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Palabras Clave

SNC: Sistema Nervioso Central.
OMS: Organizacién Mundial de la Salud.
LCR: Liquido Cefalorraquideo
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Resumen Estructurado

A nivel mundial, las neoplasias son la tercera causa de muerte en la edad pediatrica, de
éstas, las de sistema nervioso central ocupan el segundo lugar. En México la incidencia
es de 17 casos por milléon cada afio.

Las nuevas terapéuticas han mejorado la esperanza de vida de estos tumores a 5 afos.
Sin embargo existen multiples factores que favorecen las recaidas y el fracaso en la
terapéutica de estas neoplasias.

El comportamiento celular de los tumores favorece la prolongacién de la vida celular
mediante expresién y sobreexpresion de diversas proteinas.

BCL-2 es una proteina que codifica mediante diversos dominios de la célula la
inmortalidad a través de la inhibicion del sistema de caspasas (principales responsables
de la apoptosis) La determinacion de dichas proteinas puede favorecer en quehacer
clinico para ofrecer pronéstico y un manejo dinamico del tratamiento.

Objetivo: Determinar el tumor de SNC que disemina a neuroeje que expresara con
mayor frecuencia e intensidad el Bcl-2 medido por citometria de flujo en pacientes
pediatricos.

Tipo de estudio: Transversal analitico

Métodos: Se incluyeron pacientes con diagndstico reciente de tumores de SNC con
diseminacion a neuroeje: meduloblastomas, ependimomas, pinealoblastomas vy
germinales. Posterior a la reseccién quirirgica se tomé LCR y se incluyeron a los
pacientes con celularidad positiva, de estos se determind mediante citometria de flujo la
positividad para Bcl-2. Se siguieron durante el primer afio de tratamiento y se
determinaron otros factores de riesgo asociados: reseccion, radioterapia, quimioterapia,
sitio de presentacion. Se determind la variable dependiente de recaida por medio de
Resonancia Magnética Nuclear.

Anadlisis estadistico: se realizaron medidas de dispersion y de tendencia central,
diferencia de medianas en la expresién de Bcl-2 por Kruskall Wallis

Resultados: La cohorte de conformo por 57 pacientes, con una de los cuales 35 (61%)
correspondieron al sexo masculino, con una mediana de edad al inicio del diagnodstico de
120 meses (15-98).

El Bcl-2 se expreso en 30 pacientes (52%) . Los tumores germinales expresaron Bcl.2 en
75% y los meduloblastomas con mayor intensidad a diferencia del resto, p=0.05
Conclusiones: El Bcl-2 se expresa mas frecuentemente en tumores germinales y mas

intensamente en meduloblastomas.
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Marco Teorico

Epidemiologia del cancer de SNC.

En cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo, tan sélo en 2008 fue
la causa del 13% de todas las muertes (7.8 millones). De éstas los tumores de sistema
nervioso central presentaron una incidencia de 3.5x100,000 habitantes y una mortalidad
de 2.5 x 100,000. .En la edad pediatrica, Los tumores del sistema nervioso central en
nifos, presentan una incidencia de 2.76 a 4.03/100,000 nifios al afio . En Estados Unidos
se diagnostican al afio, entre 2500 a 3500 casos nuevos de tumores cerebrales en nifios
El “Central Brain Tumor Registry” de USA (2007 — 2008), reportd las siguientes
frecuencias en el grupo de edad de 0 a 14 afos: 15.5% para tumores embrionarios
incluyendo al meduloblastoma, 2.8% para glioblastomas y 20.5% para los astrocitomas
pilociticos vs 5.6%, 3.8% y 14.6% respectivamente, en el grupo de 15 a 19 anos.

Los demas astrocitomas representaron un 9.5% y 10.4% respectivamente en los 2
grupos de edad previamente mencionado

1

En México, en 1987, los tumores cerebrales ocupaban la segunda causa de muerte en el
grupo etario comprendido entre los 5 y 14 afos, y la tercera parte de las causas de
muerte, después de las malformaciones y de los accidentes, en el grupo de edades
comprendidas entre 1y 4 afios®.

En relacion a la mortalidad, de 1990-1994, los tumores de sistema nervioso central, en
derechohabientes del IMSS, ocuparon en tasa de 10x6 por edades: de 0-4 afios, 9.4; 5-
9 afos , 9.41; 10-14 anos, 7.1, y global 8.75. Siendo el Distrito Federal, el que presenta
mayor porcentaje de muertes en un 10%>.

Apartir de 2004 se realizaron registros de las unidades de atencién de todo el pais
pertenecientes el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) que reporta que los
tumores del sistema nervioso central en nifios presentan una frecuencia mas baja en
relacion a los nifos norteamericanos (12% vs 20 %) con una tasa de 14.7 por cada
100,000 nifios, pertenecientes a la regién sur del pais (Distrito Federa, Oaxaca, Chiapas,

Morelos y Guerrero); el 90% pertenecen a meduloblastomas, astrocitomas, tumores

L@
@)

%
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germinales y pinealoblastomas.*

La mortalidad de estas neoplasias es alta, es la sexta causa de muerte en la edad
preescolar, y la novena causa en la edad escolar. No obstante existe una disminucién del
23% desde 1975 debido a los avances en el tratamiento con quimioterapia®.

La mayoria de tumores infantiles son de origen embrionario y se caracterizan por
desarrollarse en las primeras dos décadas de la vida, cursar con un corto periodo de
latencia y localizarse dentro del neuroeje con un crecimiento rapido, agresivo e invasivo.
El 40% son infratentoriales, el 54% supratentoriales y el 6% se localizan en la médula.
Respecto de la localizacién anatdémica, los tumores de la fosa posterior y de areas
paraselares son mas frecuentes en la infancia y adultos jovenes, mientras que en el
adulto predominan los tumores supratentoriales. Las diseminaciones de ocurrir suelen
suceder dentro del neuroeje y s6lo en muy raras ocasiones fuera de él. La asociacion con
carcindgenos ambientales es rara, y en comparaciéon con los que se presentan en la edad
adulta la presentacion de metastasis es muy rara (un 4% frente al 25%). Son mas
quimiosensibles y radiosensibles y presentan mayor tasa de curaciones que los tumores
de la edad adulta®.

El diagnédstico se realiza con la Tomografia Axial Computada (TAC) y Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) fundamentalmente y el tratamiento es el quirdrgico y si es
preciso tratamiento oncolégico’ .

La forma mas comun de presentacion de los tumores cerebrales es un déficit neurolégico
progresivo (68%), frecuentemente paresia (45%), seguido por cefalea (54%) y crisis
epilépticas (26%). No existen signos o sintomas patognomoénicos para el diagndstico de
un tumor cerebral en pacientes aminasen, inicialmente van en relacion al incremento de la
presion intracraneana, lo que puede deberse o a una masa que crece y ocupa espacio o a
obstruccién en la circulacion del liquido cefalorraquideo®.

Las recaidas de los tumores de sistema nervioso central se presentan aproximadamente
en el 30% de los tumores, de éstas, el 80% se presentan durante los primeros 12-24
meses después de iniciado el tratamiento°.

Cuando se combinan dos sintomas como cefalea o vémito, es mas sugestivo de una
tumoracién.

En 2006, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) publicéd la clasificacion de los
tumores del SNC, la cual la divide en 15 grupos: atrociticos, oligodendroglia, ependimales,
neuroepiteliales, neuronales, de la regién pineal, embionarios, de nervios espinales vy

paraespinales, meningeos, del sistema hematopoyético, células germinales, de s los
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sindromes de tumores familiares, de la regidn selar y metastasicos’".

Los tumores con diseminacién en neuroeje son los de las familias correspondientes a las
células ependimales, la region pineal y embrionarios; especificamente: meduloblastomas,
ependimomas, pienaloblastomas, y germinales. A continuacién se mencionan aspectos

relevantes de cada uno de estas neoplasias.

Clasificacion de los tumores de Sistema Nervioso Central por la OMS.

Tumores del tejido neuroepitalial
»  Tumores astrociticos
»  Oligrodendrogliales
*  Gliomas mixtos
»  Ependimarios
»  Plexos coroideos
» Gliales de origen incierto
* Neuronales mixtos
* Neuroblasticos
*  Region pineal.
*  Embrionarios
*  Neuroectodérmico primitivo.
+ Rabdoide

Tumores de nervios periféricos
«  Swhannoma
*  Neurofibroma
e Perineuroma
e De lavaina nerviosa
e melandtico

Meninges
»  Células meningioteliales
* No meningioendoteliales
* Melanociticas

Linfomas y Neoplasias Hematopoyéticas

Células germinales

Region selar

Metastasicos

Meduloblastomas

El término meduloblastoma fue acufado en 1925 por Bailey y Cushing cuando

describieron clinica y patoldgicamente las caracteristicas de las lesiones en 29 pacientes

10
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con “ un tumor muy celular y de un tipo celular peculiar.”"?

