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I. RESUMEN	

Antecedentes:	 Los	 tumores	 del	 Sistema	Nervioso	 Central	 representan	 el	 25%	 de	 las	

neoplasias	infantiles.	La	última	revisión	del	2016	integra	entidades	definidas	tanto	por	

histología	 como	 por	 sus	 características	 moleculares	 y	 define	 una	 nueva	 entidad:	

Glioma	difuso	de	la	línea	media	H3K27M	mutado.	Los	gliomas	difusos	de	línea	media	

con	mutación	de	H3K27M	están	asociados	con	comportamiento	clínico	agresivo	y	mal	

pronóstico,	 incluyendo	 aquellos	 histológicamente	 de	 bajo	 grado.	 Las	 células	 madre	

tumorales	pueden	ser	cultivadas	in	vitro,	donde	generan	cuerpos	esféricos	constituídos	

por	 varias	 poblaciones	 celulares,	 dentro	 de	 las	 cuales	 se	 encuentran	 precursores	 de	

astrocitos,	 neuronas,	 oligodendrocitos,	 además	 de	 las	mismas	 células	madres;	 estas	

estructuras	son	conocidas	como	“neuroesferas”.	

Objetivo:	 Describir	 la	 expresión	 inmunohistoquímica	 de	 H3K27M	 en	 los	 cultivos	

primarios	de	gliomas	pontinos	intrínsecos	difusos	de	pacientes	pediátricos.		

Material	 y	 métodos:	 Se	 presentan	 los	 datos	 de	 una	 serie	 de	 casos	 de	 pacientes	

pediátricos	 con	 glioma	 pontino	 intrínseco	 difuso	 con	 expresión	 de	 H3K27M	 por	

inmunohistoquímica.	Se	 identificó	el	cultivo	primario	y	se	describió	el	crecimiento	de	

neuroesferas.	El	análisis	estadístico	fue	de	tipo	descriptivo.	

Resultados:	Se	identificó	en	la	base	de	datos	del	Servicio	de	Patología	5	muestras	con	

diagnóstico	 de	 glioma	 pontino	 intrínseco	 difuso	 y	 que	 contaron	 con	 expresión	 para	

H3K27M	 por	 inmunohistoquímica.	 El	 60%	 reportaron	 diagnóstico	 histopatológico	 de	

astrocitoma	difuso	y	el	40%	glioblastoma.	El	60%	presentó	formación	de	neuroesferas	

en	su	cultivo	primario	y	de	estos	el	100%	corresponde	a	glioblastomas.	

Conclusiones:	 La	 mayoría	 de	 los	 pacientes	 que	 presentaron	 expresión	 por	

inmunohistoquímica	 de	 H3K27M	 desarrollaron	 neuroesferas	 por	 cultivo	 primario	

representando	el	60%	de	los	casos.	No	todos	los	pacientes	que	presentan	la	mutación,	

desarrollan	neuroesferas,	sin	embargo	esto	puede	estar	sesgado	por	la	técnica	que	se	

utiliza	para	el	cultivo	primario,	dada	que	la	cantidad	de	muestra	que	por	ser	biopsia	y	

repatirse	 para	 varios	 estudios	 pudiera	 no	 ser	 suficiente	 para	 el	 desarrollo	 de	

celularidad.	
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II. ANTECEDENTES	

La	 incidencia	 total	 de	 tumores	 cerebrales	 primarios	 corresponde	 a	 21.4	por	 100.000	

habitantes,	 siendo	de	5.42	por	100.000	habitantes	en	pacientes	de	0-19	años.(1)	Los	

tumores	del	Sistema	Nervioso	Central	representa	el	25%	de	las	neoplasias	infantiles.	Se	

reporta	incremento	en	la	incidencia	de	2.7	a	3.3	casos	por	100,000	desde	1994	y	en	la	

primera	década	de	la	vida.	Predominio	en	raza	blanca	y	en	los	primeros	2-3	años	son	

más	frecuentes	de	 localización	supratentorial.	El	tumor	cerebral	primario	mas	común	

es	 el	 glioma	 que	 representa	 en	 60-70%	 de	 los	 casos.	 Histológicamente,	 los	 gliomas	

pueden	 ser	 astrocitos,	 oligodendrocitos	 o	 células	 ependimarias;	 así	 en	 base	 a	 su	

morfología	 se	 clasifican	 como	 Astrocitomas,	 Oligodendrogliomas	 o	 Ependimomas	

respectivamente.(2)	Existen	dos	factores	que	son	constantes	como	factores	de	riesgo	

en	 el	 incremento	 de	 la	 probabilidad	 de	 tumores	 del	 sistema	 nervioso	 central:	

Alteraciones	 genéticas	 y	 exposición	 a	 radiación	 ionizante.	 Los	 factores	 para	 el	

desarrollo	 de	 gliomas	 específicamente	 no	 están	 del	 todo	 claros,	 pero	 se	 ha	 descrito	

exposición	 ocupacional	 a	 productos	 solventes	 o	 pesticidas.	 Se	 ha	 sugerido	 también	

asociación	con	citomegalovirus	basándose	en	la	detección	de	ARN	del	mismo.	Hay	dos	

picos	 de	 incidencia,	 uno	 en	 el	 grupo	 de	 edad	 de	 0	 a	 8	 años	 y	 el	 segundo	 ya	 en	 los	

adultos	con	un	ligero	predominio	masculino.(2)	

La	 primera	 separación	 en	 el	 sistema	 de	 clasificación	 de	 los	 tumores	 del	 sistema	

nervioso	central	 	en	niños,	de	 la	de	adultos,	 fue	una	adaptación	a	 la	clasificación	del	

año	1979	y	fue	publicada	en	1985.		

