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RESUMEN ESTRUCTURADO

Gascon-Lastiri G, Lépez-Aguilar JE, Rivera-Marquez H, Sepulveda-Vildosola AC, Salamanca-
Gomez F, Barrientos-Salcedo C, Félix |. “ALTERACION DE LA APOPTOSIS EN UN GRUPO
DE PACIENTES PEDIATRICOS CON ASTROCITOMA” HPCMNSXXI IMSS 2010.
Introduccioén: Los tumores cerebrales son el tumor sélido mas frecuente en pediatria, y su

prondstico depende de multiples factores, como son la estirpe histoldgica, la localizacion, la
edad de presentacion, el grado de reseccion quirdrgica, y mas recientemente, con el
advenimiento de la biologia molecular, se han encontrado factores pronésticos genéticos como
la expresion del gen p53 y/o MIB-1 LI, el gen PCEF, delecién 22q, pérdidas en los cromosomas
6,9 y 13, ganancias en el cromosoma 1 y 7, entre otros. La apoptosis, que es la muerte celular
programada, por lo general se encuentra subexpresada en los tumores malignos, permitiendo
la replicacion sin medida de la célula tumoral.

Objetivo: Determinar si existe relacion entre la expresién de la apoptosis y la respuesta a
tratamiento y sobrevida en nifios con astrocitoma.

Material y métodos: Cohorte ambilectiva. De las muestras del banco de tumores del sistema
nervioso central se identificaron a todos los astrocitomas, se obtuvieron los nombres y nimeros
de afiliacion y se busco tanto el expediente clinico como el radiolégico, se extrajo el RNA y se
hicieron microarreglos de expresién, posteriormente estos se analizaron mediante programas
bioinformaticos para obtener los genes relacionados a las rutas de apoptosis.

Analisis estadistico: De acuerdo a la escala de medicién de las variables se realizé
estadistica descriptiva con medidas de tendencia central y de dispersién. Para las variables
cualitativas se utilizaron frecuencias simples y porcentajes; para las variables cuantitativas
media o mediana, de acuerdo con la distribucion de las variables.

Resultados: se estudiaron 10 pacientes con una relacion hombre:mujer de 1.5:1 y una
mediana de edad de 6.5 afios, por histologia 7 fueron astrocitomas de bajo grado, 2
glioblastomas multiformes y 1 astrocitoma anaplasico. En cuanto a la localizacién 4 fueron
supratentoriales, 2 cerebelares y 4 de tallo. Al momento actual 6 pacientes han fallecido, todos
los pacientes mostraron alteracién en los genes de la apoptosis y no se encontré ninguna
alteracién constante en los genes relacionados a la apoptosis en los diferentes pacientes.
Conclusiones: La alteracion en las vias de la apoptosis, ya sea extrinseca o intrinseca, va a
favorecer la aparicion de diferentes tipos de tumores ademas de contribuir a su resistencia a
las terapias convencionales utilizadas hasta la fecha. Es de suma importancia continuar
determinando todos los genes involucrados y sus interacciones entre ellos mismos y en las
distintas vias metabdlicas para poder desarrollar tratamientos dirigidos que incrementen la

sobrevida en estos pacientes.
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ANTECEDENTES

El cancer en la infancia representa entre 0.5 y 5.7% del total de las neoplasias
reportadas. Los tumores cerebrales representan el tumor sélido mas frecuente
en la edad pediatrica, precedidos por las leucemias y linfomas'. A nivel
mundial la incidencia se encuentra entre 10 y 18 casos por millon por afio y
son mas frecuentes en el sexo masculino, la raza blanca y en menores de 5
afios®>. En la década de los 90s, se llevo a cabo un estudio retrospectivo para
determinar la incidencia de neoplasias malignas en nifios de la ciudad de
México atendidos en hospitales de Seguridad Social, de un total de 667 casos,
199 correspondieron a residentes de la ciudad de México, la mayor prevalencia
de neoplasias correspondi6 a leucemias (39.2%), linfomas (17.6%) y tumores
del sistema nervioso central (12.6%)°.; se encontré una incidencia general de
94.3 casos por millon por afio siendo mas frecuente en menores de 5 afios y en
el sexo masculino tal y como se reporta en la poblacion mundial, ocupando las
leucemias el primer lugar con una incidencia de 36.4, en segundo lugar los
linfomas con una incidencia de 15.2 y los tumores del SNC con una incidencia
de 123. En el 2004* se llevo a cabo una encuesta descriptiva entre distintos
hospitales del Distrito Federal con los objetivos de describir la edad de
aparicion de los diferentes tumores malignos en la infancia y describir la
distribucion de los tumores por cada grupo de edad pediatrica. Los tumores del
SNC se observaron entre los 4 y 5 afios para ambos sexos. Dentro de +estos,
los mas frecuentes fueron los astrocitomas (33.9%); el mayor numero se
presento entre los 4 y 6 afios. En segundo lugar se encontro el
meduloblastoma (26.3%), con el mayor numero de casos entre los 2 y 4 afios.
En tercer lugar se presentd el glioblastoma, representando el 16.4% de los
casos; la mayor frecuencia se observo entre los 4 y 5 anos para el sexo
femenino y entre los 4 y 6 afios para el sexo masculino, la incidencia fue de 17
casos por millén por afo y la frecuencia de presentacion de los tumores
cerebrales es del 12%°.

La clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud modificada para
pediatria se basa en conceptos histopatoldgicos y morfolégicos considerados
por Bailey®:

1.- Tumores (liales: astrocitomas, oligodendrogliomas, ependimomas,

carcinoma de plexos coroides, gliomas mixto.



2.- Tumores neuronales: gangliomas, gangliocitomas, gangliogliomas
anaplasicos.
3.-Tumores neuroectodérmicos primitivos: meduloblastomas,

meduloepiteliomas.

4.- Tumores de célula de la pineal: pineocitoma, pinealoblastoma

Los mas frecuentes son los derivados de la glia hasta en un 60%, y de estos
los astrocitomas son los mas frecuentes. En segundo lugar se presentan los
meduloblastomas y posteriormente los ependimomas’.

La expectativa de vida de acuerdo a la SEER (Surveillance, Epidemiology, End
Result) a los 5 afios es de 56%, siendo los de mejor prondstico los
astrocitomas de bajo grado, en fosa posterior y de peor prondstico aquellos con
glioma del tallo y astrocitomas de alto grado® (80% y 56% de sobrevida a 5
afos respectivamente).

No existen signos o sintomas patognomonicos de los tumores cerebrales, sino
que estos de manera inicial van en relacion al incremento de la presidn
intracraneal por masa ocupante, o bien a la obstruccion en la circulacion del
liquido cefalorraquideo; son frecuentes la cefalea de predominio matutino,
vomitos en proyectil, que puede ser ciclico u ocurrir diario por las mafanas’; en
los lactantes se presenta aumento del perimetro cefalico™. La presencia de
pérdida de balance en la funcién del tronco cerebral, como alteraciones en la
coordinaciéon de las extremidades superiores y afeccion a pares craneales,
sugiere fuertemente tumoracién infratentorial. La afeccion a pares craneales
sobretodo VI, VII, IX sugieren la posibilidad de una tumoracion del tallo
cerebral'’.

El diagndstico se confirma mediante la imagen de resonancia magnética (IRM)
de craneo (mas sensible y especifico que la tomografia axial computarizada),
que provee una definicion anatdomica exquisita diferenciando perfectamente el
tejido sano del enfermo’.

El diagndstico histopatologico se obtiene por estudio de microscopia de luz e
inmunohistoquimica del espécimen obtenido por biopsia o por reseccion total o
subtotal. En las tumoraciones localizadas en tallo cerebral donde el acceso
quirargico es dificil, la biopsia se obtiene por estereotaxia®.

El tratamiento es multidisciplinario, inicialmente con neurocirugia cuyos

objetivos son: establecer el diagndstico histopatologico, reducir el efecto de



masa de la tumoracion que ocasiona obstruccion, mejorar la circulacion del
liquido cefalorraquideo y potencialmente buscar la cura del paciente mediante
reseccion completa o cuando esto no sea posible logrando cito reduccion
quirUrgicaM. La quimioterapia neoadyuvante, basada en que la barrera
hematoencefalica es disfuncional en el area adyacente al tumor y permite el
paso de la QT al tejido tumoral™ ha demostrado también grandes
beneficios'™.La radioterapia pretende lograr una muerte selectiva de las células
tumorales, impidiendo la supervivencia de la clona celular y eliminado el
potencial de esta a seguir creciendo y de enviar metastasis'®. Asi mismo, es

fundamental la participacién de pediatria general, el médico de rehabilitacién y

el endocrinélogo ya que frecuentemente estos pacientes pueden presentar

alguin sindrome neuroendocrino’” 8.

Los factores prondsticos de estos tumores pueden dividirse en:

1. Factores clinicos: la edad'® (menores de 3 afios tienen mal prondstico
debido a que no es posible utilizar la radioterapia como parte del
manejo), la localizacion del tumor, el porcentaje de reseccion quirurgica,
la quimioterapia utilizada y el estado funcional de Karnofsky.