Los meduloblastomas se originan a partir de células granulares del cerebelo cerca del
techo del cuarto ventriculo. Se pueden diseminar por contigliidad hacia el pedunculo
cerebelar, a lo largo del piso del cuarto ventriculo, hacia la médula cervical o cerca del
tentorium™.

Es el tumor maligno cerebral mas frecuente de la infancia y representa el 15% al 20% de
los tumores cerebrales y 30% a 40% de todos los tumores de fosa posterior en este grupo
de edad, con una incidencia de alrededor de 6 casos por millén de habitantes por afio en
los EE.UU.. Las tasas de incidencia estandarizadas Mundial son de 5,5 casos por cada
millén de afos del nifio en los nifios .Las edades maximas para la presentacién son entre
3 y 8 afios. Hay un discreto predominio masculino (1,5:1) . Dentro de su comportamiento
tienen una propensibn marcada a las semillas dentro de las vias del liquido
cefalorraquideo, con evidencia de diseminacién metastasica como ocurre en entre un
11% y 43% de los casos al momento del diagndstico.

La presentacion de datos clinicos son mas frecuentes los de hipertensién endocraneana,
debido a que los meduloblastomas se localizan en el cuarto ventriculo, por lo que hay
obstruccién del flujo de liquido cefalorraquideo y como consecuencia hidrocefalia,
somnolencia, estupor, nausea y vomito, la sintomatologia es de predominio matutino
debido a un aumento de la presién intracraneana por disminucién de la absorcion y
elevacion de presion arterial de bidxido de carbono y al despertar hay sintomatologia.
Asimismo, hay afeccién de pares craneales principalmente del cuarto y sexto. A la
exploracion se observara papiledema bilateral si es severa puede ocasionar escotomas
hasta ceguera8, ataxia, nistagmus. En nifios mas jovenes puede haber datos de
hemorragia subaracnoidea secundaria a sangrado tumoral™.

Los factores de riesgo que influyen en la evolucion natural de esta tumoracion incluyen: la
ploidia celular, la expresion del receptor de neurotrofina-3 (TrkC), expresion del MYCC y/o
ERBB2, delecién del p17, sobreexpresion del PDFG, expresion del p53 y survivina'®,'®. Se
ha reportado menor sobrevida en los pacientes que expresan BCL-2 en los cortes
tumorales que en aquellos que no lo hacen."

En el momento del diagnostico existe una diseminacion a través del liquido
cefalorraquideo hacia otros sitios intracraneales, la médula espinal, 0 ambos en el 20-30%
de los pacientes'®.

Es obligado que en los pacientes de reciente diagndstico se realice estudio de

neuroimagen y citologia de LCR para determinar la extension de la enfermedad'®.

11
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Asimismo en estudios retrospectivos se ha determinado que el prondstico de la
enfermedad se relaciona con la variedad celular, anaplasia y desmoplasia y sobre todo la

presencia de diseminacién en neuroeje?.

Pinealoblastomas

Es un tumor embrionario maligno primitivo de la glandula pineal, que afecta
principalmente al grupo en edad pediatrica, frecuentemente asociado con diseminacion
via LCR. Se compone de capas gruesas de células pequefias con nucleos redondos de
contorno irregular y escaso citoplasma. En cuanto la incidencia los pineoblastomas son
raros, constituyen aproximadamente el 40% de los tumores parenquimatosos de la region
pineal. Se presentan a cualquier edad, pero la mayoria se presenta en las primeras dos
décadas de vida con una media de edad de 18.5 afos; sin predominio de género. La
media de sobrevivencia varia de 24 a 30 meses?',%.

En el estudio de neuroimagen en la RMN se observa una imagen heterogénea hipo o

24

isointensa % | Es un tumor potencialmente agresivo, con siembra a liquido

cefalorraquideo?®,%.

La extension de la enfermedad al momento del diagndstico mediante deteccién via LCR o
RMN, determina la sobrevida del paciente. La extension de la reseccion y la radioterapia
determina el prondstico?’. Siendo las metastasis a SNC y columna vertebral la principal
causa de muerte®®. En ocasiones, el tumor pineal permanece asintomatico y se detecta
como hallazgo incidental en estudios de imagenologia; en estos casos el prondstico
mejora.

El inmunofenotipo de los pineoblastomas esta determinado por marcadores entre los que
se encuentran receptores neurogénicos de la glia. Positividad para sinaptofisina, tubulina

Il y cromogranina A% *°.

Tumores Germinales.

Los tumores de células germinales son morfolégica e inmunofenotipicamente homélogos
a tumores gonadales y otros tumores de células germinales extraneuroaxiales. Segun la
Organizacion Mundial de la Salud del 2007, se clasifican: a)Germinonas; b)Teratomas;
c)Teratomas maduros; e)Teratoma con transformacién maligna; f)Tumor del saco de Yolk;

g)Carcinoma embrionario; y h)Coriocarcinoma. La incidencia varia de acuerdo a la

12
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situacion geografica. En occidente, éstas neoplasias constituyen del 0.3-0.6% de los

tumores primarios intracraneales, y aproximadamente del 3-4% de éstos afectan a nifios
31 32 33

Aproximadamente el 80% de los tumores de células germinales de SNC afecta a sujetos
menores de 25 afios de edad, con un pico de incidencia entre los 10-14 afios de edad, y
predomina principalmente en varones>* *® *.

La proporcion con la que se presenta en varones:mujeres varia de acuerdo a la
localizacién e histologia del tumor. Mientras que la mayoria de los tumores de la regién
pineal predominan en varones; los tumores supraselares de células germinales son mas
frecuentes en mujeres.

Como otros tumores de células germinales extragondales, las variantes de SNC afectan
principalmente la linea media: 80% o mas se desarrolla en estructuras cerca del tercer
ventriculo, siendo la region de la glandula pineal el principal sitio de origen, seguido del
compartimento supraselar ¥ . Otros sitios pueden ser la regidon intraventricular,
periventricular difusa, ganglios basales, tdlamo, intramedular e intraselar.

Los hallazgos de imagenologia son inespecificos®,* En la RMN se observan como
masas solidas iso o hipertensas similares a la materia gris; también existen hallazgos
como hidrocefalia, invasion a estructuras vecinas y metastasis 6seas via LCR; éstas
Ultimas se visualizan como zonas lineares o nodulares que se extienden sobre la
superficie ventricular o en el espacio subaracnoideo.

El tratamiento de los tumores con diseminacion al neuroeje, se utilizan esquemas ya
establecidos como: bleomicina, etopdsido y carboplatino. En algunas fases puede

administrarse ciclofosfamida y BCNU“.

Ciclo celular

El ciclo celular, es una secuencia de pasos que tiene como objetivos la formacion de
células hijas idénticas funcionalmente independientes. Cuenta con dos fases gigantes: la
interfase y la mitosis*', *2

La interfase se divide a su vez en tres: la fase G1 (Grow 1) en la que se acumula el ATP
necesario e incrementa el material genético y el tamafio y numero de los organelos
celulares; la fase S ( sintesis), caracterizada por la replicacion del ADN (acido

desoxirribonucléico), y la Fase G2, que otorga un tiempo de organizacion y de

13
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preparacion celular antes de la divisién.

Previo a que la célula llegue a la fase de division han pasado hasta este momento pasos
esenciales que aseguran que el contenido celular esta en condiciones adecuadas para

que las células hijas sean totalmente autosuficientes.

Existen un proceso complejo de regulacion, integrado por puntos de control en fases
estratégicas para evaluar la secuencia y definir si la célula esta en condiciones o no de

continuar a la siguiente fase. Ver figura 1
Los efectores principales son:

* Proteinas que permiten el progreso del ciclo: son dos grandes familias, las
ciclinas, de las cuales se conocen 6 y de la cual se ha podido determinar la
funcién de cuatro de ellas (1,2,4 y 6); y las ciclinas ( A,B,D y E) ; la unién de
ambos complejos permite la fosforilacion de proteinas. La interrelacién de ambas
es estrictamente necesaria para que la funcién sea llevada en tiempo y forma
adecuados.

* vy las proteinas que inhiben : son la INK 4, la CIPs y algunos factores de

proliferacion celular.

En conjunto la interaccion de ambos tipos de proteina forman un punto de restriccion y

dos de control que son:

* Punto de restricciéon: al final de la G1, si este punto de restricciéon no se supera,
se compromete todo el ciclo celular. La meta final de este punto es que las cinasas
4 y 6 fosforilen a una proteina llamada Rb( proteina del retinoblastoma) para que
libere al factor de transcripcion E2F y estimule la produccién de la cinasa 2 y la
ciclina E, que son necesarias para la fase S; entonces la INK4 (p16) y la CIP (p27)
bloquean a las cinasas y ciclinas evitando la fosforilacion del Rb y impidiendo
irremediablemente que la célula pase a fase S.