La	 clasificación	 de	 tumores	 de	 sistema	 nervioso	 central	 de	 2016	 integra	 entidades	

definidas	 tanto	 por	 histología	 como	 por	 sus	 características	moleculares.	 Esta	 última	

revisión	se	muestra	a	continuación:	
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Figura	 1.	 CLASIFICACIÓN	 DE	 LOS	 TUMORES	 DE	 SISTEMA	 NERVIOSO	 CENTRAL	 DE	 LA	 OMS	

2016.	(3)	
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Los	astrocitomas	de	alto	grado	son	tumores	biológicamente	agresivos.	Representan	el	

20%	de	los	tumores	cerebrales.	Estos	pueden	localizarse	en	estructuras	de	linea	media	

incluyendo	 el	 tronco	 encefálico	 15%,	 tálamo	 13%,	 cerebelo	 5%	 y	 medula	 espinal	

3%.(4)(5)	
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Los	gliomas	del	tronco	encefálico	presentan	una	edad	media	de	diagnóstico	entre	6	y	7	

años.	 La	 relación	 hombres	 y	 mujeres	 casi	 por	 igual	 e	 incrementa	 la	 frecuencia	 en	

pacientes	con	NF1.	Según	localización	pueden	clasificarse	como	difusos	intrinsecos	de	

puente,	 focales	 de	 puente,	 medulares	 y	 de	 linea	 media.	 Los	 gliomas	 difusos	 son	

malignos	y	pueden	ser	entre	75-80%	astrocitomas	anaplásicos	y	20%	glioblastomas.	El	

65%	 de	 los	 gliomas	 focales	 corresponden	 a	 astrocitomas	 de	 bajo	 grado	 y	 tiene	

extensión	limitada	a	la	medula.	En	cuanto	a	la	localización	cervicomedular,	el	72%	son	

astrocitomas	de	bajo	grado	y	pueden	tener	componente	exofítico.	

	

GLIOMA	PONTINO	INTRÍNSECO	DIFUSO	

Son	 tumores	 de	 alto	 grado	 localizados	 en	 el	 puente	 del	 tronco	 encefálico	 y	 que	 se	

caracterizan	 por	 ser	 infiltrativos.	 Representan	 entre	 10	 al	 20%	 de	 los	 tumores	

cerebrales	e	histológicamente	son	astrocitomas.	La	sobrevida	media	es	de	8-12	meses	

con	sobrevida	global	del	30%	al	año	del	diagnóstico.	La	evolución	clínica	es	menor	a	6	

meses	 y	 se	 caracteriza	 por	 la	 tríada	 clásica:	 alteración	 de	 pares	 craneales,	 signos	

cerebelares	 y	 signos	 del	 tracto	 largo.	 La	 parálisis	 del	 nervio	 craneal	 abducens	 como	

presentación	 primaria	 es	 un	 alto	 predictor	 clínico.(6)(4)	 El	 diagnóstico	 se	 basa	 en	 la	

presentación	 clínica,	 tiempo	 de	 evolución	 e	 imagen	 por	 resonancia	 magnética.	 La	

imagen	 característica	 localizada	 en	 puente	 del	 tronco	 encefálico	 se	 describe	

hipointensa	en	ponderaciones	T1	e	hiperintensa	en	ponderaciones	T2,	poco	realce	al	

medio	de	contraste	y	no	es	frecuente	la	presencia	de	calcificaciones	y	hemorragias.(7)		

Se	describen	subgrupos	con	el	propósito	de	estudiar	terapéuticas	dirigidas.	Entre	estos	

subgrupos	se	describen	3	subtipos	histológicas	y	moleculares.	El	Subgrupo	MYCN	son	

histológicamente	 de	 alto	 grado	 caracterizados	 por	 hipermetilación	 y	 multiples	
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rearreglos	 en	 el	 cromosoma	 2p.	 El	 subgrupo	 Silente	 presenta	 escasas	 mutaciones	

genómicas.	En	cuanto	el	 subgrupo	H3K27M	se	encuentra	presente	 la	mutación	de	 la	

histona	 3,	 hipometilación	 del	 DNA	 así	 como	múltiples	mutaciones	 entre	 ellas:	 TP53,	

EGFR,	ATRX,	PAX3,	TERT,	PGFRA,	NF1,	MET.(6)	