2. Histologia (mal prondstico para astrocitoma anaplasico y glioblastoma
multiforme)®

3. Factores moleculares®"#23,

a) Los oncogenes que estan implicados en dos procesos celulares
basicos que son la transduccion de la sefial mitogénica (factores
de crecimiento y proteinas de transmision de senales) y la
transcripcion génica (proteinas reguladoras de la transcripcion del
ADN) y en los gliomas juegan un papel fundamental en el proceso
de carcinogénesis, como son el gen PAX 5, las quinasas
dependientes de ciclinas 4 (CDK4), y el gen MDM2 (Murine
Double Minute).

b) Los factores de crecimiento (FC) celulares, son proteinas que en
condiciones fisiolégicas regulan el crecimiento y la diferenciacion
celular. La actividad de los factores de crecimiento puede estar
aumentada basicamente a través de dos mecanismos: por un
incremento del numero de copias del gen que los codifica

(amplificacién génica), o bien por un aumento en la produccion de



c) Genes supresores tumorales

proteina por el gen (sobreexpresion). La sobreexpresion de los
factores de crecimiento en los tumores malignos se asocia por lo
general a una mayor agresividad biolégica. La sobreexpresion o
amplificacion génica del gen c-erb-B2 que codifica al EGFR
(receptor del factor de crecimiento epidérmico) se presenta en el
1% de los astrocitomas de bajo grado, 10% de los astrocitomas
anaplasicos y 40% de los glioblastomas multiformes y se
relaciona con un mal prondstico. Otros factores de crecimiento
identificados son el PDGF (factor de crecimiento de plaquetas) vy
su receptor PDGFR que se han identificado en todos los tipos de
astrocitomas, mas no en tejido cerebral sano, se asocia a
delecion 17p (lugar del locus del gen p53). La sobreexpresion del
gen PCAF (que codifica al factor asociado CBP, una histona
acetiltransferasa)24 podria representar un nuevo marcador
molecular para tumores malignos del sistema nervioso central.

182526 que cuando se encuentran
afectados, son marcadores de peor prondstico. La pérdida de la
funciébn de la proteina p53 es la alteracion genética mas
frecuentemente identificada en tumores sélidos. La region
cromosomica que codifica esta proteina, la 17p13, se encuentra
alterada en un 30% de los astrocitomas de cualquier grado de
malignidad. El gen del retinoblastoma (Rb) se localiza en el
cromosoma 13 (13q14) y codifica la proteina pRb1 que regula la
transicion de G0/G1 a S durante el ciclo celular, su inactivacion
por delecién o mutacion ocurre en el 20% de los astrocitomas
anaplasicos y en el 35% de los glioblastomas multiformes y se
correlaciona inversamente con las mutaciones del gen p16. El
gen p16 se localiza en el brazo corto del cromosoma 9 (9p21) y
codifica la proteina p16 que ejerce una regulacion negativa sobre
el ciclo celular al inhibir la accion de las quinasas dependientes de
ciclinas CDK4 y CDKG6 facilitando la accion reguladora de la pRb1.
La delecidn 9p21 se puede identificar hasta en un 80% de los
glioblastomas multiformes. El gen PTEN/MMAC1 se localiza en el

cromosoma 10 (10923.3) y la pérdida de heterocigosidad (LOH)



del cromosoma 10 es la alteracion mas frecuente de los
glioblastomas. La expresion del gen p53 y/o MIB-1 LI >5%
después de reseccion parcial o MIB-1 L1 >15% después de
reseccion completa también han sido descritos como indicadores
de agresividad del tumor y pobre prondstico de la enfermedad ’.
Otros hallazgos en tumores intracraneanos son: aberraciones en el cromosoma
22, de las cuales, la delecidn 22q es la mas frecuente®?°; ganancias en el
cromosoma 1q, asociados con un comportamiento mas agresivo, pérdidas en
los cromosomas 6 (asociada al desarrollo y/o progresién de los ependimomas
en nifios®®), 9 y 13. Otros hallazgos son pérdidas en los cromosomas 4,10, 11,
16, 17, 19y 20°".
Es importante subrayar que tanto la localizacién de los tumores gliales como
sus alteraciones moleculares son diferentes tanto en nifios como adultos, lo
que sugiere rutas genéticas distintas en ambos tipos de tumores, por ejemplo,
los glioblastomas multiformes (grado IV de la OMS) son mas frecuentes en los
adultos con una localizacidn supratentorial predominantemente vs los
astrocitomas de bajo grado que se presentan mas frecuentemente en nifios y
de predominio infratentorial. Ademas se presenta mas frecuentemente
amplificacion/sobreexpresion de EGFR y mutacion PTEN en adultos y en nifos
se observan mas frecuentemente mutaciones del p53, asi como LOH de los

cromosomas 10q, 19q y 22q32

Los estudios publicados de factores prondsticos en pacientes con gliomas se
basan en estudios clinicos y de poblacion, por lo que en el 2005 Ohgaki y
Kleihues® realizaron una revision de los estudios poblacionales con datos de
incidencia, sobrevida y alteraciones genéticas en Suiza, encontraron un total de
987 casos en el periodo de 1980 a 1994 encontrando la sobrevida
inversamente proporcional al grado de malignidad de la OMS, encontraron que
la mutacion del p53 fue la mas frecuente en estrocitomas grado | (88%), grado
Il (53%), oligoastrocitomas (44%) y oligodendrogliomas (13%), e inversamente
encontraron que la LOH de 1p19q tipicamente ocurria en tumores que no
expresaban mutaciones del p53, presentandose hasta en un 69% de los

oligodendrogiomas. La alteracion que mas frecuentemente encontraron en los



glioblastomas fue la LOH 10q (69%), amplificacion EGFR (34%), mutacion del
p53 (31%), delecion p161NK4a (31%) y mutaciones PTEN (24%).

A pesar de grandes avances en los ultimos 15 afos en la sobrevida de estos
pacientes, el tratamiento de los gliomas permanece como un gran reto. La
reseccion quirurgica total de estos tumores infiltrantes es practicamente
imposible y su curso clinico esta determinado principalmente por el
comportamiento biolégico de las células tumorales, que incluye el indice de
crecimiento y su respuesta tanto a la quimioterapia como a la radioterapia. Para
predecir dicho comportamiento biolégico el método utilizado ha sido la
morfologia de la tumoracidn por microscopia Optica y electronica pero el
diagndstico histolégico puede ser subjetivo y variable en algunos casos.
Recientemente los progresos en biologia molecular y genética molecular han
mostrado ser un método eficaz para determinar el comportamiento
biolégico® %, teniendo como finalidad un abanico de aplicaciones tales como la
produccion de proteinas recombinantes con fines terapéuticos y el
establecimiento de protocolos de terapia génica®.

La apoptosis o muerte celular programada es una forma de suicidio celular
genéticamente definida, que ocurre de manera fisiologica durante Ila
morfogénesis, la renovacion tisular y en la regulacion del sistema inmunitario.
Se considera que la apoptosis es un mecanismo fisiolégico de muerte que se
desencadena por diversas sefiales, las cuales pueden ser fisiolégicas, o por
estimulos exdgenos ambientales. Las vias de senalizacion de la apoptosis son
dos, la intrinseca y la extrinseca. La via intrinseca (mitocondrial) se desarrolla
cuando la célula esta expuesta a un gran estrés como ocurre cuando se dafa
la cadena de DNA; la via extrinseca (citoplasmatica) es activada cuando algun
ligando pro-apoptético como Apo2L/TRAIL (familia de los Factores de Necrosis
Tumoral) se une a un receptor pro-apoptético como el DR4 y DR5%. Tanto la
via intrinseca como la extrinseca convergen en la activacion de enzimas
intracelulares denominadas caspasas, quienes finalmente llevan a la
destruccion de las proteinas celulares y con esto la muerte de la célula® *°.

El entendimiento de la apoptosis ha sentado las bases de nuevas terapias que
pueden inducir la muerte de las células cancerosas o sensibilizarlas contra los
agentes citotdxicos y la radioterapia’. Estos nuevos agentes incluyen aquellos

para la via extrinseca como el ligando del receptor 1 del factor de necrosis
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tumoral y aquellos de la via intrinseca como los de la familia Bcl-2 como
oligonucledtidos antisentido*'. El fracaso en la induccion de la apoptosis
constituye una de las principales causas de la resistencia a la quimioterapia en
los tumores malignos42.

En base de que determinados hechos celulares pueden ser explicados por
trastornos en la regulacion de los genes responsables de la apoptosis, como es
el caso de la transformacioén y progresion tumorales®, se postula que debe de
existir una relacion entre la alteracion en las vias de la apoptosis y la respuesta

a los tratamientos convencionales de quimioterapia y/o radioterapia.
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JUSTIFICACION

A pesar del establecimiento de varios esquemas de quimioterapia en los
ultimos 15 afnos, la sobrevida en los pacientes con astrocitomas de alto grado
en nuestro hospital es de 67% y 56% a 1 y 5 anos, y en los de bajo grado del
80% a 5 afos. El poder identificar pacientes susceptibles de una mejor
respuesta a la quimioterapia nos permitira crear subgrupos de tratamiento y
ofrecer manejo mas agresivo e individualizado. Si se identifican factores de mal
pronostico a través del estudio del comportamiento biolégico y molecular de
estos tumores se podrian establecer esquemas de quimioterapia mas

agresivos y especificos.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La sobrevida global de los pacientes con astrocitoma ha sido evaluada, hasta
hace poco, a través de factores clinicos, quirdrgicos e histopatoldgicos. Sin
embargo, a pesar de ello, el comportamiento biolégico de los tumores no es
homogéneo. Recientemente se han identificado otros factores biomoleculares

que influyen en el comportamiento y en la respuesta a tratamiento.

