infantil de México Federico Gomez. De las muestras incluidas en
parafina, se realizaron cortes histolégicos y se verificaron los casos para
clasificarlos en los diferentes astrocitomas de acuerdo a los criterios de la
Organizacion Mundial de la Salud en: Grado | (Gl), astrocitomas pilociticos;
Grado Il (GlI), astrocitomas fibrosos; Grado Il (Glll), astrocitomas anaplasicos;
y Grado IV (IV), glioblastomas multiformes. Solo se seleccionaron los casos
gue tuvieron el 70% de lesién tumoral. Asi quedaron conformados 15 casos de
Gl, 12 casos de Gll, 12 casos de Glll y 15 casos de GIV. Todos los datos

clinicos se obtuvieron de los expedientes clinicos.

Aislamiento y purificacion de RNAm de cortes incluidos en parafina 'y en

lineas celulares, y sintesis de cDNA.

El RNA total se extrajo de las lineas celulares utilizando el reactivo de
Trizol y se siguieron los pasos contenidos en el instructivo. Los RNAs se
resuspendieron en agua libre de RNasas y se congelaron hasta su uso. Se
realiz la sintesis del cDNA utilizando 1 pg del RNA total, y el oligo-dT como
iniciador, con el “kiT de “Reverse Transciption System” de PROMEGA bajo las

condiciones del fabricante.

En las muestras tumorales se extrajo el RNA total usando el “kit” de
“Recoverall total Nucleic Acid Isolation” para cortes incluidos en parafina, de
AMBION Yy siguiendo los pasos del fabricante. Los RNAs se resuspendieron en

agua libre de RNasas y se congelaron.
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RT-PCR de astrocitomas pediétricos y lineas celulares.

En las lineas celulares se realizé la PCR del gen de Bax utilizando los
siguientes iniciadores: Bax-F: 5-AAGCTGAGCGAGTGTCTC A-3"; Bax-R: 5’-
TCATCTGGT AAGTCGTGCT-3". Se normalizaron las concentraciones del
fragmento amplificado utilizando la expresién del gen de la gliceraldehido
fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Las secuencias de los iniciadores fueron las
siguientes: GAPDH-F: 5-TCCCATCACCATCTTCCAG-3° y GAPDH-R: 5'-
ATGAGTCCTTCCACGATACC-3". Esto se realizd utlizando el sistema de
FERMENTAS de Taq polimerasa.

En el caso de los tumores, tanto el cDNA como la PCR se realizo
utilizando el “kit” de “TITAN” de ROCHE. Se emplearon los mismos iniciadores
para verificar la expresion del gen de Bax. Se utiliz6 como gen constitutivo el de
B-actina y los oligonucledtidos fueron: B-act-F: 5-ATC GCC GCG CTC GTC
GT-3"; y B-act-R: 5'-GGC ATC GTC GCC CGC G-3'.

Previamente se realizaron analisis de productos finales a 20, 25, 30, 35y
40 ciclos de amplificacion y se decidio realizar el analisis final a 30 ciclos

(condicidn no saturable).

Tincion citoquimica de la proteinas acidica fibrilar glial en lineas

celulares.

Se sigui6 la técnica del Rio-Hortega. Las células crecidas a un 80% se
fijaron en formaldehido al 10% en PBS neutro, durante toda la noche a 4° C.
Posteriormente se impregnaron con plata amoniacal 5 min, y se contrastaron

con una solucién de formalina al 1%.

Anélisis densitométrico.

La intensidad de cada banda amplificada tanto en las lineas celulares
como en los tumores se midio utilizando el software ImageJ. La cantidad de
expresion de Bax, medida en unidades densitométricas de cada caso, se utilizd
para sacar la relacidbn de expresion entre la obtenida del gen constitutivo:

GAPDH para las lineas celulares y B-actina para las muestras tumorales.