La	biopsia	es	 controversial,	 sin	embargo	actualmente	ha	 incrementado	 la	 realización	

de	 biopsia	 por	 estereotaxia	 ya	 que	 se	 ha	 demostrado	 miínima	 morbilidad	 con	 alto	

rendimiento	diagnóstico.	La	mayor	cantidad	y	calidad	de	tejido	de	biopsia	ha	permitido	

estudios	moleculares	como	la	determinacioón	de	la	expresión	de	la	mutación	H3K27M	

y	estudios	para	dirigir	terapias.(6)	

El	único	tratamiento	comprobado,	aunque	limitado	en	incrementar	supervivencia	es	la	

radioterapia.	 La	 radioterapia	 mejora	 sintomatología	 de	 forma	 transitoria	 y	 función	

neurológica.	La	dosis	recomendada	es	de	54	Gy	durante	6	semanas.	La	quimioterapia	

tiene	 aplicación	 limitada	 ya	que	 los	 estudios	 no	han	demostrado	obtener	 resultados	

superiores	a	la	radioterapia.(6)	

	

HISTONAS	

Los	organismos	eucariontes	presentan	un	núcleo	que	contiene	el	ADN	condensado	lo	

que	 conocemos	 como	 cromatina.	 La	 unidad	 básica	 es	 el	 nucleosoma	 el	 cual	 está	

formado	 por	 un	 octámero	 de	 proteínas	 llamadas	 histonas,	 proteinas	 de	 baja	 masa	

molecular,	2	de	cada	una	de	las	histonas	H2A,	H2B,	H3	y	H4,	rodeado	por	147	pares	de	

base	 de	 ADN	 y	 éstas	 se	 encuentran	más	 compactas	 gracias	 a	 la	 incorporación	 de	 la	

histona	 H1	 que	 es	 la	 que	 va	 a	 permitir	 el	 agrupamiento	 para	 formar	 la	 estructura	

nucleosoma.(8)(9)(10)	Figura	2.	
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Figura	2.	Estructura	de	partículas	del	nucleo	del	nucleosoma	y	los	heterodímeros	de	pliegue	de	

histona.(11)	

Algunos	estudios	demuestran	que	el	ADN	organizado	en	el	nucleosoma	no	es	accesible	

a	 la	 maquinaria	 transcripcional,	 este	 efecto	 se	 ve	 favorecido	 cuando	 las	 lisinas	 del	

extremo	 amino-terminal	 no	 sufren	modificaciones,	 de	 hecho	 las	 cargas	 positivas	 de	

estos	 residuos	 permiten	 la	 interacción	 electrostática	 con	 las	 cargas	 negativas	 de	 los	

grupos	fosfatos	del	DNA,	generando	una	organización	mas	cerrada	y	compacta.(9)(10)	

La	cromatina	puede	estar	en	estado	de	eucromatica	la	cual	se	encuentra	laxa	y	puede	

ser	 leída	 la	 información	 del	 ADN	 o	 en	 estado	 heterocromatina	 donde	 se	 encuentra	

compacta	 e	 impide	 la	 lectura.(8)	 Existen	 proteínas	 modificadoras	 de	 histonas	 como	

son:	HMT	–	metiltranferasas,	HAT	–	acetiltransferasas,	HDAC	–	desacetilasas	y	cinasas	

como	MAPK	y	SAPK.(8)	

Muchos	 tipos	de	cáncer	se	asocian	a	numerosas	mutaciones,	que	podrían	derivar	de	

“inestabilidad	epigenética”	que	 implica	deficiencias	en	 la	 reparación	del	ADN	o	en	 la	

integridad	 cromosómica.	 La	metilación	 del	 ADN	 es	 un	mecanismo	 involucrado	 en	 la	

regulación	 durante	 el	 crecimiento,	 si	 esta	 es	 inadecuada	 lleva	 a	 un	 crecimiento	

acelerado	 y	 la	 metilación	 de	 zonas	 originalmente	 no	 metilables	 que	 corresponden	
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comúnmente	 a	 promotores	 de	 genes	 supresores	 de	 tumores,	 genes	 inhibidores	 de	

cinasas	dependientes	de	ciclinas	o	a	genes	de	reparación	de	ADN,	esta	directamente	

relacionada	 con	 el	 origen	 y	 progresión	 de	 tumores.(8)	 La	 metilación	 de	 la	 histona	

consisten	 en	 la	 transferencia	 de	 la	 S-adenosil-L-metionina	 de	 uno	 a	 tres	 grupos	

metílicos,	 a	 los	 residuos	 de	 la	 lisina	 o	 la	 arginina	 de	 las	 proteína	 de	 las	 histonas.	 La	

transferencia	 es	 catalizada	 por	 los	 metiltransferasas	 de	 la	 histona	 (HMTs).	 La	

metilación	 de	 la	 lisina	 en	 H3	 y	 H4	 se	 implica	 en	 la	 activación	 y	 la	 represión	 de	 la	

transcripción,	 mientras	 que	 la	 metilación	 de	 la	 arginina	 se	 implica	 solamente	 en	 la	

activación	de	la	transcripción.	La	trimetilacioón	de	K9	y	K27	en	la	histona	H3	son	una	

señal	para	la	represión	de	la	transcripción.(12)	