.Existe relacion entre la alteracion de la apoptosis con la respuesta a

tratamiento y sobrevida en nifios con astrocitoma?
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OBJETIVO

1. Determinar si existe relacion entre la alteracion de la apoptosis y la

respuesta a tratamiento y sobrevida en nifios con astrocitoma.

HIPOTESIS

1. Los pacientes con astrocitomas que presentan alteracion de las vias
de la apoptosis tendran una respuesta tumoral a tratamiento

significativamente peor con respecto a aquellos que no la presentan.
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MATERIAL Y METODO
Lugar
Hospital De Pediatria Centro Medico Nacional Siglo XXI

Tipo de estudio

Cohorte ambispectiva.

Criterios de inclusién:

1. Pacientes menores de 16 afos con diagnostico de astrocitoma
establecido por el servicio de Patologia del Hospital de Pediatria del
Centro Médico Nacional Siglo XXI.

2. Pacientes con expediente completo.

3. Pacientes en quienes se realizd biopsia-reseccion y se cuenta con
muestra en el banco de tumores del SNC del HP CMN Siglo XXI.

4. Pacientes que recibieron tratamiento en el servicio de Oncologia del

hospital de Pediatria de acuerdo a protocolo.

Criterios de exclusion
1. Pacientes que abandonaron tratamiento.

2. Pacientes que no completaron tratamiento

Criterios de eliminacién
1. Pacientes en los que no fue posible realizar la determinacioén de las vias
de la apoptosis del material tumoral por algun problema técnico durante

el procesamiento de la muestra o muestra insuficiente.
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VARIABLES
. L . Tipo de Escala de Unidades de
Variable Definicién operacional . L o
variable medicion medicion
Numero de meses que viven los | Dependiente Cuantitativa Meses
Tiempo de pacientes luego del diagnéstico continua
sobrevida de astrocitoma.
global
Disminucion de la tumoracién Dependiente Cualitativa Respuesta
medida en imagen de ordinal completa

. - 2 (desaparicion de
resonancia magnetlca encm a la tumoracion)
los 4 cursos de tratamiento Respuesta parcial
(disminucion de
mas del 50% del
tamafio de la
tumoracion)
Enfermedad
estable
Respuesta a (disminucién del

) tamario de la
tratamiento tumoracion < 50%
o0 aumento de <
del 25%)
Enfermedad
progresiva
(aparicion de
cualquier lesién no
identificada
previamente o
aumento > del
25% de lesiones

ya existentes).

Independiente Cualitativa Biopsia
) Porcentaje de la tumoracion ordinal Reseccion
Porcentaje de L i
. resecada quirdrgicamente. parcial
reseccion .
Reseccién
total
Localizacién de | Sitio donde se encuentra la Independiente Cualitativa Supratentorial
la tumoracion | tumoracion. nominal Tallo
Cerebelo
Esquema de quimioterapia Independiente Cualitativa Carbo/VCR

Quimioterapia | ytilizado como tratamiento en nominal (carboplatino
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pacientes con diagnéstico de 350mg/m?sc
astrocitoma. dia1y2,
vincristina

2mg/mzsc dia
1)

ICE
(carboplatino
400mg/m°sc
dia 1,
ifosfamida

2mg/mzsc dia

1,2y3,
etopdsido
100mg/mzsc
dia1,2y3)
Si los pacientes con diagnostico | Independiente Cualitativa Si
de astrocitoma recibieron la nominal No
Radioterapia | dosis de radioterapia estandar
en astrocitomas (56Gy en 28-31
fracciones)
Disminucion de la expresion una | Independiente Cualitativa Presente
Alteracion de la | vez 0 mas en comparacion al nominal Ausente
apoptosis tejido sano de acuerdo a la
intensidad de fluorescencia.
Caracteristicas bioldgicas y Universal Cualitativa Masculino
fisicas que convierten a una nominal Femenino
Sexo persona en hombre o mujer al
momento de su hacimiento.
Edad del paciente que se Universal Cuantitativa Meses
Edad encuentra registrada en el continua

expediente al momento del

diagnostico.
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DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

De las muestras del banco de tumores del sistema nervioso central se
identificaron a todos los astrocitomas, se obtuvieron los nombres y niumeros de
afiliaciéon y se busco tanto el expediente clinico como el radiolégico. En el

laboratorio de genética se realizé:

Extraccion de RNA total de tejidos tumorales mediante uso de TRIZOL
(GIBCO, BRL):

La extraccion de RNA total se realiz6 a partir de tejido tumoral congelado
en nitrogeno liquido. Para ello se corté 1/6 parte, que correspondieron de 100-
150 mg de tejido tumoral y se mantuvo en nitrégeno liquido para evitar la
degradacion del RNA. Se homogeneizé la muestra en 800 pl de trizol y se
incub6é 5 min a temperatura ambiente. Se agregé 200 ul de cloroformo y se
agité fuertemente durante 15 s, después se incubé 5 min a temperatura
ambiente. Se centrifugdé a 12,000 rpm durante 15 min a 4°C y se transfirié la
fase acuosa a un tubo eppendorf nuevo (ahi estaba el RNA). Se precipitd el
RNA agregando isopropanol helado vol /vol y se incubé por 10 min a 4°C.
Nuevamente se centrifugé a 7,500 rpm durante 10 min a 4°C y se decanté el
sobrenadante. Se lavo la pastilla con etanol al 75% en agua tratada con DEPC
y se incubd por 10 min a temperatura ambiente. Se centrifugé a 7,500 rpm
durante 10 min a 4°C y se decanto el sobrenadante. Se dejo secar la pastilla a
temperatura ambiente y posteriormente se resuspendio el RNA en 20 ul de

agua tratada con DEPC. Se almacené a 70°C. *

Cuantificacion espectrofotométrica:

Para realizar la cuantificacion del RNA total previamente extraido se
preparé una dilucion 1:50 (1 pl RNA: 49 ul agua tratada con DEPC). Se leyo en
un espectrofotdmetro (Nanodrop) a una longitud de onda de 260 nm.

Para calcular el grado de pureza, se tomdé en cuenta la relacion 260 nm /280
nm que es el cociente obtenido al tomar los valores de absorbancia de 260 en
la cual se cuantifica el material genémico y, 280 nm con la que se cuantifican

proteinas. El equipo proporciono los resultados en ng Jul.*
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Electroforesis en gel de agarosa al 2%:

Los RNAs extraidos se visualizaron en geles de agarosa al 2% con la
finalidad de corroborar su integridad. Para ello se empleo una camara para
electroforesis horizontal, previamente tratada con NaOH 1N durante 3 hrs y
posteriormente se enjuago con agua destilada. El corrimiento se llevo cabo con
solucion amortiguadora de electroforesis (TBE) a 0.5 X que se prepar6 a partir
de una solucién 10 X (Tris base 108 g, acido bérico 55 g, EDTA 0.5 M, pH 8.0,
9.3 g en 1 L). Para preparar el gel al 2% se pesoé 0.8 g de agarosa y se
disolvieron en 40 ml de TBE 0.5 X. Se fundié la agarosa en un horno de
microondas por periodos de 30 s, agitando la mezcla entre cada periodo,
posteriormente se afnadieron 2 ul de la solucidon de bromuro de etidio (de
concentracion 10 mg/pul, el cual se intercala en el RNA vy al irradiarlo con luz UV
emite fluorescencia) y se agito nuevamente. Se vertio la agarosa fundida en la
camara de electroforesis y se inserto el peine. Una vez que el gel polimerizo se
retiraron las placas y el peine cuidadosamente.*

Se anadid la suficiente solucion amortiguadora de electroforesis hasta
cubrir el gel 1 mm arriba de él. Para colocar las muestras en los pozos del gel,
se tomo 1 ul de RNA total y se mezcld con 1 pl de solucién amortiguadora de
carga 1 X que permitid la separacion por tamano de la bandas de RNA.
Posteriormente se colocaron los electrodos tomando en cuenta que el RNA
migra del catodo (-) al anodo (+). El gel de agarosa se corrié a un voltaje de 40-
60 volts y el tiempo de corrimiento se determind por la migraciéon de los
colorantes de la solucion amortiguadora de carga (el azul bromofenol migra con
fragmentos de 300 pb y el xilencianol con fragmentos de 4000 pb), para RNA
fue aprox. son 90 min. Para visualizar el RNA, se coloc6é el gel en un

transiluminador de UV, en donde se fotografié.*

Microarreglos de expresion:

Cuando se desea determinar un cambio en el nivel de expresion de
cierto gen, puede realizarse un analisis de expresion por microarreglos, con los
chips de expresiéon. EI DNA inmovilizado por hibridacion es cDNA producto de
MRNA de genes conocidos. Este proviene de células de tejidos sanos (control)
y enfermos (muestra a estudio). Si un gen se sobreexpresa en cierta

enfermedad, se hibridizara en el punto (spot) mayor cantidad de cDNA que
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representa el gen afectado; por consiguiente las intensidades de fluorescencia
seran disimiles entre el grupo en estudio y el grupo control. Una vez
caracterizados los genes involucrados en ciertas enfermedades, el cDNA de las
células humanas sera hibridizado para determinar si la persona tiene el patron
de expresion génica relacionada con alguna enfermedad, y se lograra un
diagnostico y tratamiento oportunos.*®

Para realizar microarreglos de expresion primeramente se hizo el marcado
de RNA total de dos muestras (mezcla A): Alexa 555 y Alexa 647 (RNA total 6
I, oligo (dT) 12-18 (2.5 pg/ pl) 1 pl, “random primers” (3 pg/ pl) 1 yl, H,O 11 pli
con un vol final de 19ul, para cada muestra), se mezclaron varias veces con
una micropipeta y después la reaccién se incubé a 70°C por 10 min,
posteriormente se colocd en hielo. Se mezclé A con B (5 X RT Reaction Buffer
(SuperScript 1l kit, Invitrogen) 8 pl, MgCl, (25 mM) 2 pl, Aminoalil- dNTP mix
(dATP, dCTP y dGTP 5 mM; dTTP 1.5 mM; AA- dUTP 3.0 mM) 4 ul, DTT (0.1
M) (SuperScript Il kit, Invitrogen) 4 ul, SuperScript Il Reverse Transcriptase
(200 U/ ul) 3 ul, con un vol. final 21 pl), y se centrifugd e incubd 10 min a 25°C,
después 2 hrs a 42°C.*’

Para realizar la hidrélisis del RNA se afadieron 5 yl de NaOH 1 Ny 1 pl de
EDTA 0.5 M, se incubd 10 min a 65°C y se afiadieron 25 pl de HEPES 1 M, pH
7.5. en seguida se realiz6 la purificacion del aminoalil cDNA (aacDNA) de la
siguiente manera: al aacDNA se agregaron 7 pl de acetato de sodio 3 My 400
pI de buffer de unién, se mezclaron con la micropipeta y se aplico la mezcla a
la columna, dejando en reposo 1 min. Se centrifugd a 1400 rpm 1 min y se
lavaron tres veces con 500 pl de etanol al 80%, nuevamente se centrifugé a
14,000 rpm durante 1 min; los tubos vacios fueron centrifugados durante 1 min
para remover el exceso de etanol. En un tubo nuevo se recuperé de la
columna al aacDNA dos veces con 30 pl de H,O desionizada, se dejo en
reposo 2 min y se centrifugd 1 min. Se dejé secar en el “speed vac’ y se
resuspendio en 4.5 pl de bicarbonato de sodio 100 mM (pH 9). Seguidamente,
se realizd la reaccion de conjugacion disolviendo el colorante con 4.5 ul de
DMSO, y se di6 vortex. Se agregaron los 4.5 ul del aacDNA purificado, se
mezclaron sin centrifugar y se incubd a temperatura ambiente en obscuridad
durante 60 min. Se realiz6 la purificacion del aacDNA marcado (Alexa cDNA-
AcDNA) agregando 71 ul de H2O, 8 ul de acetato de sodio 3 M y 400 ul buffer
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de union, se mezcldé con una micropipeta y la mezcla se aplicé a la columna,
dejando en reposo 1 min y centrifugando durante 1 min. Se realizaron tres
lavados con 500 pl de etanol 80% centrifugando durante 1 min.*’

Para eliminar el exceso de etanol se centrifugaron los tubos vacios durante
1 min. En un tubo nuevo se recuperd de la columna al AcDNA dos veces con
50 pl de agua desionizada estéril o TE buffer, dejando en reposo 2 min y
centrifugando 1 min. Para llevar a cabo la hibridizacion de los microarreglos
con SSC 5 X /SDS 0.1%.*° Primero se realizd un pre tratamiento del
microarreglo de la siguiente manera: se prehidratd la laminilla exponiendo el
lado impreso al vapor de agua a 50°C durante 10 s, se volteo para secar y se
expuso al vapor (tres veces), fijando con dos ciclos de luz UV 0.12 J.cm?,
enseguida se lavé con SDS 0.1% durante 1 min a temperatura ambiente,
seguido de otros dos lavados con agua desionizada durante 1 min y se pasé
inmediatamente a la solucion de prehibridacion (SSC 5 X, SDS 0.1%, BSA 1%),
incubando por 1 hr a 42°C. Posteriormente se lavaron cinco veces con agua
desionizada estérii a temperatura ambiente y se dejaron secar por
centrifugacion a 1500 rpm por 5 min. Para la hibridizacién, las muestras se
ajustaron a la concentracién deseada y se secaron, para resuspenderlas en la
solucion de hibridacion (Alexa 555 y Alexa 647 45.5 ul, SSC 20 X 17.5 pul, SDS
1% 7 pl, con un vol final de 70 pl). Se desnaturalizé a 94°C por 5 miny 30 s a
65°C. Se aplicdé la mezcla al microarreglo cubriendo la superficie con un
cubreobjetos e incubando por 18 hrs a 42°C.*

Se realizaron tres lavados a temperatura ambiente: un lavado de 2 min en
SSC 1 X- SDS al 0.05%, otro lavado de 2 min en SSC 0.06 X y por ultimo un
lavado de 2 min en SSC 0.06 X. Se dej6é secar por centrifugacién a 1500 rpm
durante 5 min, después se coloco la laminilla en el escaner para realizar la
lectura de la misma y se analizé la imagen para cada una de las longitudes de
onda (570 nm para Cy3 y 670 nm para Cy5). '

El escaner utiliza luz laser y examina los microarreglos excitando cada tinte
fluorescente de su superficie mediante una luz monocromatica y colectando la
luz de emision (fluorescencia) convirtiendo la corriente de fotones en valores
digitales que pueden ser almacenados en una computadora. En este paso se
analizan las imagenes de 16 bits obtenidas para cada una de las longitudes de

onda en la cuales se pueden apreciar los puntos en los que la reaccion de
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hibridaciéon ha sido positiva y los puntos en los que no ha habido tal
hibridacién.*’

Los puntos del microarreglo son circulares en lugar de cuadriculas. Se
utilizé el color verde para los sanos y el rojo para los enfermos y los amarillos a
los que se expresan de forma similar en ambos. Como medida final se suele
utilizar el cociente entre las expresiones en ambos canales o su logaritmo
(Figura 1).4’

Figura 1. Imagen de fluorescencia para un Figura 2. Imagen combinada de
microarreglo hibridizado con una sonda las imagenes de la figura 1.
marcada con dUTP-Cy3 (rojo) y una sonda
marcada con dUTP-Cy5 (verde).

Por ultimo se realizo el analisis de los datos obtenidos del microarreglo con
la finalidad de seleccionar los genes que estan siendo expresados

significativamente entre muestras mediante el paquete GenArise.

Analisis de resultados de microarreglos mediante programas
bioinformaticos:
Para el analisis de los microarreglos se empled un programa
bioinformatico: GenArise se utilizo para el analisis estadistico de los datos de
los microarreglos, y bases de datos: Gene cards se utilizé para buscar las

caracteristicas de los genes involucrados en las vias de apoptosis.
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ANALISIS ESTADISTICO:

De acuerdo a la escala de medicion de las variables se realizé estadistica
descriptiva con medidas de tendencia central y de dispersion. Para las
variables cualitativas se utilizaron frecuencias simples, porcentajes y la moda;
para las variables cuantitativas media o mediana, desviacion estandar, cuartiles

e intervalo de confianza, de acuerdo con la distribucion de las variables.

FACTIBILIDAD.
Recursos humanos:

Tesista médico residente de Oncologia Pediatrica.

Tutor médico adscrito y cotutor metodologico

Doctores en genética.

Médico patdlogo.
Recursos materiales

Hojas blancas, lapices, computadora, programa SPSS 16.0, impresora,
muestras del banco de tumores del SNC, espectrofotdmetro, PCR, ABlprism
310 genetic analyzer y el software GeneScan.
Recursos financieros

Se solicito apoyo para financiamiento del proyecto.

ASPECTOS ETICOS

De acuerdo a la Ley General de Salud en materia de Investigacion en el
capitulo 17, se considera como un estudio sin riesgo mayor al minimo ya que
se revisaran expedientes clinicos y radiolégicos y los estudios moleculares se
realizaran en muestras ya tomadas y pertenecientes al banco de tumores del
SNC y archivo de patologia. Los padres de los nifios con tumoracion firman
consentimiento informado para la conservacion de los tejidos tumorales con

fines de investigacion al momento de la reseccion quirdrgica.
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RESULTADOS

En el presente trabajo se incluyeron un total de 10 pacientes portadores
de Astrocitoma diagnosticados en el servicio de Patologia del Hospital de
Pediatria CMN SXXI IMSS.

La mediana de edad fue de 6.5 aios con un rango de 3 a 14 afos.