* Primer punto de control: se encuentra al final del punto de restriccion, es decir
en G1. Este punto se encarga de revisar si el medio carece estas tres condiciones:
tamano celular adecuado, disponibilidad de alimento y material genético suficiente.

Participan la cinasa 2 y la ciclina E (activadas en el punto de restriccion), que

14
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inactivan a la Rb favoreciendo que la E2F inicie la sintesis de ADN. En este punto
existen proteinas inhibidoras: el factor de transcripcion p53 y una CIP, la p21 que
al encontrar errores en el material genético bloquean a la cinasa 2 y ciclina E,
deteniendo la replicacion.

*» Segundo punto de control: se encarga de revisar que el material genético se
haya duplicado completamente, no tenga errores y que el medio extracelular sea
adecuado. Los responsables son el complejo cinasa 1 y ciclina A y B, que se
encargan de inducir el ensamble del huso mitdtico y corroborar que los
cromosomas se ajusten a éste, asi como la condensacion del material genético.
La p53 y la p21 tienen la autoridad de inhibir el complejo cdk1-ciclina A,B si existen

condiciones poco favorables.

Figura 1:
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control 1

La mitosis tiene como ultimo objetivo la division sistematizada de la cromatina duplicada

para la creacion de dos células idénticas, esta conformada por las siguientes fases:

* Profase: la cromatina previamente difusa se condensa y conforma los
cromosomas, los microtubulos citoplasmaticos que forman el citoesqueleto
integran el uso mitotico.

* Metafase: los microtubulos alinean a los cromosomas en el ecuador.

* Anafase: los cinetocoros apareados se separan permitiendo que cada cromatida

sea llevada al plano polar de la célula hija.
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Bcl-2 y recaidas en tumores de Sistema Nervioso Central.

* Telofase: los cromosomas llegan al extremo polar, desaparecen los microtubulos y
los cinetocoros y se forma una nueva envoltura nuclear. Al mismo tiempo, la
cromatina condensada se expande y los nucléolos reaparecen.

* Citocinesis: Es la divisién del citoplasma.

Bcl-2 y Apoptosis

El vocablo proviene del griesgo apo-TEO-sis que significa desprendimiento de las hojas
del arbol en otofio. Se define como la muerte celular programada.Ha sido conocidapor
varios nombres. Virchow, en 1858, fue el primer investigador en describir los procesos de
muerte celular y, basandose soélo en parametros macroscopicos, los defini6 como
degeneracion, mortificacion y necrosis.

En 1879, utilizando observaciones microscopicas se introducen los términos Karyorhesis 'y
Karyolysis, que hacen referencia a la desintegracién y desaparicion del nucleo. Diez afos
mas tarde, Arnheim, propone los términos piknosis y marginacion de la cromatina.
Flemming, estudiando los foliculos de los ovarios de los mamiferos, observé y describio la
desaparicién de células, denominando a este proceso chromatolisis, término que fue
reutilizado por Graper, en 1914, como anténimo de los procesos de mitosis. Pero no fue

hasta 1972 cuando Kerr, Wyllie y Currie implantan el término:apoptosis*.

Es una compleja secuencia de sefializaciones que intervienen directamente sobre la

compactacion del citoplasma celular, la degradacion del DNA celular y destruccion de la

pared celular, existen dos fases en la cascada de la apoptosis: la que se lleva en el

citoplasma y en la mitocondria*. Esta cascada puede definirse para su comprension en
distintas fases:

* Activacién:A nivel general las sehales que intervienen en la apoptosis celular

inician desde la periferia (membrana celular) a través de los receptores especificos

del Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a) que se produce en macrofagos y

linfocitos T ; la interleucina 1, en linfocitos T; y el FAS. Dentro de la célula inician

una secuencia activadora de caspasas que llevan finalmente a la muerte celular.

Los receptores de muerte se caracterizan por presentar un dominio extracelular,

rico en cisteina y un segundo dominio de localizacion citoplasmatica conocido

como el “dominio de la Muerte’que es el responsable de la activacién de la

maquinaria apoptética. Una vez activados, los receptores transfieren la
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Bcl-2 y recaidas en tumores de Sistema Nervioso Central.

informacion al interior celular mediante un sistema complejo de interacciones
proteina-proteina que activan diversas cascadas celulares®.

* Sefalizacion: Una vez que se han activado los receptores, inicia una activacion
secuencializada de segundos mensajeros que activan la cascada intracelular,
entre los mas decritos: p53, BLC-2 y ceramidas.

* Ejecucion: El organelo final para la destrucciéon celular es la mitocondria. Uno de
los acontecimientos principales que tienen lugar en la mitocondria es la alteracién
de la permeabilidad de sus membranas debido a la formacion de un complejo
multiproteico (poro de permeabilidad transitoria mitocondrial) que conduce a la
liberacion del contenido intramitocondrial como el citocromo C mediante el sistema
de caspasas, el factor inductor de apoptosis y miembros de la familia de caspasas.
Otros episodios son alteraciones en la cadena transportadora de electrones,
pérdida del potencial electroquimico de membrana y cambios del ciclo metabdlico

de oxido/reduccion?.

écQué es el Bel-27?

Es una sigla que proviene de B-Cell lymphoma 2, se trata de una familia de proteinas
conformada aproximadamente por 25 miembros, que fueron identificados por primera vez
en 1984 cuando se estudiaba la alteracion de los genes 14 y 18 en los linfomas
foliculares, dicha mutacién ocasiona la traslocacion de los locus que codifican la
formacion de cadenas pesadas de inmunoglubulinas, la disregulacion tiene como
consecuencia mecanismos de activacion repetida de familias antiapoptéticas de Bcl-2,
que perpettia la produccion clonal de células hematopoyéticas*’“%.
Su funcion esta relacionada con la supervivencia celular y no con su proliferaciéon. Y de
acuerdo a lo anterior, existen dos funciones basicas: pro-apoptosis y anti-apoptosis. Ver
figura 2
Aunque en general se conocen a todas estas proteinas como Bcl, hasta el momento se
han clasificado 3 familias conformadas por los siguientes miembros:

* Anti-apoptoética Bcl-2: Bcl-2, Bel-XL, Bel-W MCL, Bcl2A1, Bcl-B

* Familia Bax, pro-apoptética: Bax, Bak, Bok

* Familia BH3, pro-apoptoética: Bad, Bid, Bik, Blk, BimL,PUMA, NOX, BMF, HRK

Las subfamilias tienen semejanzas en su estructura, con cuatro regiones denominadas
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Bcl-2 y recaidas en tumores de Sistema Nervioso Central.

dominios de homologia (BH), los dominios BH1, BH2 , BH3 y BH4 son responsables de
formar una zona de interaccion entre las familias antiapoptoéticas y proapoptéticas, de esta
manera pueden inhibirse.

El estudio de estas subfamilias ha revelado importantes interacciones en el ciclo celular,
en la regulacion de la apoptosis y en el desarrollo de enfermedades neoplasicas

El Bcl-2, muestra un dominio predominantemente citoplasmatico, tiene la capacidad de
interactuar directamente en la cascada intrinseca a través del complejo Citocromo C/Apaf-
1/procaspasa 9 bloqueando la actividad proteolitica de las caspasas, también puede
actuar a través del dominio BH3 en los receptores Fas y bloquear la actividad de la
caspasa-8, infiriendo también en la via extrinseca; las semejanzas en la estructura
permite bloquear a los integrantes de la subfamilia proapoptética del complejo Bax y
pueden regular el comportamiento del calcio citosolico del reticulo endoplasmico.
Especificamente tiene aportacion en el primer punto de regulacion del ciclo celular al
favorecer la fosforilacion de Rb y la liberacion de E2F e impidiendo que p27 detenga el
proceso, por tal motivo prolonga la fase G1 y facilita a la célula pasar a la siguiente fase
del ciclo®.

Bcl-xl y Bcel-W protegen a las células de los dafios ocasionados por citotdéxicos, rayos
ultravioleta, rayos gamma y drogas quimioterapéuticas.

La familia Bax son especialmente influyentes en la apoptosis de muchas células, en
presencia de sefiales citotoxicas, la sobreexpresion de Bax y Bak realiza cambios
membranales y bloquea la accion de Bcl-2 ( y sus integrantes), las teorias actuales
suponen que Bax/Bak se encuentran secuestradas en una proteina nuclear (proteina 14-
3-3) y que el dafo del DNA es un factor de liberacion para que se inicie la cascada
apoptotica. Existen mucha teorias que sugieren la manera en la que Bax/Bak
permeabilizan la membrana, probablemente la mas apoyada sea la existencia de un
particular canal en la membrana mitocondrial que liberen al citocromo C y con él, la
secuencia de pasos que termina con la activacion de la caspasa 3°°.