Otro	factor	que	se	ha	documentado	es	la	alteración	en	los	mecanismos	de	acetilación	y	

desacetilación	 de	 histonas	 ya	 que	 se	 encuentran	 estrechamente	 relacionados	 con	 la	

presencia	 de	 tumores,	 ya	 que	 la	 actividad	 anormal	 de	 las	 desacetilasas	 de	 histonas	

reprime	 la	 transcripción	 y	 conduce	 a	 neoplasias,	 dado	 que	 se	 ven	 alterados	 genes	

directamente	 involucrados	con	el	control	del	ciclo	celular,	 la	apoptosis,	 la	 reparación	

del	ADN	y	la	función	del	proteosoma.(8)	

Las	modificaciones	que	afectan	como	el	material	genético	se	empaqueta	y	utiliza,	sin	

cambiar	 la	 información	 genética,	 se	 denominan	 modificaciones	 epigenéticas.	 La	

epigenética	 fué	 introducida	 por	 Conrad	 H.	Waddington,	 quien	 la	 concibió	 como	 “el	

análisis	causal	del	desarrollo”	 implicando	todas	 las	 interacciones	de	 los	genes	con	su	

medio	ambiente.(8)	Las	más	importantes	son:	las	modificaciones	postraduccionales	de	

las	 histonas	 como	 acetilación,	 metilación	 y	 otras	 que	 afectan	 tanto	 a	 la	 estructura	

global	de	 la	 cromatina	 como	a	 la	 activación	o	 represión	génica,	 el	 remodelado	de	 la	

cromatina	por	factores	dependiente	de	ATP,	que	cambian	la	estructura,	composición	y	
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posición	 de	 los	 nucleosomas	 y	 la	metilación	 del	 DNA	 en	 el	 di	 nucleótido	 C-G	 como	

mecanismo	silenciador	en	la	transcripción.		

La	hipometilación	da	lugar	a	elementos	repetitivos	del	DNA	produciendo	inestabilidad	

genómica,	 delecciones	 o	 traslocaciones	 cromosómicas.	 Durante	 el	 desarrollo	 de	 un	

tumor,	el	 grado	de	hipometilación	del	DNA	va	aumentando	 según	 la	 lesión	progresa	

desde	la	proliferación	celular	benigna	al	cáncer	invasivo.(13)(14)		

Hay	 2	 variantes	 de	 la	 Histona	 3:	 la	 H3.1	 que	 se	 encuentra	 en	 areas	 del	 genoma	

asociadas	a	silenciamiento	génico	y	 la	H3.3	en	genes	 transcipcionalmente	activos.	Se	

realizó	 un	 estudio	 de	 la	 distribución	 de	 las	 histonas	 en	 85	 pacientes	 pediátricos	

encontrándose	en	linea	media	y	específicamente	el	79%	en	puente.	(7)	Figura	3.	

	

Figura	3.	Distribución	de	la	mutación	H3K27M	en	85	pacientes	pediátricos	con	Glioma	Pontino	
Intrínseco	Difuso.(7)	
	
La	histona	H3.3	es	la	principalmente	involucrada	en	el	desarrollo	del	cerebro	así	como	

en	 la	 expresión	 génica.	 K27	 el	 residuo	 más	 importante	 en	 las	 siete	 variantes	 de	 la	

histona	 3.	 Tambien	 se	 sabe	que	mutaciones	 en	 el	 TP53	 juegan	un	papel	 importante	

independiente	de	la	mutación.(15)	
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MUTACIÓN	H3K27M	

En	la	clasificación	de	la	OMS	2016	ahora	llamados	Glioma	difuso	de	la	línea	media	con	

mutación	de	H3K27M,	implica	la	detección	de	la	mutación	sin	embargo	no	es	exclusiva	

y	biológicamente	 la	mutación	puede	ocurrir	en	varios	genes	H3	 incluidos	H3F3A	que	

codifica	para	las	variantes	de	histona	3,	H3.3	y	H3.1	respectivamente.	(3)	

La	mutación	de	la	histona	H3K27M	es	la	característica	molecular	definitoria	de	muchos	

tumores	cerebrales.	Se	han	descrito	mutaciones	de	 la	histona	H3.3	en	el	cerebro,	 las	

cuales	 impresionan	 tener	 localizaciones	 específicas	 dentro	 del	 encéfalo.(16)	 La	

H3K27M,	 por	 ejemplo,	 ha	 sido	 localizada	 a	 lo	 largo	 del	 tallo,	 con	 predominio	 en	 el	

puente.	 La	 mutación	 confiere	 importancia	 en	 la	 patogénesis	 de	 este	 tumor	 sin	

embargo	continúa	sin	estar	del	todo	clara.		