La relacion hombre:mujer fue de 1.5:1, con 6 hombres y 4 mujeres.

Por histologia, 7 fueron astrocitomas de bajo grado, 1 fue astrocitoma
anaplasico y 2 glioblastomas multiformes.

Por localizacion, 4 fueron supratentoriales, 2 de cerebelo y 4 de tallo. De
los supratentoriales 1 fue en talamo, 1 intraventricular, 1 temporoparietal y 1
parietal.

En la tabla | se muestran las caracteristicas generales de los pacientes y
en la tabla Il los genes que se encontraron alterados en cada paciente. No fue
posible realizar grupos ya que los 10 pacientes presentaron alteraciones en
distintos genes relacionados a las vias de apoptosis. En el anexo Il se describe

la funcién de los genes que resultaron alterados.

Tabla |. Caracteristicas de los pacientes.

n=10 %

Sexo

Masculino 6 60

Femenino 4 40
Histologia

Astrocitoma de bajo grado (I-II) 7 70

Astrocitoma anaplasico (l11) 1 10

Glioblastoma multiforme (V) 2 20
Localizacion

Supratentorial 4 40

Tallo cerebral 4 40

Cerebelo 2 20
Cirugia

Biopsia 4 40

Reseccion parcial 4 40

Reseccion completa 2 20
Quimioterapia

ICE 8 80

Carbo/VP-16 1* 10
Radioterapia

Si 6 60

No 4 40
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Se realizé la extraccion de RNA total de los 10 pacientes con diagndstico
de astrocitoma mediante uso de TRIZOL (GIBCO, BRL) como se describié en
material y métodos. Con este método se obtuvieron valores de pureza entre 1.8
y 1.96 realizando la cuantificacion del mismo mediante un espectrofotometro de
acidos nucleicos "Nanodrop”, la concentracion del RNA se expresa en ng/ul.
Asi mismo, se realizo la electroforesis en gel de agarosa al 2% de los RNA's
extraidos durante 90 min. a 60 V.

Los RNA's totales extraidos de las 10 muestras de tejido tumoral se
enviaron al Instituto de Fisiologia Celular (IFC-UNAM) donde se realizaron
microarreglos de expresion con la biblioteca genémica de 10,000 genes de
humano (H10KA). Se realizé la sintesis de cDNA mediante RT- PCR, para
realizar el marcaje con los fluoréforos se compard con tejido cerebral sano.
Posteriormente se hibridizé la laminilla, la cual, se colocé en un escaner para
analizar la imagen, realizar la cuantificacion y la normalizacién de cada punto o

gen. (Figura 1)

Figura 1. Procedimiento para la elaboraciéon y andlisis de los microarreglos de expresion.
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Mediante el programa GenArise se obtuvo una base de datos con 10, 000 genes, donde
cada gen se encuentra por duplicado y los valores de intensidad para cada uno. Para realizar la
normalizacion se trabajé en el programa y se obtuvo la grafica de Radio (R) vs Intensidad (I)

como se muestra en la figura 2.

Figura 2. Grafica R vs | de 10,000 genes de humano.

Al normalizar los valores, se obtiene la siguiente grafica:

Figura 3. Normalizacion de datos obtenidos mediante GenArise.

Figura 4. 10 000 genes normalizados. Figura 5. Z score <1.
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Figura 6. 1< Zscore <1.5 Figura7. Zscore>15

Figura 8. Z score >2

Una vez normalizados los datos se elijen los genes con Z score >1,5 (Figura 7) ya que
estan en un rango mayor de confiabilidad, asi, se generan dos bases de datos, una donde
estan los genes subexpresados y otra donde estan los sobreexpresados. Para cada uno de los
genes se obtiene Cy3, Cy5 (intensidad de fluorescencia de datos normalizados), |d (hombre del

gen), Symdesc (Simbolo o alias del gen) y Zscore (genes en rango 1.5 a 1.9999).



Tabla Il. Genes alterados por paciente.
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SEXO | EDAD | LOCALIZACION | HISTOLOGIA | SOBREVIDA | APOPTOSIS APOPTOSIS ESTADO
GENES SOBRE-EX GENES SUB-EX ACTUAL
M SUPRA GM 1 mes FABP7, SEMABA, PTPRZ1, | BCL-2, IAP, Cyi-C, | Fallecido
14 VEGF, THBS. IkBOX.
M INFRA ABG 2 meses OLIGT, SERPINA3, CAMK2A, CASP3, TrkA, | Fallecido
TIMP1. MAPK1, CCNAT,
3 FOXG1B.
M SUPRA ABG 20 meses IGFBP4,S100A4, MBP1,TGFB1, | IRAK-4, PKA. Fallecido
7 BID,CASP-8.
F SUPRA GM 3 meses FABP7, PTPRZ1, BCAN, | IRAK4, P13K. Fallecido
YBOX1, CD63, ARHE, VEGF,
PINE1, AKT, BCL2, PKA, IAP,
13 CytC, IkBOX, THDS1, TOP2A.
M TALLO AA 13 meses EGFR, AKT, IGFVP2, Ki67, | PKA, CASP3. Fallecido
9 PBNA,
M TALLO ABG 24 meses PRKCB1,TIMP1, MCL1, BCL2, | CCNAT,SPINTZ, Vivo
PKA, IkBOX, CN, RIP1, CASP3. | MAPK1, IRAK4, PKA,
14 FLIP, TRAIL
M TALLO ABG 14 meses BMP2,  NTRK2,  DFF45, | IRAK4, PKA, TRAIL, | Fallecido
CASP10, AKT/PKB, TRADD, | CALPAIN-A.
6 KIK, ENDOG,
F INFRA ABG 19 meses AF007150, AF079529, PKA, | AFO17986, TGFB2, | Vivo
CytC, TrkA, IL-1. IRAK4, TRAIL,
4 CASPS.
F TALLO ABG 2 meses BCL2, PKA, APAF-1, FLID, IL- | JNK3AZ2. Vivo
4 1, IRAK2.
F SUPRA ABG 18 meses DES, CASP3, TrKkA. IRAK4, CALPAIN-A, | Vivo
4 PKA, CASPS8, TNF.

M: masculino, F: femenino, ABG: astrocitoma de bajo grado, AA: astrocitoma anaplasico. GM: glioblastoma multiforme.

En color verde se muestran los genes proapoptéticos y en color rojo los genes antiapoptéticos.
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PACIENTE -1 CGLJ
Masculino de 14 afos de edad, se diagnosticé en octubre del 2008 con un

glioblastoma multiforme intraventricular, se realizé reseccién parcial y recibié un
ciclo de QT con ICE, no recibié RT.
Fallece en noviembre del 2008 por progresion tumoral.

GENES SOBREEXPRESADOS GENES SUBEXPRESADOS

FABP7, SEMA5A, PTPRZ1, VEGF, THBS1. BCL-2, IAP, Cyt-C, IkBOX.
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PACIENTE - 2 VHI

Masculino de 3 afios de edad, se diagnostico en agosto del 2007 con un
astrocitoma de bajo grado de cerebelo, se realizd reseccion completa y se
envido a valoracion para RT, sin embargo fallece en octubre del 2007 por

sangrado de tubo digestivo.

Meses de sobrevida: 2 meses

GENES SOBREEXPRESADOS GENES SUBEXPRESADOS

OLIG1, SERPINA3, CAMK2A, TIMP1. CASP3, TrkA, MAPK1, CCNA1, FOXG1B.
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PACIENTE - 3 MPG

Masculino de 7 anos de edad, se diagnostico en octubre del 2007 con un
astrocitoma de bajo grado de talamo, se realizé reseccion parcial y se envid a
radiocirugia en febrero del 2008, sin embargo presenta progresién tumoral en
febrero del 2009 por lo que se realiza nueva reseccion e inicia QT con ICE,
recibiendo 4 ciclos completos.

Fallece en junio del 2009 por progresion tumoral.

Meses de sobrevida: 20 meses.

IRM al momento de la recaida: IRM posterior a un ciclo de QT con ICE:

ILLO, GABRIEL HRP U
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GENES SOBREEXPRESADOS GENES SUBEXPRESADOS

IGFBP4, S100A4, MBP1, TGFB1, BID, CASPS. IRAK4, PKA.
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PACIENTE - 4 CVA

Femenino de 13 afos de edad, se diagnostico en septiembre del 2007 con un
glioblastoma multiforme temporoparietal, se realizo reseccién parcial e inicio
QT con ICE.

Fallece en diciembre del 2007 por progresion tumoral.

Meses de sobrevida: 3 meses.

GENES SOBREEXPRESADOS GENES SUBEXPRESADOS
FABP7, PTPRZ1, BCAN, YBOX1, CD63, ARHE, VEGF, PINE1, IRAK4, P13K.
AKT, BCL2, PKA, IAP, CytC, IkBOX, THDS1, TOP2A.
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PACIENTE - 5 GME

Masculino de 9 afios de edad, se diagndstico en noviembre del 2007 con un
astrocitoma de alto grado de tallo cerebral, se realizo biopsia unicamente e
inicio QT con ICE ademas de RT.

Fallece en octubre del 2008.