La familia de BH3 ( BH3 only proteins), ha sido motivo de multiples publicaciones acerca
de los factores que favorecen su activacién, por ejemplo Bim requiere la particular
activacion de linfocitos autoreactivos, de aqui se desprenden las asociaciones
encontradas con enfermedades autoinmunes; Bad requiere de factor activador
epidermoide; Bmf la sefalizacion de células epiteliales lesionadas. Noxa y PUMA/Bbc3
son activadas por p53. La cualidad de esta subfamilia es que son dinamicas, ya que son

estimuladas por las mismas cinasas que intervienen en el ciclo celular y su actividad
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Bcl-2 y recaidas en tumores de Sistema Nervioso Central.

apoptotica prescinde del complejo Bax/Bak para matar, es decir, por si solas no pueden
iniciar la activacion de caspasas, pero son especialmente sensibles y su amplia red de
miembros activan tanto a la familia Bax/Bak como a Bcl-2.

Existen por lo menos cuatro modelos que sugieren la ruta de activacion de cada uno de
los miembros de las subfamilias de Bcl-2, y aunque existen variaciones todas coinciden
con la siguiente ruta: la familia de los BH3 activa a la subfamilia Bax/Bak que a su vez
inicia el complejo citocromo c/Apaf-1/ procaspasa 9 y la cascada de las caspasas, Bcl-2
esta silente en estos pasos de manera que de ser necesario, interviene en el proceso y

bloquea la activacion®”.

Pro-apoptdticas — —_— Anti- apoptéticas
Familia BH3: Bad, Bid, Bik, Blk, BimL,PUMA, NOX, BMF, HRK

Familia Bcl-2: Bcl2 ,Bcl-XL, Bcl-W MCL, Bcl2A1, Bcl-B
Familia Bax/Bak:Bax, Bak, Bok

Fas TNFa il1
Bcl-2

Bcl-2 —X_ Bid <—Caspasa 8 w_ l
l inhibe

Bax/Bad
g5 | B
mitocondria
Apoptosis
Caspasa 3,6,7
Radicales libres autolisis
Casp 1,2

Ca+

estrés

Bcl-W
BEI-XI_)u — YCa+

Bax/Bak

Figura 2: Esquema que ejemplifica los mecanismos de las tres familias de proteinas Bcl que favorecen e

inhiben la apoptosis.

El Bcl-2, muestra un dominio predominantemente citoplasmatico, tiene la capacidad de
interactuar directamente en la cascada intrinseca a través del complejo Citocromo C/Apaf-
1/procaspasa 9 bloqueando la actividad proteolitica de las caspasas, también puede
actuar a través del dominio BH3 en los receptores Fas y bloquear la actividad de la
caspasa-8, infiriendo también en la via extrinseca; las semejanzas en la estructura
permite bloquear a los integrantes de la subfamilia proapoptética del complejo Bax y

pueden regular el comportamiento del calcio citosolico del reticulo endoplasmico.
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Bcl-2 y recaidas en tumores de Sistema Nervioso Central.

Especificamente tiene aportacion en el primer punto de regulacion del ciclo celular al
favorecer la fosforilacion de Rb y la liberacion de E2F e impidiendo que p27 detenga el
proceso, por tal motivo prolonga la fase G1 y facilita a la célula pasar a la siguiente fase
del ciclo.

Bcel-xl y Bcel-W protegen a las células de los dafios ocasionados por citotéxicos, rayos
ultravioleta, rayos gamma y drogas quimioterapéuticas.

La familia Bax son especialmente influyentes en la apoptosis de muchas células, en
presencia de sefiales citotoxicas, la sobreexpresion de Bax y Bak realiza cambios
membranales y bloquea la accion de Bcl-2 ( y sus integrantes), las teorias actuales
suponen que Bax/Bak se encuentran secuestradas en una proteina nuclear (proteina 14-
3-3) y que el dafo del DNA es un factor de liberacion para que se inicie la cascada
apoptotica. Existen mucha teorias que sugieren la manera en la que Bax/Bak
permeabilizan la membrana, probablemente la mas apoyada sea la existencia de un
particular canal en la membrana mitocondrial que liberen al citocromo C y con él, la
secuencia de pasos que termina con la activacién de la caspasa 3.

La familia de BH3% ( BH3 only proteins), ha sido motivo de mudiltiples publicaciones acerca
de los factores que favorecen su activacién, por ejemplo Bim requiere la particular
activacion de linfocitos autoreactivos, de aqui se desprenden las asociaciones
encontradas con enfermedades autoinmunes; Bad requiere de factor activador
epidermoide; Bmf la sefalizacion de células epiteliales lesionadas. Noxa y PUMA/Bbc3
son activadas por p53. La cualidad de esta subfamilia es que son dinamicas, ya que son
estimuladas por las mismas cinasas que intervienen en el ciclo celular y su actividad
apoptotica prescinde del complejo Bax/Bak para matar, es decir, por si solas no pueden
iniciar la activacion de caspasas, pero son especialmente sensibles y su amplia red de
miembros activan tanto a la familia Bax/Bak como a Bcl-2.

Existen por lo menos cuatro modelos que sugieren la ruta de activacién de cada uno de
los miembros de las subfamilias de Bcl-2, y aunque existen variaciones todas coinciden
con la siguiente ruta: la familia de los BH3 activa a la subfamilia Bax/Bak que a su vez
inicia el complejo citocromo c/Apaf-1/ procaspasa 9 y la cascada de las caspasas, Bcl-2
esta silente en estos pasos de manera que de ser necesario, interviene en el proceso y

bloquea la activacion®®.
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Proteina P-53%

Esta proteina expresa su funcién durante la replicacion del DNA celular y mitocrondrial,
detecta secuencias incoherentes, cuando éstas se manifiestan bloquea el proceso de
secuencializacion e induce el proceso apoptético.

Se ha descrito en la algunas enfermedades como el cancer una proteina llamada Mdm-2
gue se unen a la porcion terminal de la proteina P-53 y bloquean su accién; ocasionando

que la duplicacion del DNA continué incoherente y exprese mutaciones.

Caspasas®

Son las proteinas encargadas del proceso final de la apoptosis; se encuentran inactivas
dentro de la célula en forma de zimégenos o procaspasas.

Se han descrito 10 de ellas, como familia de protein-cinasa que constan de un
prodominio N-terminal y dos subunidades, una grande p20 y otra pequefia p10.

Existen dos familias de procaspasas, la | ( 1,2,8,9 Y10) y la 1l (3,6,7); la diferencia entre
ambas consiste en que las de clase |, tiene la capacidad de autoactivarse y activar las de

clase Il.

Las caspasas activas actuan hidrolizando a las diversas proteinas, del citoesqueleto,
nucleares, proteinas que intervienen en la division celular, en el control del ciclo celular,
reparacion, replicacién y transcripcion del ADN.

La primera parte de la cascada actua sobre la membrana celular ocasionando su
destruccion y la segunda directamente sobre la mitocrondria .

Todas las caspasas inducen la via extrinseca y mitocrondrial; con excepcion de la 8 que

Unicamente actua sobre la destruccién de la pared celular.

Apotosis y cdncer .

La apoptosis esta intimamente relacionada con el proceso fisiopatolégico de las
neoplasias, existe una sobreexpresion de la proteina BCL-2, asi como una disminucion en
de la actividad del p53; favoreciendo la inmortalidad y los errores de replicacion de la
célula tumoral. Este comportamiento se ha reportado en leucemias, linfomas, renales,
sistema nervioso central, pulmén, melanoma y sarcomas®.

En tumores del SNC en especial astrocitomas, la expresién del BCL-2 es un factor de mal

prondstico para la sobrevida, un estudio realizado en un hospital de tercer nivel de
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atencion a los cuales se les realizé medicion de la proteina, se demostré que aquellos que
la expresaron tuvieron una sobrevida del 29% comparado con 64% de aquellos pacientes

que no la expresaron®®.

CELULA TNF-a FAS IL-1
DNA | DnA
Bloquea Favorece secuencia
secuancializacion || P53T v BCL-24 BCL-21 v P531 || erréneas

MITOCONDRIA

NORMAL CANCER

iberacion de citocromo C Liberacion de citocromo C

1 2 3 45 6 7 8 9 10

DESTRUCCION CELULAR

Figural

El p53 de igual manera se asocia a menor sobrevida en los pacientes con astrocitomas
que lo expresan®’, mientras que en los meduloblastomas se expresa principalmente en
aquellos que son relacionados a sindromes genéticos como Neurofibromatosis. Ebehart
y colaboradores, publicaron en 2005 una cohorte de 64 pacientes con meduloblastoma ,

de los cuales 18 expresaron p53 asociados estadisticamente con peor pronéstico®.