Se	describe	como	 la	sustitución	de	 lisina	(K)	para	metionina	(M)	en	 la	posición	27,	 lo	

que	 resulta	 en	 reprogramación	 epigenética	 que	 se	 ha	 demostrado	 contribuye	 a	 la	

tumorigénesis.	 Este	 residuo	 K27,	 es	 vulnerable	 a	 los	 cambios	 de	 metilación	 y	

acetilación.	Esta	mutación	en	sí	misma	produce	pérdida	global	de	la	di	y	tri	metilación	

de	histona	H3K27M	en	las	proteínas	de	las	histonas.(17)(18)	

	

Figura	4.	Características	epigenéticas	de	los	Gliomas	Pontinos	Intrínsecos	Difusos.(19)	
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Los	tumores	que	expresan	H3K27M	mutada	presentan	disminución	en	la	trimetilación	

y	aumento	en	la	acetilación.	La	mutación	se	localiza	en	sitios	de	transcripción	activa	y	

conlleva	 a	 la	 acumulación	 de	 las	 proteinas	 BET	 que	 son	 lectores	 para	 las	 histonas	

trimetiladas	 y	 resultan	 en	 la	 dependencia	 de	 BRD2	 y	 BRD4	 para	 la	 proliferación	 de	

éstas	 células.	 Se	 sabe	 que	 a	 pesar	 de	 la	 disminución	 de	 la	 trimetilación	 son	

dependientes	de	la	actividad	de	PRC2	para	reprimir	los	genes	supresores	de	tumores	y	

diferenciación.	(19)(20)	Figura	4.		

Se	 ha	 demostrado	 que	 la	 pérdida	 de	 esta	 mutación	 o	 su	 eliminación	 retrasan	 el	

crecimiento	tumoral.	Los	perfiles	de	expresión	indican	que	la	ausencia	de	la	mutación	

H3K27M	 disminuye	 la	 proliferación	 y	 aumenta	 diferenciación	 dentro	 de	 linajes	

representado	 en	 estos	 tumores.	 Estos	 datos	 sugieren	 que	 la	 pérdida	 mediada	 de	

H3K27M	 directamente	 regula	 un	 subconjunto	 de	 genes	 liberando	 promotores	

equilibrados	y	contribuye	al	fenotipo	y	crecimiento	tumoral	al	limitar	su	diferenciación;	

la	mutación	es	un	objetivo	terapéutico	relevante.(20)(21)	

	

La	metilación	del	DNA	y	 las	modificaciones	de	histonas	 son	dianas	atractivas	para	el	

desarrollo	 de	 nuevos	 agentes	 terapéuticos,	 ya	 que	 el	 tratamiento	 con	 drogas	 que	

inhiben	la	metilación	en	citosina	y	la	desacetilación	de	histonas	pueden	restablecer	la	

transcripción	génica.(22)(23)	

La	 metilación	 aberrante	 de	 histonas	 causado	 por	 la	 alteración	 de	 las	 enzimas	

modificadoras	 de	 la	 cromatina	 ha	 estado	 implicado	 durante	 mucho	 tiempo	 en	 el	

cancer.	 En	 los	 casos	de	H3K27M	que	 se	encuentra	en	 los	 gliomas	difusos	de	puente	

conduce	a	una	reducción	global	de	la	metilación	de	histonas	en	el	respectivo	residuo	

de	lisina.(24)	
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Los	 gliomas	 difusos	 de	 linea	 media	 con	 mutación	 de	 H3K27M	 están	 asociados	 con	

comportamiento	 clínico	 agresivo	 y	 mal	 pronóstico,	 incluyendo	 aquellos	

histológicamente	 de	 bajo	 grado.	 Los	 gliomas	 con	mutación	 H3K27M	 demuestran	 un	

amplio	espectro	de	variación	morfológica	que	varía	de	astrocitos	monomórficos	bien	

diferenciados	 al	 glioblastoma	 con	 células	 gigantes	 y	 epitelioides	 e	 incluso	 focos	

indiferenciados.	 Es	 posible	 detectar	 la	 mutación	 por	 dos	 principales	 técnicas:	

determinación	 proteica	 de	 la	 mutación	 mediante	 inmunohistoquímica	 y	 molecular	

mediante	 PCR.	 La	 inmunohistoquímica	 es	 útil	 para	 identificar	 la	 mutación	 y	

específicamente	para	su	diagnóstico.	Mutaciones	tanto	en	las	histonas	H3.3	como	en	

H3.1	se	pueden	detectar	usando	anticuerpo	anti-H3K27M.		

La	especificidad	y	 sensibilidad	de	H3K27M	para	 las	mutaciones	K27M	en	H3.3	es	del	

100%.	Otro	anticuerpo	que	se	ha	utilizado	para	guiar	el	diagnóstico	de	estos	tumores	

de	forma	indirecta	es	H3K27me3	(trimetilado),	esta	debe	usarse	siempre	en	conjunto	

con	 la	 inmunohistoquímica	 de	 H3K27M	 ya	 que	 la	 pérdida	 de	 la	 expresión	 de	

H3K27me3	es	específica	para	demostrar	presencia	de	 la	proteina	trimetilada	pero	no	

para	evidencia	de	la	mutada.(5)(4)(25)	

	