14



10. ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé la prueba de Fisher para evaluar la diferencia en el nimero de casos
positivos/negativos a Bax, en los casos globales, y en los grupos de sexo,
edad, grado tumoral; y en presencia de recidiva. Las diferencias entre los
grupos de casos que expresaron Bax y el tiempo de supervivencia se
evaluaron empleando la prueba de “U” y se trabajo sélo en los casos en los que
se conocid el tiempo. Finalmente se realizaron curvas de supervivencia de
Kaplan-Meier y andlisis logistico. Se consideraron significativas las diferencias
cuando el valor de p fue menor de 0.05. Se utiliz6 el programa Sigma Plot

(Jandel Scientific) para realizar el analisis logistico.
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11. RESULTADOS:
11.1 Expresion del gen Bax en astrocitomas pediéatricos.
Después de evaluar la expresion de los genes relacionados a apoptosis

en las lineas celulares de astrocitomas pediatricos, los resultados mostraron

gue el gen Bax fue el Unico que se expreso (Figura 1).

MW  GAPDH Bcl-2 Bax Bak-1 Casp-3 Casp-9

Figura 1. RT-PCR de los genes Bcl-2, Bax, Bak-1, Casp-3 y Casp-9 en lineas
celulares de astrocitoma humano. Los nUmeros indican los niveles de

expresion. PM indica las bandas de peso molecular de 200 y 300 nucleotidos.
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En base a los resultados anteriores, se decidié evaluar la expresion de

los genes de Bcl-2, Bax, Bak-1, Casp-3 y Casp-9 en astrocitomas de Gl y GIV

por ser grupos contrastantes. Poniendo especial atencion al gen Bax. Los

resultados revelaron que la expresion de Bax guardd una relacion estrecha a

los casos con recidivas principalmente en los astrocitomas Gl como se muestra

en el tabla 1. Incluso fue méas selectivo en su expresion que el resto de los

genes. Por esta razén se decidié ampliar el analisis de su expresion en todos

los grupos de astrocitomas pediatricos: Gl, GllI, Glll y GIV.

Tabla 1. Expresion de RNAm de genes relacionados a apoptosis en casos con

grado | y grado IV de astrocitomas pediatricos. Se indica nUmero de casos/del

total.

MARCADOR
MOLECULAR

Bcl2
Bax
Bak-1
Casp-3
Casp-9

GRADO |

# CASOS RECIDIVAS

15/15
4/15
15/15
15/15
15/15

4/15
4/15
4/15
4/15
4/15

GRADO IV

# CASOS
11/15
5/15
15/15
15/15
10/15

RECIDIVAS
12/12
5/12
12/12
12/12
11/12
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Se procedid a cuantificar los niveles de expresion del gen Bax en los
cuatro grupos de astrocitomas pediatricos. Se realizaron correlaciones entre
sus niveles de expresion, con los datos como sexo, la edad de los pacientes
qgue fueron < a 5 afios y > de 5 afos, el grado tumoral y tiempo de
supervivencia (tabla 2). Se realizaron las pruebas estadisticas entre cada uno

de los grupos y ninguna fue significativa.

Tabla 2. Niveles de expresion del gen Bax, nimero de casos y porcentaje que
lo expresan, de acuerdo al sexo, grupos de edad, grado del astrocitoma y

supervivencia de los pacientes.

VARIABLE Niveles de Bax n PORCENTAJE
SEXO (densitometria) %
Masculino 0.226 21 39
Femenino 0.160 33 61
GRUPOS DE EDAD
<5 0.254 17 314
>5 0.166 37 68.6
GRADO DE ASTROCITOMA

Gl 0.170 15 27.8

Gl 0.220 12 22.2

Gl 0.300 12 22.2

GIV 0.100 15 27.8

SUPERVIVENCIA PACIENTES

Vivos 0.148 14 26
Decesos 0.241 20 37
Desconocido 20 37

Sin embargo es importante destacar que los nifios, y aquellos menores
de 5 afios tienen mayores niveles de Bax; y la tendencia es a incrementarse
conforme aumenta el grado tumoral de Gl a GIlll. De la misma manera los

pacientes que ya fallecieron presentaron mayores niveles de Bax.
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11.2 Supervivencia de acuerdo a la expresion del gen Bax.