Citometria de flujo

Método analitico por el que se mide la emision de multiples fluorescencias y la dispersion
de luz (“light scatter”) de células o particulas microscépicas, alineadas secuencialmente
mediante una corriente liquida laminar, cuando son presentadas de una en una y a gran
velocidad (hasta miles de células/segundo) frente a un haz de luz laser de longitud de

onda adecuada; su utilidad puede aplicarse para identificar secuencias de DNA, proteinas
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extracelulares, complejos inmunes circulantes, virones individuales, liposomas,
cromosomas aislados, asi como bacterias, hongos y virones®™.

La mediciéon de estos fragmentos se realiza mediante fluororescencia, pasando las
particulas a través de un haz de luz que mide el tamafio de éstas por el espectro de luz
que emiten. Para favorecer esto se aplican anticuerpos monoclonales especificos,
dirigidos contra proteinas de membrana o intracitoplasmaticas, que llevan apareado un
fluorocromo para su deteccion y visualizaciéon mediante un sistema informatico apropiado.
Posee una sensibilidad superior a 1x10-4, es decir, es capaz de detectar una célula
tumoral entre 10,000 células normales. Mediante esta técnica pueden identificarse
proteinas como BCL-2, p-53 y otros oncogenes y sugerir mediante esta celularidad la
actividad tumoral de las neoplasias®.

Las cualidades de la citometria de flujo sobre la inmunohistoquimica es que ofrece
informacién dinamica del comportamiento celular de manera objetiva, es decir la
inmunohistoquimica arroja informacién sobre el campo analizado y el grado en el que las
células expresaron la proteina, mientras que la citometria de flujo demuesta el numero de
células y la intensidad en la que se expresan.

Mediante esta técnica puede definirse la presencia de Enfermedad Residual Minima
(ERM) como la identificacion de células tumorales posterior al tratamiento

quimioterapéutico.
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Planteamiento del problema

En las ultimas décadas, los avances en quimioterapia y radioterapia han mejorado de
forma considerable las posibilidades de supervivencia de los nifios afectados de patologia
oncolégica. Sin embargo, el riesgo de recurrencia continla siendo un obstaculo
importante para su remision.

Los tumores de sistema nervioso central en la edad pediatrica tienen un comportamiento
particular a diferencia del adulto, aunque histolégicamente sean de bajo grado, se
comportan agresivamente y muestran mayor resistencia a la quimioterapia; la tendencia
de los razonamientos actuales explican que este fendbmeno se deba a que el tumor
expresa marcadores como el BCL-2 que intervienen directamente sobre el ciclo celular.
Estos marcadores pueden ofrecer al clinico informacién prondéstica sobre el tumor y su
comportamiento molecular, pudiendo predecir su respuesta a pesar de los factores
pronésticos y de esta forma justificar cambios dinamicos al manejo.

Sin embargo, no se encuentra descrito en la literatura la frecuencia en que se expresa
este marcador. Los tumores de SNC que se diseminan a neuroeje tiene ya de entrada un
peor pronostico por la diseminacion de dichas células. De determinarse el
comportamiento de estas células en la expresion de Bcl-2 podran sugerirse nuevos

estudios que evaluen el comportamiento que tienen con la evolucién.

Pregunta de investigacion.
¢, Cual sera la frecuencia de expresion de Bcl-2 en un grupo de tumores de SNC que se

diseminen a neuroeje (meduloblastomas, ependimomas, pinealoblastomas, germinales)

en pacientes pediatricos?
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Justificacion

La citometria de flujo tiene la capacidad de detectar la expresion de proteinas que
intervienen directamente en la apoptosis. Mediante la obtencion de muestra de liquido
cefalorraquideo pueden obtenerse células afectadas y de esta manera predecir el
comportamiento del tumor.

La citometria de flujo a diferencia de la inmunohistoquimica ofrece parametros celulares
objetivos y cuantitativos sobre la expresion de proteinas relacionadas con la apoptosis.

Un estudio realizado en el HP CMN SXXI comprobdé mediante citometria un aumento en
el porcentaje oncogen BCL-2 en los tumores de SNC entre cada ciclo de quimioterapia,
independientemente del comportamiento del tumor en los estudios de imagen‘”.

Es de importancia determinar en estos tumores que diseminan a neuroeje cual y en que

intensidad es la frecuencia en que se expresa el Bcl-2

Hipotesis
En pacientes pediatricos, los meduloblastomas que tienen celularidad positiva en LCR
expresaran con mayor frecuencia y en mayor porcentaje la proteinas Bcl-2 medida por

citometria de flujo comparado con los tumores germinales, pinaloblastomas vy

ependimomas con metastasis a LCR.

Objetivos

Objetivo general:
Determinar el tumor de SNC que disemina a neuroeje que expresara con mayor

frecuencia e intensidad el Bcl-2 medido por citometria de flujo en pacientes pediatricos.

Objetivo particular:
* Determinar las caracteristicas demogréaficas y clinicas de cada uno de los tumores
de SNC estudiados ( meduloblastomas, germinales, pineabloblastomas y

ependimomas) que se diseminan a neuroeje en pacientes pediatricos.
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Métodos

Universo y muestra

Se examinara poblacién con diagnostico de tumores de SNC que de acuerdo a la
clasificacion de la OMS se diseminan por liquido cefalorraquideo, que sean
diagnosticados en la Unidad Médica de Alta Especialidad Hospital de Pediatria del Centro
Médico Nacional Siglo XXI (UMAE HP CMN SXXI) en un lapso de 1 afio a partir de la

aceptacion del protocolo.

Tipo de estudio

Disefio: transversal analitico

Por seguimiento: transversal

Por recoleccién de los datos: ambilectivo.
Por el tipo de analisis: analitico.

Por el tipo de maniobra: observacional.

Criterios de inclusion, exclusion y eliminacidn

Criterios de inclusion

- Pacientes de cualquier sexo, entre 1y 17 afios de edad.

- Pacientes con diagnéstico histopatolégico de acuerdo a la clasificacion de la OMS de
cualquiera de los tumores de SNC que se diseminen a neuroeje ( meduloblastomas,
ependimomas, pinealoblastomas, embrionarios).

+ Que la biopsia, reseccion total o parcial del tumor se haya realizado en el hospital
donde se llevara a cabo el estudio.

+ Determinacién de liquido cefalorraquideo al momento del diagnéstico antes de la

primera quimioterapia y que sea positivo para células neoplasicas.

Criterios de exclusion
* No deseo de participar en el estudio

* Tumores con celularidad negativa en muestra de LCR.
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Criterios de eliminacién
- Pacientes con expediente incompleto.

« Muestra de liquido cefalorraquideo insuficiente para realizacion de BCL-2.

Métodos

Se captaron a los pacientes de reciente ingreso con la sospecha de tumor de SNC con
diseminacion a neuroeje y se incluiyeron una vez que se haya corroborado el diagnostico
por clinica, imagen y reporte histopatoldgico.

El paciente posterior a ser sometido al procedimiento quirurgico de extirpacién total,
parcial o biopsia y de confirmacion histolégica se tomoé una muestra de LCR posterior a un
periodo de lavado de 2 semanas posquirurgica y se determinara la celularidad (positiva o
negativa), incluyéndose a los primeros y determiando mediante clitdmetro la presencia de
Bcl-2.

Se tomaron del expediente clinico las siguientes variables: sexo, edad de diagnéstico, tipo
de tratamiento quirurgico, grado histolégico y localizacion.

Todos los gastos fueron cubiertos por el presupuesto y equipo del Laboratorio de
Tumores Cerebrales del UMAE HP CMN SXXI.
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Tabla de variables:

Bcl-2 y recaidas en tumores de Sistema Nervioso Central.

>
5.t

VARIABLE

DEFINICION
CONCEPTUAL

DEFINICION
OPERACIONAL

TIPO DE VARIABLE

MEDICION.

encontrado en el
espécimen de la
tumoracién por
estudio
histopatologico.

Sexo Caracteristicas Sexo Cualitativa 1: hombre

fenotipicas que

califican al sujeto Fenotipico nominal 2: mujer

en femenino o

masculino
Edad Tiempo Edad cumplida en meses Cuantitativa NUmero de meses

trasnscurrido desde el nacimiento hasta

desde el el dia de la dltima consulta. | discreta

nacimiento hasta

la muerte del

mismo
Localizacion del || Localizacién Sitio en el que se Cualitativa 1: infratentorial
tumor intracraneal del encuentra el tumor en el

tumor. craneo por reporte del nominal 2: supratentorial

cirujano o RMN L
3: region pineal.