Existen	diferencias	 entre	 las	 variantes	de	histona	H3.	 Los	 tumores	 con	H3.3K27M	se	

encuentran	 en	 2/3	 de	 los	 gliomas	 difusos	 del	 puente	 en	 donde	 están	 asociados	 con	

una	 supervivencia	 general	más	 corta.	 Los	 tumores	H3.1K27M,	por	 el	 contrario	 están	

restringidos	a	la	protuberancia,	los	pacientes	son	mas	jóvenes	y	una	supervivencia	más	

larga	 y	 presentan	 más	 frecuentemente	 alteraciones	 en	 el	 número	 por	 ganancia	 de	

brazos	completos	de	cromosomas.(5)(7)	
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CULTIVO	CELULAR	Y	NEUROESFERAS	

El	cultivo	celular	es	una	técnica	que	se	basa	en	la	obtención	de	células	individuales	en	

suspensión	 a	 partir	 de	 un	 tejido,	 ya	 sea	 por	 método	 mecánico	 o	 enzimático	 y	 su	

posterior	 incubación	 en	 un	 medio	 de	 cultivo	 líquido	 o	 sólido.	 Esta	 tecnología	 fue	

ideada	por	Harrison	en	1907	como	un	método	para	el	estudio	de	 la	 fisiología	celular	

bajo	condiciones	controladas.(26)(27)	

El	 cultivo	 de	 células	 se	 lleva	 a	 cabo	 a	 partir	 de	 tejidos	 cerebrales,	 en	 un	 medio	

suplementado	 con	 los	 factores	 necesarios	 para	 su	 desarrollo.(28)	 Aparte	 de	 las	

condiciones	nutricionales,	el	 cultivo	debe	contar	con	 las	 condiciones	diferenciales	de	

cultivos	 primarios	 exclusivos	 para	 expansión	 de	 neuroesferas	 y	 aquellos	 llevados	 a	

cabo	 en	 el	 laboratorio,	 presencia	 o	 ausencia	 de	 neuroesferas	 en	 medio	 de	

diferenciación	que	contiene	suero	fetal	bovino.(29)	Una	vez	que	se	obtiene	el	cultivo	

tumoral,	se	debe	verificar	que	correspondan	a	celulas	madre.	Este	objetivo	se	logra	por	

medio	de	anaálisis	de	autoregeneración,	marcadores	de	células	madre,	diferenciación	

en	 distintas	 líneas	 celulares	 y	 capacidad	 tumorogénica	 al	 ser	 implantadas	 en	 forma	

subcutánea	o	intracraneal	en	ratones.(30)	El	cultivo	de	neuroesferas	se	ha	convertido	

en	 el	 ensayo	 estándar	 para	 el	 análisis	 del	 efecto	 de	 factores	 sobre	 la	 diferenciación	

neuronal	y	entender	la	biología	celular	y	molecular	de	las	células	madre	en	el	sistema	

nervioso	 central.(31)	 Las	 celulas	 madre	 neuronales	 poseen	 el	 poder	 de	

autorenovación,	 son	 multipotentes	 y	 mantienen	 una	 producción	 continua	 de	

neuronas,	astrocitos	y	oligodendrocitos	en	el	sistema	nervioso	central.	La	neurogénesis	

continúa	 en	 el	 cerebro	 en	 zona	 discretas	 como	 la	 región	 subependimal	 que	 se	

encuentra	 entre	 el	 ventriculo	 lateral	 y	 en	 el	 cuerpo	 estriado,	 la	 zona	 cerebelosa	



	PRESENCIA	DE	NEUROESFERAS	EN	CULTIVOS		PRIMARIOS		DE	GLIOMAS	PONTINOS	INTRÍNSECOS	DIFUSOS	DE	PACIENTES	PEDIÁTRICOS	Y	EXPRESIÓN	INMUNOHISTOQUÍMICA	DE	H3K27M	

	

	
	

21	

periventricular,	 la	 zona	 subgranular	 del	 girodentado	 del	 hipocampo	 y	 en	 el	

revestimiento	de	los	ventrículos	laterales.	(32)(33)(30)(34)(35)	Figura	5.	

	

Figura	5.	Zonas	de	localización	de	fuentes	de	células	madre	neuronales.(32)	

Estas	 células	 madre	 neuronales	 se	 identificaron	 por	 la	 presencia	 de	 los	 siguientes	

marcadores:	CD133+,	5E12+,	CD34-,	CD45-,	CD24-/lo.(32)(36)	