Meses de sobrevida: 13 meses.

o
CONTRASTE ’

GENES SOBREEXPRESADOS GENES SUBEXPRESADOS
EGFR, AKT, IGFVP2, Ki67, PBNA, PKA, CASP3.
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PACIENTE - 6 SAM

Masculino de 14 afios de edad, se diagnostico en agosto del 2007 con un
astrocitoma de bajo grado de tallo cerebral, se realizo biopsia unicamente,
recibié QT con ICE ademas de RT.

Se encuentra vivo actualmente.

Meses de sobrevida: 31 meses.

—w

GENES SOBREEXPRESADOS GENES SUBEXPRESADOS
PRKCB1,TIMP1, MCL1, BCL2, PKA, IkBOX, CN, RIP1, CCNA1,SPINT2, MAPK1, IRAK4, PKA, FLIP, TRAIL
CASP3.
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PACIENTE -7 MSJ

Masculino de 6 afios de edad, se diagndstico en marzo del 2008 con un
astrocitoma de bajo grado de tallo cerebral, se realizo biopsia unicamente,
inicio QT con carbo/VCR y por datos de progresion tumoral se cambio al mes a
ICE, ademas recibio RT.

Fallece en abril del 2009.

Meses de sobrevida: 13 meses.

-
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GENES SOBREEXPRESADOS GENES SUBEXPRESADOS

BMP2, NTRK2, DFF45, CASP10, AKT/PKB, TRADD,
KIK, ENDOG.

IRAK4, PKA, TRAIL, CALPAIN-A.
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PACIENTE - 8 ACV

Femenino de 4 afios de edad, se diagndstico en enero del 2008 con un
astrocitoma de bajo grado de cerebelo, se realizo reseccion parcial por lo que
inicio tratamiento con QT con ICE ademas de RT.

Actualmente se encuentra viva.

Meses de sobrevida: 26 meses.

GENES SOBREEXPRESADOS GENES SUBEXPRESADOS
AF007150, AF079529, PKA, CytC, TrkA, IL-1. AFO17986, TGFB2, IRAK4, TRAIL, CASPS.
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PACIENTE - 9 SGB

Femenino de 4 afios de edad, se diagnostico en junio del 2009 con un
astrocitoma de bajo grado de tallo cerebral, se realizo biopsia unicamente e
inicio QT con ICE.

Actualmente se encuentra viva.

Meses de sobrevida: 9 meses.

GENES SOBREEXPRESADOS GENES SUBEXPRESADOS

BCL2, PKA, APAF-1, FLID, IL-1, IRAK2. JNK3A2.
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PACIENTE - 10 CVF
Femenino de 4 afos de edad, se diagnostico en diciembre del 2007 con un

astrocitoma de bajo grado parietal, se realizo reseccion completa.
Actualmente se encuentra viva.

Meses de sobrevida: 27 meses.

GENES SOBREEXPRESADOS GENES SUBEXPRESADOS
DES, CASP3, TrkA. IRAK4, CALPAIN-A, PKA, CASPS8, TNF.
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DISCUSION:

En el presente estudio se estudi6 de manera integral a 10 pacientes
pediatricos portadores de un astrocitoma.

Como se ha comentado previamente, el comportamiento bioldgico de los
astrocitomas varia ampliamente independientemente de su histologia, no asi
cuando se refiere a su localizacion, ya que como corroboramos en este estudio,
los de tallo cerebral continuan presentando el peor pronostico, de los 4
pacientes que presentaron tumor de tallo, 3 fueron reportados como de bajo
grado en la biopsia por estereotaxia y uno de alto grado, este ultimo y uno de
bajo grado fallecieron 12 meses posteriores al diagnostico a pesar de haber
recibido tratamiento con quimioterapia y radioterapia.

No obstante, aquellos que por histologia correspondian a un bajo grado
de malignidad, pudimos encontrar que in vitro, podian tener un comportamiento
tan agresivo como aquellos tipificados como de alto grado, tal es el caso del
paciente numero 3, diagnosticado como astrocitoma de bajo grado de talamo; a
quien inicialmente se le realizo reseccion parcial del 95% y posteriormente
recibié RT permaneciendo 12 meses sin datos de AT, sin embargo con recidiva
en el sitio primario por lo que inicio QT pero a los 4 meses fallece por
progresion tumoral.

Recientemente se ha estudiado e involucrado de manera estrecha las
vias de apoptosis con la evolucion de la mayoria de los canceres, incluidos los
tumores cerebrales. EIl conocimiento actual de la apoptosis, como mecanismo
regulador y homeostatico de los tejidos explica ahora el desarrollo de tejido
neoplasico en la mayoria de los casos. Y cualquier alteracion 6 desbalance en
éste mecanismo regulador, ya sea tanto en la via extrinseca regulada por la
familia del TNF (factor de necrosis tumoral y TRAIL) 6 la via intrinseca
mitocondrial, da como resultado el desarrollo de un tumor. 4% 48

Recientemente se ha querido canalizar éste conocimiento, a fin de
desarrollar moléculas que intervengan 6 favorezcan el desarrollo 6 estimulo de
la apoptosis para tratar varios tipos de cancer en la edad pediatrica como
Neuroblastoma y rabdomiosarcoma.*®

En el presente estudio, de suma importancia, dado que es de los
primeros que se desarrollan en Tumores de Sistema Nervioso Central en

Pediatria, no pudimos encontrar una alteracion genética constante que se
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manifestara en una mayor proporcién de los casos, dado que encontramos
tanto subexpresion como sobreexpresion en los genes involucrados con la
apoptosis. Sin embargo llamoé fuertemente la atencion que alguna alteracion de
las caspasas por lo menos estuvo presente en 6 de los 10 pacientes
estudiados, ya sea por que estuvo subexpreseada 6 sobreexpresada.

Las caspasas son importantes porque juegan un rol principal en la
ejecucion de la apoptosis celular, principalmente la caspasa 8 que pareciera
llevar la iniciativa para activar el resto de la cascada de los mecanismos de
muerte celular. *° En la via extrinseca de la apoptosis, la estimulacién de los
receptores de la muerte del TNF CD-95 (apo-1/Fas) 6 TRAIL, permiten la
activacion del iniciador caspasa-8, que directamente se va a unir a la caspasa 3
0 alternativamente unirse al receptor de la via mitocondrial por via del BID. El
BID es miembro de la familia del BCL-2 que activa a la mitocondria para
desencadenar la apoptosis. °'°*

En éste estudio lo que se pretendié fue estudiar de manera integral tanto
desde el punto de vista clinico, como histoldgico y molecular a éstos tumores,
con el fin de entender a fondo su comportamiento biolégico y a futuro poder
dirigir de una manera mas adecuada un tratamiento especifico. Basados en
que la evasion de la apoptosis es una caracteristica de las malignidades en la
infancia que contribuye a la carcinogénesis asi como a la resistencia al
tratamiento, se cree que el tener una apoptosis defectuosa en las células
tumorales favorece la resistencia tumoral a los tratamientos empleados. Para
eéste punto las terapias blanco a la apoptosis se pueden dirigir directamente
hacia las células cancerosas O incrementar la respuesta de los tumores
pediatricos a las terapias convencionales tanto de quimioterapia como de
radioterapia.

La idea de activar éstos receptores de la muerte de la familia del TNF es
atractiva por su aplicacion meédica, dado que estos receptores estan
involucrados en la muerte celular. En éste sentido, el oncogen TRAIL se ha
considerado momo el primer candidato ya que induce la apoptosis en las
células cancerosas mientras las normales pasan desapercibidas. *®

En éste contexto, el encontrar éstos genes alterados en el presente
estudio, cobra mas importancia. No pudimos encontrar una correlacién directa

entre alteracion de la vias de apoptosis y sobrevida dado que el tamaino de la
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muestra es pequefia, y en TODOS los tumores que estudiamos, encontramos
una alteracién en algunos de éstos genes, sin embargo, como ya se menciono,
se corrobora como muy importante y frecuente la identificacion de la alteraciéon
de algunas de las caspasas, asi como el gen TRAIL y BCL-2, y el poder
continuar éste estudio nos permitira ampliar mas la muestra y poder estudiar
mas a fondo éstas lineas celulares con el objeto de poder ajustar y administrar

tratamientos blanco mejor dirigidos.

CONCLUSIONES

La alteracién en las vias de la apoptosis, ya sea extrinseca o intrinseca,
va a favorecer la aparicién de diferentes tipos de tumores ademas de contribuir
a su resistencia a las terapias convencionales utilizadas hasta la fecha.

Es de suma importancia continuar determinando todos los genes
involucrados y sus interacciones entre ellos mismos y en las distintas vias
metabdlicas para poder desarrollar tratamientos dirigidos que incrementen la

sobrevida en estos pacientes.
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ANEXO |

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Nombre

Afiliacion

Sexo

Diagnéstico

Edad al diagnéstico

meses.

Fecha de diagnodstico

Fecha de ultima

consulta.