Clasificacion del || Reportado por el Clasificacion Cualitativa 1: meduloblastoma
tumor servicio de histopatoldgica de los

patologia, en tumores de sistema nominal 2: germinal

relacion al nervioso central de .

, 3: pinealoblastoma
porcentaje de acuerdo al manual de la
anaplasia OMS 4.ependimoma

\.
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Grado histolégico Los tumores de | De acuerdo al reporte Independiente Cualitativa
grado | son de patologia
circunscriptos y nominal
tienen, por lo
tanto, grado Il
limites son
imprecisos o la
extension es
difusa . Grado Ill
al tumor pre-
existente (que
eradegrado |6
I1). Grado IV
indiferenciado

Reseccion quirargica | Procedimiento Extirpacion de tejido Cualitativa 1: biopsia
empleado por cirujano | tumoral, reportado en
para extraer un tejido | hoja quirdrgica nominal 2: parcial
patologlco ya sea total 3 total
0 parcial.

BLC-2 en porcentaje Familia de proteinas | Presencia en Dependiente 0: por debajo del
expresadas en porcentaje en porcentaje determinado
células tumorales muestra de liquido | Cualitativa cOmo riesgo
que limita la cefalorraquideo .
apoptosis mediante citometria nominal 1: por arriba del
impidiendo la de flujo. porcentaje determinado
destruccion del como riesgo.
citocromo C

Tamaino de muestra
De acuerdo al manual de clasificacion de tumores de SNC de la OMS de 2007, los

meduloblastomas presentan una frecuencia de expresién de Bcl-2 en

inmunohistoquimica del 27%.
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Z%,=3.84
p= 0.73
g=0.27
5°=0.09

Por lo tanto el tamafio de muestra esperado es de : 9 pacientes en cada grupo de
tumores analizados

Total de pacientes: 36 sujetos

Plan de analisis estadistico
La informacion recolectada en los cuestionarios, se codificara en forma numérica y

capturada en una base de datos en el paquete estadistico SPSS version 17.

Descriptivo « Estimacién de medidas de tendencia central y dispersion para
variables continuas y la estimacion de proporciones para

variables categoricas

Inferencial * Analisis de ANOVA o Kruskal Wallis dependiendo de la
distribucion para determinar diferencias de medias entre el

nivel de BCL-2 y las diferentes estirpes tumorales.

Consideraciones éticas

Riesgo de la investigacion: Segun la Ley general de Salud en materia de la
investigacion para la salud el presente estudio se considera de riesgo mayor al minimo
por tratarse de una puncion para obtencién de LCR que se realiza por rutina en estos

pacientes (Articulo 17).

Confidencialidad: Se otorgara la seguridad a los familiares de los participantes de que
no se revelara la identidad de los mismos segun el Articulo 21 Fraccion VIl de la Ley
General de Salud.

Condiciones en las que se solicitara consentimiento informado: La carta de

30

/1)
\CfU\N
\ XX



Bcl-2 y recaidas en tumores de Sistema Nervioso Central.

consentimiento informado se solicitara previo a la inclusién del participante al estudio, .
Sera solicitado por el investigador principal y colaboradores. El participante tiene la
libertad de retirar su consentimiento en cualquier momento de la investigacién (Articulo
21, Fracciones |-Vl de la Ley General de Salud).

También se realizara carta de consentimiento para el procedimiento de puncién lumbar.

Factibilidad: Se trata de un estudio que aborda un tema prioritario en un Hospital de
referencia del pais. El marcador se realiza por rutina por el Laboratorio de Tumores de
Sistema Nervioso Central del UMAE HP CMN SXXI.

Al mes ingresan 12 casos nuevos, de los cuales al menos 5 son tumores que se
diseminan al neuroeje, por lo que en un afo pueden obtenerse 60 casos, por lo que se

obtiene el tamano de muestra.

Resultados

En el periodo de seguimiento, se integré la cohorte con un total 57 pacientes, de los
cuales 35 (61%) correspondieron al sexo masculino, con una mediana de edad al inicio
del diagnéstico de 120 meses (15-198). El tumor mas frecuente correspondié al
Meduloblastoma en 24 casos (42%) y la mediana del tiempo de evolucién, hasta la fecha
actual es de 12 meses (5-36).

La presentacién del tumor fue en el 63% infratentoriales, y el 83% se clasificaron de alto
riesgo.

En relacion al manejo terapéutico, la reseccion quirdrgica mayor del 80% se llevé a cabo
en 32 sujetos (55%). El Bcl-2 fue positivo en 30 pacientes (52%). El resto de las
caracteristicas de muestra en la tabla 1.

Los resultados por cada uno de los tumores fue el siguiente, ver tabla 2:

En los meduloblastomas, su presentaciéon mas frecuente fue en el sexo masculino en el
75%, la mediana de edad de presentacién de 114 meses (38-198), con un manejo
quirurgico total del 62% y una expresion de Bcl-2 en el 54% de los sujetos.

Para los Ependimonas, el sexo femenino (60%) fue el mas prevalente, con una mediana
de edad de 99 meses (15-192), la excéresis total y parcial se llevaron a cabo en el 39%

respectivamente y se expreso Bcl-2 en 45%.
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Los Pinealoblastomas se presentaron mas frecuentemente en mujeres (67%), con una
mediana de edad de 132 meses (19-174) ; siendo la reseccion total el manejo en el 80%
de los casos y expresando Bcl-2 el 50%.

Los germinales se presentaron totalmente en el sexo masculino, expresando BCL-2 en el
71% vy la reseccion total y parcial se llevd a cabo en el 29% respectivamente

Existio diferencia en las medianas de expresién celular de Bcl-2 entre los tumores, con
una diferencia estadisticamente a favor del meduloblastoma, valor de p=0.05. Ver grafico
1.

Discusion

Los tumores de SNC como ya se expuso previamente corresponden a la segunda
neoplasia mas frecuente en la edad pediatrica después de las leucemias.

En Estados Unidos de Norteamérica a través del NCI (National Cancer Institutes) y el
SEER program (Surveillance, Epidemiology and End Results) reportan que estos
canceres representan el 16% de todos los tumores en la edad pediatrica®. El 52%
correspondieron a los atrocitomas, 21% a tumores neuroectordérmicos primitivos, gliomas
15% y ependimomas del 9%

El registro nacional de cancer en México (RNCM)* , esfuerzo realizado por el IMSS por
reflejar el comportamiento de las neoplasias en la edad pediatrica, demostré que estos
tumores corresponden al total de 12% de todos los canceres®. Del total, 90% se debe a
los subtipos de Astrocitomas, embrionarios (meduloblastomas) y ependimomas.

El Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI, es un centro de referencia
para el diagndstico y tratamiento de estas neoplasias. La cohorte que motivo el desarrollo
de este estudio excluyé los astrocitomas e incluyd exclusivamente tumores con
diseminacion al neuroeje, nosotros encontramos que en orden de frecuencia, los
meduloblastomas representaron el 42%, seguido por ependimomas 35%,
pinealoblastomas 11% y germinales 12%. Esta se parece mas a los reportes en el
documento de clasificacion de tumores de SNC de 2007 de la OMS®.

En relacién a la edad de presentacion, encontramos una mediana de 10 afios (1.1-16.5),
lo que concuerda con los reportes de NCl y el RNCM * %,

Allen propuso una escala de severidad en dos variedades pronosticas®: riesgo promedio
y alto. Nosotros encontramos que momento del diagnédstico el 83% se clasificaron como

de alto grado, debido a que muchos de ellos son de fosa posterior, en ninos menores
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de 3 afos y sobre todo con enfermedad metastasica al neuroeje. Este porcentaje no
refleja en momento alguno los datos esperados en poblacién abierta pero es esperado en
nuestra cohorte debido a que el criterio de inclusion fue precisamente la presencia de
células metastasicas en LCR.

Al analizar por cada uno de los tumores el sexo y la edad de presentacion, observamos
gue se conserva una relacion a la reportada por la OMS: para los meduloblastomas
predominio del sexo masculino en una edad menor de 10 afios; en ependimomas,
mujeres de menos de 10 afios al igual que los pinealoblastomas; y una presentacion total
del sexo masculino en los tumores germinales tal cual se reporta en la base ya
mencionada®.

El tratamiento quirdrgico es la piedra angular en estas neoplasias®®, se considera exitosa
a la extirpacion de mas del 80%, nuestros pacientes recibieron este beneficio en apenas
el 55% de los casos probablemente asociado a que estos tumores son infratentoriales y la
reseccion quirdrgica total ofrece mayor riesgo que beneficio al comprometer estructuras
vitales.