Las	 celulas	 madre	 normales	 son	 fenotipicamente	 similares	 a	 las	 cancerígenas	 y	

comparten	 su	 habilidad	 de	 proliferar,	 de	 autorrenovarse	 y	 de	 proporcionar	 celulas	

diferenciadas.	 (35)	 Las	 celulas	 madre	 se	 encuentran	 en	 el	 blastocisto,	 trofoblasto	

placentario,	células	embrionarias,	en	organos	específicos	como	ser	higado,	pancreas	y	

cerebro.(32)(33)	En	las	células	madre	no	tumorales	existen	mecanismos	que	regulan	su	

proliferación	 y	 diferenciación,	 que	 en	 las	 células	 tumorales	 estos	 mecanismos	 no	

funcionan	adecuadamente.	 Las	neoplasias	están	constituidas	por	 células	 tumorales	y	

de	estroma	no	tumoral.	Las	células	madre	cancerígenas	se	aislaron	por	primera	vez	en	

cáncer	 hematológico	 en	 seres	 humanos	 que	 mostraron	 una	 capacidad	 de	

autorrenovación	 ilimitada.(37)	 Las	 celulas	madre	 neuronales,	 cuando	 proliferan,	 dan	

orígen	a	las	células	progenitoras.	Estas	células	progenitoras	se	transforman	en	células	
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diferenciadas	 como	 las	 neuronas,	 astrocitos	 y	 oligodendrocitos	 y	 estas	 células	

progenitoras	pueden	convertirse	en	células	tumorales	por	alteraciones	epigenéticas	y	

genéticas.(33)	

Las	 células	madre	 tumorales	 pueden	 ser	 cultivadas	 in	 vitro,	 donde	 generan	 cuerpos	

esféricos	 constituídos	 por	 varias	 poblaciones	 celulares,	 dentro	 de	 las	 cuales	 se	

encuentran	 precursores	 de	 astrocitos,	 neuronas,	 oligodendrocitos,	 además	 de	 las	

mismas	células	madres;	estas	estructuras	son	conocidas	como	“neuroesferas”.(28)		

A	partir	del	modelo	de	neuroesferas	descrito	por	Reynolds	y	Weiss	en	el	año	1992	para	

detectar	 celulas	 precursoras	 en	 cerebro	 adulto,	 demostró	 que	 las	 células	 con	

capacidad	 de	 sobrevivir	 en	 suspensión	 formando	 colonias	 flotantes	 estaban	

enriquecidas	por	células	madre	tumorales.	Estas	poblaciones	representaban	el	2%	de	

la	línea	celular	y	contenían	la	única	fracción	tumorogénica	de	la	línea	celular.(37)	

	

Por	 otra	 parte	 se	 ha	 observado	 que	 las	 neuroesferas	 son	 agregados	 celulares	

complejos	que	consisten	en	un	minoría	de	células	madre	tumorales	juntos	con	celulas	

progenitoras	y	celulas	mas	diferenciadas	documentándose	tasas	de	menos	de	1%	que	

logran	 reproducir	 una	 nueva	 generación	 de	 forma	 repetitiva	 por	 lo	 que	 autores	

cuestionan	el	uso	de	estos	cultivos	para	interpretar	las	características	moleculares	de	

células	madre	tumorales.(30)	
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III. PLANTEAMIENTO	DEL	PROBLEMA	

Los	 tumores	 del	 sistema	 nervioso	 central	 representan	 el	 25%	 de	 las	 neoplasias	

infantiles,	de	los	cuales	los	gliomas	representan	el	50%	de	estos	tumores.	En	estudios	

recientes	 se	 ha	 demostrado	 que	 la	 mutación	 H3K27M	 se	 ha	 asociado	 a	 una	

presentación	más	agresiva	de	la	enfermedad	y	a	un	peor	pronóstico;	asi	mismo	se	han	

estudiado	células	madre	neuronales	 tumorales	 con	capacidad	proliferativa	conocidas	

como	neuroesferas	que	se	obtienen	por	cultivo	primario	de	donde	derivan	las	células	

de	 los	 gliomas	 y	 que	 se	han	demostrado	 ser	 de	mal	 pronóstico,	 por	 la	 expresión	de		

H3K27M	 sería	 esperado	 que	 los	 pacientes	 que	 tienen	 esta	 mutación	 tengan	 mayor	

desarrollo	de	neuroesferas,	sin	embargo	no	existen	estudios	que	lo	demuestren.	

Por	ello,	nos	planteamos	la	siguiente	pregunta	de	investigación:	

	

	

PREGUNTA	DE	INVESTIGACIÓN	

¿El	desarrollo	de	neuroesferas	en	 los	 cultivos	primarios	de	pacientes	pediátricos	 con	

gliomas	 pontinos	 intrínsecos	 difusos	 es	más	 frecuente	 en	 los	 que	 expresan	H3K27M	

por	inmunohistoquímica?		
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IV. JUSTIFICACIÓN	

Los	 pacientes	 con	 gliomas	 pontinos	 intrínsecos	 difusos	 que	 tienen	 expresión	 de	

H3K27M	y	desarrollo	de	neuroesferas	han	demostrado	ser	factores	de	mal	pronóstico	

de	manera	 independiente.	 La	población	de	estas	células	es	 resistente	a	 los	 fármacos	

convencionales	debido	a	propiedades	que	incluyen	recambio	 lento,	alta	expresión	de	

proteínas	exportadoras	de	fármacos,	aumento	de	las	proteínas	de	reparación	del	ADN,	

alteraciones	de	las	vías	de	señalización	de	la	muerte	celular	y	la	falta	de	expresión	de	

las	oncoproteinas	sensibles	a	quimioterapia.	(32)(36)	Se	esperaría	que	dicha	mutación	

se	asocie	a	mayor	desarrollo	de	neuroesferas	en	los	cultivos	primarios.	El	conocimiento	

del	 comportamiento	 biológico	 de	 estos	 tumores	 y	 de	 factores	 pronósticos	

correlacionados	 a	 esta	 patología	 permitirá	 establecer	 nuevas	 direcciones	 en	 los	

tratamientos	de	estos	pacientes.		