En seguida, se procedié a realizar y analizar las correlaciones entre los

casos positivos 0 negativos al gen Bax en los 44 casos en los que se conocio el

tiempo de supervivencia, asi como en los grupos de sexo, edad y grado de

astrocitoma.

Tabla 3. Tiempo de supervivencia de acuerdo al estado de expresion del gen

Bax, en los casos de acuerdo al sexo, grupos de edad y grado del astrocitoma.

* Conocido en 44 casos. ** significativas, p < 0.05 por prueba de “U”.

*EXPRESION GLOBAL
Positivo
Negativo

MASCULINO
Positivo
Negativo
FEMENINO
Positivo
Negativo
GRUPOS DE EDAD
<5
Positivo
Negativo
>5
Positivo
Negativo
GRADO DE ASTROCITOMA
Gl
Positivo
Negativo
Gll
Positivo
Negativo
Glll
Positivo
Negativo
GIV
Positivo

Negativo

22
22

10

12
16

13
13

TIEMPO
(meses)

31.0
59.5

32.6
105.6

27.3

48.0

40

78

23.3

54.5

72

89

10
39.5

10.5
24

26.4
43

**p=0.05

*p = 0.025

*p = 0.001

p=0.10

p=0.15

p>0.10

#*p=0.01

**p=0.05

p>0.10

19



La tabla 3 muestra que los nifios con tumores negativos a Bax vivieron
1.9 veces mas que los pacientes con tumores positivos. Estas diferencias
fueron significativas (p< 0.05). Una tendencia similar fue encontrada en relacion
a los nifios y nifias que vivieron 3.28 y 1.7 mas, respectivamente, cuando sus
tumores fueron negativos a Bax. Los nifios con tumores GIl Y GlIl negativos a
Bax también vivieron mas tiempo: 3.9 y 2.2 veces que los pacientes con
tumores positivos. Todas estas diferencias fueron significativas (p > 0.05).
Estos resultados ratifican los primeros hallazgos realizados al analizar la
expresion de todos los marcadores seleccionados (Tabla 1), que destacé de
manera importante la preferencia de revelar la expresiéon de Bax, en los
tumores con recidivas. Este hecho es realmente categorico ya que Bax no es
un marcador por los niveles de expresion como sucede con otros marcadores
descritos en tumores de adultos, sino su presencia 0 ausencia se relaciona
directamente con los tumores que presentan recidivas o con los pacientes con

menor supervivencia.

Con base a los hallazgos anteriores, se analizaron los resultados por
regresion logistica y se elaboraron las curvas de supervivencia de Kaplan-
Meier (Tabla 3). Los resultados de la figura 2 corroboraron sélo que las
diferencias en el tiempo de supervivencia de los pacientes que tienen tumores
positivos a Bax (Figura 2A), asi como en el grupo de los nifios (Figura 2B)
fueron significativas: viven menos tiempo los pacientes con tumores positivos a
Bax (Figura 2A). Sin embargo son claras las tendencias a menor sobrevida en

los casos con presencia de Bax.
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Figura 2. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier de acuerdo al estado de
Bax (A) en el tumor de los pacientes con astrocitomas y su separacion por
grupos de sexo (B'y C) y de edad (D y E). Se indican los valores de la p

obtenidos en cada andlisis.
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Se evaluaron los casos que presentaron recidivas en base al estado de
expresion del gen Bax. La tabla 4 muestra claramente que todos los casos que
presentaron recidivas tanto en Gl como en GlII fueron positivos a Bax. Estas
diferencias fueron significativas, por lo que la expresion de Bax puede
identificar a los tumores que regresan y generan enfermedad astrocitica,

posterior al tratamiento.

Bax Bax
GRADO POSITIVO/RECIDIVA NEGATIVO/RECIDIVA
I 4 0 *n = 0.029
Il 6 4 p =0.227
M 5 0 *p =0.0158
v c . p =0.265

Tabla 4. NUumero de casos positivos a Bax y presencia de recidiva tumoral. *

significativas, p < 0.05 por prueba de Fisher.