Fecha de recaida

Fecha de defuncion

Meses de sobrevida

Localizacion de la
tumoracioén

Supratentorial
Tallo cerebral

Cerebelo

Porcentaje de | Biopsia

N Reseccion parcial
reseccion. Reseccion total
IRM basal Cm2
IRM post 2 Cm2
IRM post 4 Cm2
Esquema de | ICE
quimioterapia utilizado. | Carbo/VCR
Radioterapia Si no
Apoptosis Normal subexpresada
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ANEXO I

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
HOSPITAL DE PEDIATRIA CMN SXXI

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA CONSERVACIONES
DE MUESTRA DE TUMOR CEREBRAL EN EL BANCO DE
TEJIDOS PARA ESTUDIOS MOLECULARES

Nombre del paciente Edad
No de afiliacion

Después de haber leido el presente documento y de haber recibido las aclaraciones
necesarias. Yo padre ( ) madre( ) tutor( ) del
menor AUTORIZO al personal médico y paramédico del hospital de Pediatria para conservar
un fragmento del tumor cerebral de mi paciente para realizacién de estudios moleculares
posteriores.

RIESGOS: estoy enterado (a) de que el conservar una muestra del tumor no origina ningun
riesgo a mi paciente, ya que se tomara de la pieza que se extrae durante la cirugia.

La conservacién del tejido se hara en el banco de tumores del sistema nervioso central para
estudios moleculares futuros y el resto de la pieza se enviara al servicio de patologia del
hospital para la clasificacién histologica de la tumoracion.

Estoy enterado (a) de la garantia y seguridad del procedimiento y que los riesgos potenciales
son derivados de la cirugia per se y del tipo de enfermedad de mi paciente y no de la
conservacion de tejido para estudios.

CONSENTIMIENTO DEL PADRE O TUTOR: he leido y entendido este formato de
consentimiento y comprendo que no debo firmar si todos los parrafos y todas mis dudas han
sido explicada o contestada a mi entera satisfaccion o si no se entiendo el término o palabra
contenida en este documento.

NO FIRME A MENOS QUE LEA Y ENTIENDA POR COMPLETO ESTE DOCUMENTO.
*Conozco las normas del IMSS y la sancion a que nos hacemos acreedores en caso de
incumplimiento, por lo que acataremos sus procedimientos de aplicacion dentro de las
instalaciones, tanto el suscrito como mis familiares 0 amigos o profesional o similar que visite a
mi paciente.

Nombre y firma del testigo Nombre y firma de Padre/Madre o tutor

Nombre y firma del testigo Fecha Hora

DECLARACION MEDICA. He explicado el contenido de este documento al paciente y he
respondido todas las preguntas al grado maximo de mi conocimiento.

Nombre y firma del médico Fecha Hora
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ANEXO Il Funcién de los diferentes genes que se encontraron involucrados en las vias
de la apoptosis de los 10 pacientes con astrocitoma.

BID/Bid
(cromosoma 22)

Se trasloca a la membrana externa de la mitocondria y permite la salida del citocromo c. Es
un mediador de dafio mitocondrial inducido por la CASP8, rompe esta proteina codificada,
y el COOH-terminal se traslada a las mitocondrias donde se produce la liberacion del
citocromo c. Contrarresta el efecto protector de Bcl-2.

CASPS8
(cromosoma 2)

Caspasa mediadora de la ruta extrinseca, activa Bid. Esta proteina esta implicada en la
muerte celular programada inducida por Fas y diversos estimulos apoptoticos. La N-
terminal de FADD-como dominio efector de muerte de esta proteina sugiere que puede
interactuar con la interaccion proteina Fas FADD. Esta proteina se detecté en la fraccién
insoluble de la region del cerebro afectada de pacientes con enfermedad de Huntington,
pero no en los de los controles normales, lo que implicé el papel en las enfermedades
neurodegenerativas.

PKA/PRKACA
(cromosoma 19)

Proteina quinasa dependiente, que transduce la sefial a través de la fosforilacién de un
gran numero de sustratos tanto en el nicleo como en el citoplasma. La proteina codificada
por este gen es una de las subunidades reguladoras. Media la asociacién de la membrana
mediante la unién a las proteinas de anclaje, incluyendo la quinasa MAP2.

APAF1 Proteina citosdlica que interacciona con el citocromo-c, dATP y procaspasa-9 formando el
(cromosoma 12) apoptosoma, complejo que activa a las caspasas ejecutoras.
BCL-2 Proteina anti-apoptética (pueden bloquear o activar la apoptosis), regula la muerte celular

(cromosoma 18)

por la via intrinseca mitocondrial. Regula la muerte celular mediante el control de la
permeabilidad de la membrana mitocondrial. Inhibe la actividad de la caspasa, ya sea por
impedir la liberacion de citocromo ¢ de la mitocondria y / o por la unién al factor activador
de proteasas apoptéticas (Apaf-1).

CASP10
(cromosoma 2)

Desempenfia un papel central en la fase de ejecucion de la apoptosis celular. Existe como
proenzima inactiva que al someterse a una transformacion proteolitica, conserva residuos
aspartico y produce dos subunidades, que dimerizan para formar la enzima activa. Esta
proteina se adhiere y activa las caspasas 3 y 7, y la propia proteina es procesada por la
caspasa 8.

CASP3 Esta proteina se adhiere y activa a las caspasas 6, 7y 9, y la propia proteina es procesada
(cromosoma 4) por las caspasas 8, 9y 10.
CytC/CYCS Cofactor necesario para la funcién de Apaf-1. Participa en la cadena de transporte

(cromosoma 7)

electronico entre los complejos Il y IV de la cadena respiratoria mitocondrial. Reprende la
activacion de los miembros pro- apototicos de la familia de Bcl-2 y conduce a la alteracion
de la permeabilidad de la membrana mitocondrial.

FLIP/CFLAR/CASP8AP1
(caspasa 2)

Proteina que tiene un dominio efector de muerte que interacciona con caspasas regulando
la actividad de las mismas. Bloquea la apoptosis mediada por receptores de muerte.

FNT/FNTa
(cromosoma 6)

Citocina secretada principalmente por los macréfagos, se une y funciona a través de sus
receptores TNFRSF1A/TNFR1 y TNFRSF1B/TNFBR. Esta citocina esta involucrada en la
regulaciéon de un amplio espectro de procesos bioldgicos incluyendo la proliferacion celular,
diferenciacion, apoptosis, metabolismo lipidico y coagulacién. Puede inducir la muerte
celular de lineas celulares de ciertos tumores.

TRAIL/TNFSF10
(cromosoma 3)

La proteina codificada por este gen es una citocina que pertenece a la familia del factor de
necrosis tumoral (TNF). Este receptor es activado por el ligando inductor de apoptosis
relacionado al TNF y es cuando traduce la sefial de muerte celular e induce la apoptosis.

IL-1/IL1A Esta citocina es producida por los monocitos y los macréfagos como una proproteina, la
(cromosoma 2) cual es procesada proteoliticamente en respuesta a dafio celular e induce la apoptosis.
IRAK/IRAK3 Inhibe la disociacion de IRAK1 e IRAK4 del del complejo de sefalizacion Toll-like.
(cromosoma 12)

TP53 Fosfoproteina pro- apoptética que se activa ente la presencia de mutaciones del DNA,

(cromosoma 17)

actuando en la fase G1 del ciclo celular. Controla la reparacion de lesiones del DNA
efectuado por polimerasas especificas, (contribuye a frenar el ciclo en tales circunstancias)
y es capaz de detectar células neoplasicas agresivas frenando su capacidad de producir
angiogénesis para facilitar las metastasis. Su papel es frenar el ciclo destruyendo células
mediante la apoptosis antes de llegar a la etapa de sintesis a fin de impedir que se
repliguen mutaciones carcinogenéticas, que produciran nuevas cepas tumorales cada vez
mas agresivas. La induccion de la apoptosis parece estar mediada por la estimulacion de
los antigenenos de expresién BAX 'y FAS o por represién de la expresion de Bcl-2.

RIP1/RIPK1 Promueve la apoptosis y la activacion de la NF-kappa-B, requiere para su activacion al
(cromosoma 6) TNFRSF1A.
TrkA/NTRK1 Este gen codifica a un miembro receptor neurotréfico de la familia de la tirosina quinasa

(cromosoma 1)

(NTKR). Esta quinasa es un receptor de membrana que se fosforila asi mismo y a los
miembros de la MAPK. La presencia de esta quinasa conduce a la diferenciacién celular y
puede desempenar un papel en la especificacion de subtipos de neuronas sensoriales. Las
mutaciones en este gen se han asociado a insensibilidad congénita al dolor, anhidrosis,
retraso mental y cancer.

P13K/PIK3R5

Se activa por una variedad de receptores de factores de crecimiento. La ruta de
sefalizacién PI3K/Akt regula la proliferacion celular, la apoptosis y factores
transcripcionales. Se cree que la proteina desempefia un papel fundamental en la
regulacion de la citotoxicidad de las células NK. El gen se localiza en un segmento comun
suprimido del cromosoma 7, previamente identificado en leucemias mieloides.
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Cn/CHP
(cromosoma 15)

Proteina fosfatasa dependiente de la calcineurina, esta involucrado en una amplia gama de
actividades biologicas, actuando como calcio-dependiente estimulada por la proteina
fosfatasa.

CAPN1/Calpain
(cromosoma 11)

Son proteasas neutras activadas por calcio, son no lisosomales, proteasas intracelulares
de cisteina. Estan involucradas en la remodelacion del citoesqueleto y en la transduccion
de sefal.