Tomando en cuenta que los 57 casos presentaron infiltracién a SNC, la determinacion del
Bcl-2 mediante la citometria de flujo fue en el 52% de los casos.

Como previamente se ha mencionado, el Bcl-2 se ha encontrado en distintos tipos de
neoplasias con un rol francamente determinado como en linfomas®, cancer de mama®,
prostata® y estdbmago donde se ha confirmado su asociacién con menor sobrevida.

En el caso de los tumores de SNC, Lopez-Aguilar JE** encontré asociacion en tumores de
astrocitomas la cual presentd tendencia a la significancia estadistica por falta de tamano
de muestra, en meduloblastomas, el manual de la OMS para clasificaciéon de tumores de
SNC publica la presencia de Bcl-2 en meduloblastomas la cual puede asociarse a
resistencia al tratamiento®. Sin embargo, la mayoria de los articulos relacionados con el
tema concretan su papel y sugieren la realizacion de estudios grandes con multiples
marcadores para aseverar las interacciones®.

Los niveles de expresion de Bcl-2 en los meduloblastoma son estadisticamente mayores
(p=0.05), y una tendencia en los tumores germinales (p=0.07). Si bien no encontramos
referencias bibliograficas que refirieran la expresiéon de Bcl-2 medido por citometria de
flujp para comparar este comportamiento biolégico del tumor, la asociacién entre
meduloblastomas ya habia sido previamente descrita” y en tumores germinales que no
se presentaban en SNC'".

Consideramos que el Bcl-2 es una propiedad incluida en la célula tumoral, pero que hay
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factores que pueden modificar su expresioén (no es tema de esta tesis), por ejemplo, se ha
descrito que las células cancerosas in vitro pueden verse estimuladas por la radiacion
terapéutica para sobreexpresar la proteina Bcl-272.

Y se han publicado que algunos farmacos quimioterapéuticos como la ifosfamida, el
etoposido o el vp16 tienen en modelos animales propiedades inespecificas para atenuar
la expresion de esta proteina’; aunque también se ha descrito que los tumores mayores
de 2mm en ratas pueden desarrollar resistencia dado que al parecer existe un
medicamento aun no aclarado entre los niveles incrementados de Bcl-2 y la expresion de
GST-mu que condiciona resistencia a drogas como la vincristina. En nuestro caso, el
Hospital de Pediatria mantiene un esquema quimioterapéutico estandarizado con triple
droga (ifosfamida, etopdsido y VP16) y este estudio no puede demostrar dichas
asociaciones.

Asi también, existe evidencia de que el bloqueo de la apoptosis no es exclusivamente
responsable de Bcl-2. El p53 tiene un papel importante en la interfase para inducir el
bloqueo en la fase S, sin embargo el comportamiento en las neoplasias parece atenuar su
respuesta y favorecer el paso del ciclo celular con errores cromosomicos graves; también
el AKT ha sido evidenciado como fosforilador de proteinas que favorecen la resistencia de
la apoptosis’.

El Bcl-2 por otra parte, parece que en las neoplasias como el linfoma tiene una
incrementada actividad contra los otros complejos propaoptoticos, especialmente en las
familias BH3 que quedan bloqueadas con facilidad y limitan la produccién del
apoptosoma’®.

Hasta este momento, consideramos que nuestro estudio presenta las siguientes
limitaciones:

No descartamos un sesgo de mala clasificacion en el diagnéstico de la estirpe histoldgica,
ya que aunque el personal de patologia cuenta con la experiencia, no se realizd
concordancia intra ni interobservador para evidenciar un valor de kappa.

Sesgo de informacion: el reporte de la reseccidn quirtrgica se hace por el neurocirujano,
en algunos casos se menciona exclusivamente como reseccién completa y no se estipula
el porcentaje total, por lo que la variable de reseccion quirurgica puede limitarse a los

datos referidos por el cirujano.

Conclusiones
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* El tumor mas frecuentemente encontrado que presenta celularidad positiva es el
meduloblastoma

* EIBcl-2 se expres6 mas frecuentemente en los tumores germinales de SNC

* EIBcl-2 se expreso con mayor intensidad en los meduloblastomas.

* La presentacién etaria de los tumores es igual a la reportada en la literatura.

Anexos

Tabla 1: Caracteristicas generales de la cohorte de sujetos con tumores de SNC que se diseminan a
neuroeje.

Variable Numero de pacientes (%)
| mediana (min-max)
Sexo
Hombre 35 (61%)
Mujer 22 (39%)
Edad al momento del diagnéstico (meses) 120 (15-198)
Tipo de tumor
Meduloblastoma 24 (42%)
Ependimoma 20 (35%)
Pinealoblastoma 6 (11%)
Germinal 7 (12%)
Grado histolégico
Bajo grado 10(17%)
Alto grado 47(83%)
Tratamiento quirurgico
Total 32(55%)
Parcial 16(30%)
Biopsia 9(15%)
Sitio de localizacion
Supratentoriales 15 (26%)
Infratentoriales 36(63%)
Region pineal 6(11%)
Reseccion total (si) 23 (40%)
BCL-2 (positivo) 30 (52%)
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Grafica 1: expresion de Bcl-2 en LCR en citometria de flujo en cuatro tipo de

BCL2 citometria

tumores
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Tabla 2 -: Presentacion por tumor meduloblastomas , ependimomas, pineablomastomas y germinales que se
diseminan a neuroeje.

Variable Numero de pacientes ( %)/ mediana (limites

intercuartilicos)

Meduloblastomas

Sexo
Hombre 18 (75%)
Mujer 6 (25%)
Edad 114(38-198)
Bcl-2 positivo 13(54%)
Bcl-2 (%) 12 (0-87)
Tratamiento quirargico
Total 15 (62%)
Parcial 7 (30%)
biopsia 1 (8%)
Ependimoma
Sexo
Hombre 8 (40%)
Mujer 12(60%)
Edad 99 (15-192)
Bcl-2 positivo 9(45%)
Bcl2 (%) 2(0-13)
Tratamiento quirdrgico*¥
Total 7 (39%)
Parcial 2 (39%)
biopsia 4 (22%)
Pinealoblastomas
Sexo
Hombre 2 (33%)
Mujer 4 (67%)
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Bcl-2 positivo 3(50%)

Tratamiento quirurgico*¥

Total 4(80%)
Parcial
biopsia 1 (20%)
Sexo
Hombre 7(100%)
Mujer

e

Bcl-2 positivo 5(71%)

Tratamiento quirurgico™¥

Total 2(29%)
Parcial 2(29%)
biopsia 3(42%)
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Carta de consentimiento informado

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI
HOSPITAL DE PEDIATRIA
SERVICIO DE ONCOLOGIA

Consentimiento informado para la realizacion de puncion lumbar y aplicacion de quimioterapia intratecal.
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 del

hospital de Pediatria para la realizacién del procedimiento como método diagnéstico y de seguimiento para su analisis
citolégico y para la realizacion de estudios por citometria de flujo, asi como la para la aplicacién de quimioterapia
intratecal como parte del tratamiento.

RIESGOS: Estoy enterado (a) de que al realizar el procedimiento existen riesgos de sangrado y/o infeccién en el sitio de
la realizacion y que puede extenderse a sistema nervioso. En caso necesario el paciente sera sedado.

Estoy enterado (a) de la garantia y seguridad del procedimiento y que los riesgos potenciales son derivados del mismo y
del tipo de la enfermedad de mi paciente.

CONSENTIMIENTO DEL PADRE O TUTOR: He leido y entendido este formato de consentimiento y comprendo que no
debo de firmar si todos los parrafos y todas mis dudas han sido explicadas o contestadas a mi entera satisfaccion o si no
entiende la palabras contenidas en este documento.

NO FIRME A MENOS QUE LEA'Y ENTIENDA POR COMPLETO ESTE DOCUMENTO.

“Conozco las normas del IMSS vy 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 o amigos

o profesional o similar que visite a mi paciente.

Nombre y Firma del testigo Nombre y firma del padre/madre o tutor

Nombre y firma del testigo Fecha Hora
DECLARACION MEDICA. Ha explicado el contenido de este documento al paciente y he respondido todas las preguntas

al grado maximo de mi conocimiento.
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Fecha Hora
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UNIDAD DE INVESTIGACION EN TUMORES (\ Q

DE SISTEMA NERVIOSO CENTRAL '}mﬁ‘
®

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO < : , ‘ , \ | \

Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) Unidad Médica de M
Alta Especialidad, Hospital de Pediatria. Centro Médico

Nacional Siglo XXI.

NOMBRE DEL ESTUDIO: Asociacion de la expresion de BCL-2 en Liquido
Cefalorraquideo mediante citometria de flujo como predictor de recaida en
tumores de sistema nervioso central que se diseminan a neuroeje en pacientes
pediatricos.