Todos los casos analizados se seleccionaron con base a la integridad
del RNAm extraido de los bloques de parafina. El indicador principal fue la
expresion del gen de B-actina. Como se puede apreciar en la figura 3 el RT-
PCR de las muestras, confirman que los 4 grupos de astrocitomas tuvieron una
calidad de RNAm capaz de revelar de manera selectiva y especifica la

expresion del gen Bax.
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Finalmente, se evalu6 si los niveles de expresién de Bax previamente
encontrado en las lineas celulares, correspondia con alguna caracteristica de
las lineas celulares, entre ellas el grado de diferenciacion que se sabe, este
tiende a perderse en aquellos tumores de mayor grado de malignidad. Los
resultados ilustrados en la Figura 4 corroboraron que la linea celular D54-MG
gue fue aislada de un astrocitoma GIV no expresa un marcador caracteristico
de astrocitos: la proteina acidica fibrilar glial (PAFG). Esta linea celular expreso
los niveles méas elevados del gen de Bax. En contraste, la linea celular U373-
MG expresa la PAFG y tiene niveles bajos de Bax. A pesar de que esta linea y
la T98G fueron asiladas de astrocitomas Glll, mantienen parte de la identidad
original al expresar la PAFG y presentar niveles menores de Bax en

comparacion con la linea D54-MG.
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Figura 3. RT-PCR de los genes de B-actina (izquierda) y Bax (derecha) en
astrocitomas pediatricos, y su distribucion de acuerdo al grado histolégico.
Grado I. Los carriles 3 y 4 pertenecen a pacientes con enfermedad recidivante
qgue fallecieron. Grado Il, Los carriles 1, 2 y 4 pertenecen a pacientes con
recidivas tumorales; los pacientes de los carriles 2 y 4 fallecieron. Grado lIl.
Los carriles 1 y 3 representan a pacientes que tuvieron tumor recidivante; no se
conoce el estado actual. El paciente del carril 2 fallecio; y el del carril 4 esta en
seguimiento a pesar de la recidiva tumoral. Grade IV. Cada carril representa un
paciente; solo el del carril 3 fue positivo a Bax y fallecié. Productos de PCR

tefiidos con bromuro de etidio en geles de agarosa al 2%.
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Figura 4. Tincion citoquimica de la proteina acidica fibrilar glial (PAFG) y
expresion del RNAm de Bax en lineas celulares de astrocitoma. La linea celular
D54-MG es negativa a la tincion de PAFG; la tincién se incrementa de 70% a
100% en las lineas celulares T98G y U373-MG, respectivamente. Los niveles
de expresion de Bax se indican abajo. El marcador de peso molecular se indica
a la izquierda. Productos de PCR tefiidos con plata en geles de poliacrilamida.

Fotos tomadas en campo claro. 20X.
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12. DISCUSION:

El andlisis inicial mostr6 que las 3 lineas celulares estudiadas
expresaron el gen Bax. El andlisis preliminar en los tumores Gl y GIV ademas
revelaron la casi selectividad sélo en los tumores recidivantes de los casos con
Gl, que son los pacientes con mejor pronostico. Si bien es cierto que la
expresion de Bax en estos tumores estudiados tuvo la sensibilidad del 77%;
realmente es un porcentaje alto y comparable al de otros marcadores como la
expresion del RNAmM de survivina en astrocitomas de adultos (15), con el 79%
de expresion; y como es de esperar puede variar a valores tan bajos como la
expresion de CDC25B con un 49% (16). Esta es la contribucion de este trabajo,
ya que describe la expresion de un marcador genético que tiene un valor en la
prediccién de la respuesta biolégica en astrocitomas pediatricos. La progresion
de los tumores, de bajo (GlI) a alto grado (GlIl y GIV), esta acoplado a una
serie de alteraciones moleculares (11). Los tumores recidivantes también se
explican como entidades tumorales con alteraciones moleculares (12). Por eso,
es importante identificar marcadores tempranos de este evento bioldgico, para
establecer lineamentos y protocolos de seguimiento mas estrechos o dirigir
blancos moleculares en astrocitomas. En relacién a tiempo de supervivencia, la
diversidad y variedad de marcadores biolégicos analizados en astrocitomas de
adultos, es tan amplia que no existe una clase de ellos por funcién biolégica en
la célula. Asi hay marcadores como la expresion de EGFR, p53, MDM2, CDKa®,
p21, PTEN y CDK4 que define a los pacientes con menor supervivencia (18).
No importa la magnitud en la expresion de estos marcadores, todos ellos
siempre separan a los pacientes en los 2 grupos y aquellos que los expresan,
viven la mitad del tiempo de los que no lo expresan. Este es un resultado
importante que se observé en el presente estudio y que confirma que los
astrocitomas, sean de adultos o de nifios, siempre es importante buscar y