IAP/BIRC2
(cromosoma 11)

Supresor apoptotico. La proteina codificada por este gen es miembro de la familia de
proteinas que inhibe la apoptosis mediante la union a los receptores del factor de necrosis
tumoral asociada a factores TRAF1 y TRAF2.

IkBa/NFKBIA
(cromosoma 14)

Inhibe la actividad de los complejos diméricos NF-kappa-B/REL atrapando dimeros en el
citoplasma a través de enmascaramiento de sus sefiales de localizacion nuclear. En la
estimulacion de la respuesta inmune celular y proinflamatorias, se fosforila y activa la
transcripcion.

JNK Cinasa activada en respuesta de estrés. Fosforila e inactiva a miembros anti- apoptéticos.
Activa a los pro-apoptoéticos de la familia Bcl-2.

DFF 45 Proteina que mantienen inhibida la desoxinucleasa responsable de la degradacion del DNA

(cromosoma 1) durante la apoptosis. Es una de las dianas de las caspasas.

ENDOG La proteina codificada por este gen es una endonucleasa mitocondrial. Se trasloca al

(cromosoma 9)

ndcleo tras la liberacién y esta involucrada en la fragmentacion del DNA junto con
exonucleasas y DNasa |, produciendo apoptosis.

AKT-1
(cromosoma 14)

Es activado por el factor de crecimiento derivado de las plaquetas. En el desarrollo del
SNC es un mediador critico del factor de crecimiento inductor de supervivencia neuronal.
Los factores de supervivencia pueden suprimir la apoptosis.

AKT3/PB Cinasa de supervivencia y mediador de PI3K. Puede fosforilar el centro activo de la
(cromosoma 1) caspasa 9 inhibiendo su funcion.
TRADD La proteina codificada por este gen es un dominio de muerte que contiene una molécula

(cromosoma 16)

adaptadora que interactia con TNFRSF1A/TNFR1 y media la muerte celular programada
sefializando y activando NF-kappaB.

IRAK4
(cromosoma 12)

Se une a IL-1R provocando cascadas de sefalizacion intracelular que conduce a la
transcripcién sobre-regulacion y la estabilizacion de RNAm.

VEGF
(cromosoma 6)

Es miembro de la familia de factores de crecimiento PDGF/VEGF, la proteina es un
mitogeno glucosilado que actua en las células endoteliales y tiene varios efectos como
incrementar la permeabilidad vascular, inducir angiogénesis, vasculogenesis y crecimiento
celular endotelial, promueve la migracién celular e inhibe la apoptosis.

IRAK2
(cromosoma 3)

Se une a IL-1R provocando cascadas de sefializaciéon intracelular que conduce a la
transcripcidon sobre-regulacion y la estabilizacion de RNAm.

FABP7
(cromosoma 6)

La proteina codificada por este gen es una proteina de unién de los acidos grasos, juega
un papel en el metabolismo y transporte de los acidos grasos.

EGFR
(cromosoma 7)

La proteina codificada por este gen es una glucoproteina transmembrana que es miembro
de la superfamilia de kinasas. Esta proteina es un receptor para miembros de la familia de
factores de crecimiento epidérmico. Posterior a la activacion, ocurre la fosforilacion de
sustratos citoplasmaticos y se inicia una cascada de sefializacion que deriva en multiples
respuestas celulares como cambios en la expresion génica, rearreglos del citoesqueleto,
anti-apoptosis e incremento en la proliferacion celular.

SEMASA Gen involucrado en la guia axonal durante el desarrollo neural.
(cromosoma 5)
PTPRZ1 Se cree esta involucrado en la regulacién de diferentes procesos de desarrollo del sistema

(cromosoma 7)

nervioso central.

THBS1
(cromosoma 15)

La proteina codificada por este gen es una glucoproteina de adhesion que media la
interaccion célula-célula y célula-matriz. Esta proteina parece tener un papel en la
agregacion plaquetaria, angiogénesis y tumorigenesis.

OLIG1 Promueve la formaciéon y maduracion de oligodentrocitos.

(cromosoma 21)

SERPINA3 La proteina codificada por este gen es una proteasa plasmatica inhibitoria. Su funcién no
(cromosoma 14) es clara.

CAMK2A El producto de este gen pertenece a la familia de kinasas serina/treonina y a la subfamilia

(cromosoma 5)

de kinasas dependientes de Ca(2+)/calmodulina. Tienen numerosas funciones celulares e
influyen en procesos tan diversos como la transcripcién de genes, supervivencia celular,
apoptosis, reorganizacion del citoesqueleto y memoria.

TIMP1
(cromosoma X)

La proteina codificada por este gen es un inhibidor natural de las matriz.metaloproteinasas,
un grupo de peptidasas involucradas en la degradacion de la matriz extracelular, ademas
de ser capaces de promover la proliferacion celular de varios tipos celulares y también
tienen una funcién antiapoptética.

TGFB2
(cromosoma 1)

La familia de factores de crecimiento transformadores estan involucrados en la regulacion
de procesos celulares que incluyen la division celular, diferenciacion, motilidad, adhesién y
muerte.

TGFB1
(cromosoma 19)

Este gen codifica a miembros de la familia de citoquinas del factor de crecimiento
transformador beta, que son péptidos multifuncionales que regulan la proliferacion celular,
diferenciacion, adhesién y migracion.

IGFBP4
(cromosoma 17)

Este gen es miembro de la familia de factores de crecimiento parecidos a la insulina.

IGFBP2
(cromosoma 2)

Este gen es miembro de la familia de factores de crecimiento parecidos a la insulina.
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S100A4
(cromosoma 1)

Esta involucrado en la regulacién procesos celulares como la progresién del ciclo celular y
diferenciaciéon. Los rearreglos cromosomicos y expresion alterada de este gen se ha
implicado en las metastasis tumorales.

MBP1/TRAPPC2
(cromosoma X)

Juega un papel en el transporte de vesiculas del reticulo endoplasmico al aparato de Golgi.

BCAN
(cromosoma 1)

Juega un papel en el desarrollo postnatal del sistema nervioso. Parece estabilizar
interacciones entre el acido hialurénico y los proteoglicanos cerebrales.

CD63
(cromosoma 12)

La proteina codificada por este gen es una glucoproteina de superficie y se ha asociado
con la progresién tumoral.

YBX1
(cromosoma 1)

Regula la transcripcion de numerosos genes, tiene un papel en la reparacion del DNA.

ARHE
(cromosoma 2)

Regula la organizacién de citoesqueleto de actina en respuesta a factores de crecimiento
extracelulares.

TOP2A
(cromosoma 17)

Este gen codifica una topoisomerasa de DNA.

Ki67/MKI67 Cadifica una proteina nuclear necesaria para la proliferacién celular.
(cromosoma 10)
PRKCB1 La proteina codificada por este gen esta involucrada en diversas vias de sefalizacion

(cromosoma 16)

celular y tiene distintas funciones como son la activacion de células B, induccién de
apoptosis, proliferacién endotelial.

MLCA1
(cromosoma 1)

La proteina codificada por este gen pertenece a la familia Bcl-2. El gran producto génico
(isoforma 1) permite la supervivencia celular inhibiendo la apoptosis, mientras que el
peqgueiio producto génico (isoforma 2) promueve la apoptosis.

BMP2
(cromosoma 20)

La proteina codificada por este gen pertenece a la superfamilia de factor de crecimiento
transformador beta.

NTRK2
(cromosoma 9)

Este gen codifica un miembro de la familia de receptores neurotroficos de tirosincinasa.
Fosforila miembros de la via MAPK permitiendo la diferenciaciéon celular. Los distintos
miembros de esta familia tienen diversas funciones, y el TrkB participa en la apoptosis de
las neuronas del SNC.

DFF45/DFFA
(cromosoma 1)

La apoptosis es un proceso de muerte celular que remueve células indtiles o toxicas
durante el desarrollo de los mamiferos. El proceso apoptético se acompafa de
fragmentacion celular y nuclear y degradacion de los cromosomas en unidades
nucleosomales, el DFF (factor de fragmentacion de DNA) es una proteina heterodimerica
de 40-kD(DFFB) y 45-kD(DFFA). La DFFA es sustrato de la caspasa 3 y dispara la
fragmentaciéon del DNA durante la apoptosis.

DES
(cromosoma 2)

Este gen codifica un filamento musculo especifico clase lI.

FOXG1
(cromosoma 14)

Este gen pertenece a la familia de factores de transcripcion, su funcién especifica no se ha
determinado; pero juega un papel en el desarrollo del cerebro.

MAPK1
(cromosoma 22)

La proteina codificada por este gen es miembro de la familia de cinasas MAP, actdan como
un punto de sefalizacion y esta involucrado en una gran variedad de procesos celulares
como son la proliferacién, diferenciacién, regulacién de la transcripcién y desarrollo.

CCNA1
(cromosoma 13)

La proteina codificada por este gen pertenece a la familia de ciclinas, las cuales funcionan
como reguladoras de las cinasas CDK. Estan involucradas en el control del ciclo celular.

SPINT2
(cromosoma 19)

Este codifica una proteina transmembrana.
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