NOMBRE DE LA PERSONA A CARGO DEL ESTUDIO DE INVESTIGACION (MEDICO DEL
ESTUDIO O INVESTIGADOR PRINCIPAL: Dr. Enrique Lépez Aguilar
NUMEROS TELEFONICOS 56276900 EXT 2252

Nombre del
Paciente:

Por medio de este documento se le invita a usted, que es padre, madre o tutor
responsable de un paciente pediatrico con un tumor en sistema nervioso central, a
participar en la realizacién de un protocolo de investigacion.

El Objetivo principal es determinar la relacién que existe entre el BCL-2 ( una
proteina que expresan todas las células del cuerpo y que se encuentra alterada en
las células tumorales permitiendo que estas no se mueran y se reproduzcan
descontroladamente) y la posibilidad de que existan recaidas de los tumores a
pesar del tratamiento.

¢ Cual sera su intervencion?

Como parte del tratamiento su hijo requiere aplicacion de quimioterapia en el
espacio intratecal, que es una cavidad que se forma por las membranas que
cubren el cerebro, en este lugar se produce y corre el liquido cefalorraquideo.
Existen tumores del sistema nervioso central que liberan células cancerigenas a
este liquido, razén por la cual se aplican medicamentos en este sitio.

La puncion lumbar se realiza en la parte baja de la espalda, se aplica previamente
anestésico y se limpia la zona. Si usted acepta, durante el procedimiento se toma
una muestra de este liquido, aproximadamente 2 o 3 centimetros y se envia al
laboratorio de tumores de sistema nervioso central de este Hospital con el fin de
determinar la presencia del BCL-2.

Las posibles complicaciones: dolor o sangrado en el sitio de la puncion,
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ocasionalmente dolor de cabeza.

Beneficios: se trata de un procedimiento que se realiza como parte del tratamiento
de la enfermedad de su hijo, la diferencia es que usted contribuye con una
muestra del liquido cefalorraquideo con fines de investigacion.

¢ Qué sucedera con la informacion?

Desde el momento en que usted acepte la entrada de su hijo como participante de
la Investigacion, se salvaguardara la confidencialidad de los datos, esto es, se
conoceran los resultados y el descenlace pero no se sabra de quién. La identidad
de su paciente se manejara con un numero y unicamente conocera de quién se
trata el investigador principal y el cuerpo de investigadores asociados, los cuales
laboran en el Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI vy
colaboran en el tratamiento de su hijo.

Si usted asi lo desea, tiene total derecho de solicitar los resultados que conciernen
en a su hijo y pedir que se le explique en relacion a ellos.

La aportacion de la muestra y la de otros pacientes, ayudara para que el cuerpo

de investigadores pueda determinar el objetivo antes explicado. Esto podra
beneficiar a otros pacientes, incluso a su hijo en momentos posteriores. De
tratarse de una informacion relevante, el departamento de Oncologia realizara
publico este hallazgo en 6rganos médicos, conocidos como revistas médicas

que proveen informacion actualizada a todos los médicos del mundo. La identidad
de su hijo SIEMPRE sera guardada.

¢ Qué sucedera si no acepto?

El tratamiento de su hijo continuara tal cual esta planeado y no se tomara la
muestra solicitada con fines de investigacion. No se interrumpira el tratamiento y
los estudios agregados que puedan solicitarse. Y de ninguna manera se le
discriminara o se le negara informacion o tratamiento.

PAGO POR SU PARTICIPACION EN EL ESTUDIO

- Usted NO recibira pago alguno por participar en este estudio.

De estar de acuerdo con la informacion recibida, y de no existir NINGUNA duda
respecto a la investigacion a la cual se le invita, usted firmara acepta:

- Utilizacion del liquido cefalorraquideo obtenido por punciéon lumbar para fines de
investigacion.

- Utilizacién de datos relacionados con el padecimiento de su paciente de forma
andénima para enriquecimiento del protocolo.

- Utilizacion de los resultados con el fin de publicacion en revistas médicas.

Una vez que haya tenido todas sus preguntas contestadas y que se sienta seguro
con su participacion en este estudio, firme por favor aqui abajo.

Nombre del padre, madre o tutor.
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Firma del paciente en caso de ser mayor de 7 afos fecha y hora

Doy fe de que el/ la participante y/o su representante legal autorizado (nombrado
arriba) tuvo suficiente tiempo para considerar esta informacion, tuvo una
oportunidad para hacer preguntas, y voluntariamente convino en participar en este
estudio.

Dr. Enrique Lépez Aguilar Investigador Principal

Firma del médico que explica el consentimiento fecha y hora

Unidad Médica de Alta Especialidad

HOSPITAL DE PEl‘glATRXI‘A
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Metodologia para determinar numero de células tumorales por Citometria de flujo
Para cada tubo se tomara una muestra de liquido cefalorraquideo al diagndstico del paciente y posterior a

cada curso de quimioterapia durante los primeros 6 cursos, y se cuantificara por Citometria de flujo el nimero
de células neoplasicas a través de marcaje por medio del anticuerpo monoclonal especifico:Bcl-2 para

Tumores Germinales, Ependimomas, Meduloblastomas y Pinealoblastomas.

Preparacion de muestra para su lectura en citémetro

Para cada tubo se debe tomar en cuenta una poblacion muestra no mayor a 10,000 células por microlitro, en

caso necesario se realizd dilucion con solucién salina para ajustar la concentracion entre 5,000 y 10,000

células por microlitro.

Si se tiene una poblacién menor a 5,000 células por microlitro se utilizaron 200 microlitros de muestra.

Si se tiene una poblacién mayor a 6,000 células por microlitro se utilizaron 100 microlitros de muestra.

* Siel anticuerpo era marca DB se aplicaron s6lo 5 microlitros, caso contrario 20 microlitros.

* Si el anticuerpo es intracelular se aplicé la técnica de permeabilizacion a la muestra después de haber
decantado BCL2.

1. Se etiquetara el tubo con liquido cefalorraquideo, se aplicaron marcadores o anticuerpo de acuerdo al

tipo de neoplasia y después la muestra de acuerdo al nimero de poblacion por microlitro.

Reaccion antigeno-anticuerpo

Se esperara de 15 a 20 minutos en oscuridad (evitando luz solar) entre 2°C a 8°C y/o temperatura ambiente.

2. Para lisar se aplicd 2 mililitros de solucion Lisis y esperd entre 5 a 7 minutos.

3. Para aforar se aplicara 2 mililitros de solucion salina isoténica o PBS o FACSFlow (lavado de células).

Se realiz6 la determinacion de células neoplasicas por medio del citdmetro de flujo Scalibur.

4. Se centrifugara a 3000 rpm durante tres minutos a una temperatura entre 19°C y 25°C, se decantd (tirar
en la tarja parte liquida y secar). Agregara solucion salina isoténica 1 mililitro.

» Para anticuerpos intracelulares se permeabilizard con solucién permeabilizadora 100 microlitros y
mezclara, dejando reposar (incubar) por 7 minutos.

» Se agregara solucién salina, centrifugar, para este paso la muestra se habia permeabilizado.

» Se aplicara 5 microlitros de anticuerpo y dejar reposar por 15 a 20 minutos, agregando solucion salina 2
mililitros.

» Se centrifugara y decantara, ademas de agregar solucion salina 1 mililitro.
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Metodologia para determinar presencia de células tumorales por citomorfolégico

1.
2.

Se prepara frotis en dos portaobjetos aplicando 0.5mL de muestra de liquido cefalorraquideo.
Se centrifugara a 1500 rpm durante10 minutos a una temperatura entre 20°C y 24°C, se fijo en etanol del

96° durante cinco minutos. Se colocaron las dos laminillas en una canastilla.

. Se tefird en hematoxilina de Hallis, filtrada reciente, de 6 a 15 minutos. Posteriormente se lavaron las

laminillas en agua corriente por 5 minutos.

Se diferenciara en etanol acido al 1%, 1 a 2 remojones, y posteriormente se lava en agua corriente por 5
minutos.

Se colocara las 45aminas en una solucion débil de agua amoniacal hasta que las secciones se veian
color azul brillante, y se enjuagaré en agua corriente por 10 minutos.

Se contrastara en la solucién de eosina por dos minutos, y posteriormente se lavé en agua corriente.

Se deshidratara y aclarara a través de dos cambios de etanol del 96° cada uno, y posteriormente dos
cambios de etanol absoluto.

Se realizaran diez bafios en alcohol xilol 50% y 50%. Posteriormente se aplicaran diez bafios en xilol.

Se montara en medio resinoso y una vez preparada la laminilla, estaba lista para observarse al

microscopio.Se observo de color azul el nlcleo y de color rosado o rojo el citoplasma.
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