determinar marcadores que estén relacionados con menor supervivencia.

La pregunta importante es: ¢ Cual es el significado biolégico de la expresion
elevada del RNAm de Bax en los tumores recidivantes de los astrocitomas
pediatricos? No tiene una respuesta sencilla y directa. Bax es uno de los
miembros que tiene funciones pro-apoptéticas de la familia de Bcl-2 (12). En

oligodendrogliomas, la baja expresion de Bax se asocié a un periodo corto de
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tiempo para la aparicion de recidivas en pacientes adultos (19). Se sabe que la
regulacion apoptotica como en cualquier otro tumor, es critica y determinante
en la tumorigénesis, progresion tumoral y respuesta a tratamiento en tumores
intracraneanos de adultos (13). Este es el primer estudio que reporta la utilidad
de un marcador pro-apoptotico en astrocitomas pediatricos. Sin embargo, la
mayoria de ellos revelan la tendencia a un pronostico desfavorable cuando la
expresion de bax disminuye en tumores intracraneanos (13). ¢Porqué la
expresion elevada de Bax se asocia a mal pronéstico? Es dificil explicarlo.
Mazurek y colaboradores (20) describen la importancia de medir la relacién de
expresion de los RNAm de Bcl-2/Bax. Cuando ésta es baja, bax (proteina)
forma heterodimeros con bcl-2 en menor proporcién, y mas homodimeros con
bax. Esto se relaciona con la induccién de muerte celular y prevencién de
crecimiento tumoral. De hecho, una relacion baja Bcl-2/Bax se define como un
factor prondstico favorable de respuesta a quimio- o radio-terapia en
astrocitoma fibrilar de adultos (21). En este sentido, el significado de la relacion
Bcl-2/Bax alta, es decir, mayor de 1, esta relacionada con mal prondstico en
nuestros casos. Sucedio en 2 de los 4 pacientes de Gl de nuestro estudio que
fallecieron: tuvieron una relacion del RNAm de Bcl-2/Bax de 4.15 y 1.9,
respectivamente. En los 4 Gnicos pacientes de GIV que fueron positivos a Bax,
las relaciones de Bcl-2/Bax fueron 2.37, 6.18, 3.35 and 7.68 y estos pacientes
ya fallecieron (resultados no publicados). Con base a estos hallazgos, es
posible que las moléculas de bax estén en una dinamica de “titulacion” frente a
las moléculas de bcl-2, de tal suerte que cuando ésta relacion es elevada, se
incrementa la formacion de heterodimeros bcl-2/bax e inicia la resistencia a la

muerte de las células tumorales y se presenta la recidiva tumoral.

Actualmente, se esta evaluando la expresion de bax (proteina) en cortes
histolégicos con el objeto de confirmar lo encontrado en la expresion del
RNAm. También, se estan determinando los niveles de expresiéon de Bcl-2 para
calcular la relacion Bcl-2/Bax en una serie mas grande de casos de

astrocitomas pediatricos.
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13. CONCLUSIONES:

Se puede concluir que la expresion del RNAmM del gene Bax es un
marcador de mal prondstico en pacientes con astrocitoma, pues los pacientes
gue lo expresan viven menos tiempo; ademas que se encuentra asociado a

casos con tumores recidivantes.
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