	

V. OBJETIVO	

Describir	 la	 expresión	 inmunohistoquímica	 de	 H3K27M	 en	 los	 cultivos	 primarios	 de	

gliomas	pontinos	intrínsecos	difusos	de	pacientes	pediátricos.		

	

VI. MATERIAL	Y	MÉTODOS	

Lugar	de	realización	del	estudio:	Servicio	de	oncología,	laboratorio	de	investigación	en	

oncología	“Dr.	Diego	Julio	Arenas	Aranda”	y	servicio	de	patología	de	la	Unidad	Médica	

de	Alta	Especialidad	Hospital	de	Pediatría	“Dr.	Silvestre	Frenk	Freund”,	Centro	Médico	

Nacional	Siglo	XXI,	Instituto	Mexicano	del	Seguro	Social.	
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Diseño	del	estudio:		

• Serie	de	casos.	

Universo	de	estudio:	Muestras	de	biopsias	de	pacientes	pediátricos	 	con	diagnóstico	

histopatológico	de	Glioma	Pontino	Intrínseco	Difuso	en	el	período	comprendido	entre	

1	de	Junio	2010	al	30	de	Junio	2019.	

Análisis	 Estadístico:	 El	 análisis	 estadístico	 que	 se	 realizó	 fué	 de	 tipo	 descriptivo,	 las	

variables	se	expresaron	como	frecuencias	simples	y	porcentajes.	

Tamaño	de	la	muestra:	Muestreo	por	conveniencia.	Se	incluyeron	todas	las	muestras	

disponibles	en	el	período	señalado	que	cumplieron	los	criterios	de	selección.	

	

VII. CRITERIOS	DE	SELECCIÓN	

Criterios	de	inclusión	

1. Diagnóstico	 histopatológico	 de	 Glioma	 Pontino	 Instrínseco	 Difuso	

establecido	en	esta	UMAE.	

2. Diagnosticados	durante	el	periodo	del	1	de	Junio	2010	al	30	de	Junio	2019	

sin	tratamiento	de	quimioterapia	o	radioterapia.	

Criterios	de	eliminación:	

1. Muestra	sin	cultivo	primario.	
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Método:	

De	la	carpeta	de	registro	de	las	biopsias	realizadas	en	el	hospital	previo	consentimiento	

informado	 para	 su	 toma,	 se	 incluyeron	 las	 que	 contaron	 con	 resultado	 de	 glioma	

pontino	intrínseco	difuso,	se	buscó	cual	fue	el	reporte	de	histopatología	y	el	resultado	

de	inmunohistoquímica	para	H3K27M	y	en	el	laboratorio	de	oncología	se	buscaron	los	

cultivos	primarios	de	los	pacientes	incluídos.		

Población	de	estudio:	Todos	los	pacientes	derechohabientes	al	Instituto	Mexicano	del	

Seguro	Social	del	Hospital	de	Pediatría,	CMN	SXXI	y	casos	referidos	a	nuestro	hospital	

de	otros	hospitales	de	provincia	y	Ciudad	de	México	con	diagnóstico	de	glioma	pontino	

intrínseco	difuso	que		cumplieron	los	criterios	de	inclusión.	Se	estudiaron	los	casos	del		

1	de	Junio	2010	al	30	de	Junio	2019.	

Especímenes:	 Se	 realizó	 una	 revisión	 de	 los	 archivos	 de	 patología,	 recolectándose	

todos	 aquellos	 casos	 	 con	 diagnóstico	 de	 glioma	 pontino	 intrínseco	 difuso	 con	

expresión	de		H3K27M		del		1	de	Junio	2010	al	30	de	Junio	2019.	

La		evaluación	de	las	laminillas	fueron	valorados		por	un		mismo	patólogo		así	como	por	

el	 tesista,	desconociendo	datos	clínicos	del	paciente.	Se	revisaron	todas	 las	muestras	

de	pacientes	con	cultivo	celular	de	Astrocitomas	del	mismo	periodo	y	se	determinaron	

lo	que	desarrollaron	neuroesferas.	
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VIII. VARIABLES		

Nombre	 Definición	conceptual	 Definición	
operacional	

Unidad	de	
medición	

Escala	de	
medición	

Histología	del	
tumor	

Diferenciación	y	tipo	
predominante	
celular	de	un	tejido	
en	su	evaluación	
microscópica	

Tipo	histológico	
descrito	en	el	
reporte	de	
patología.	

Astrocitoma	
Grado	I,	II,	III	

Glioblastoma	

	

Cualitativa	
nominal	

Neuroesferas	en	
Cultivo	Celular	

Técnica	para	la	
obtención	de	celulas	
individuales	a	traves	
de	un	tejido	

Obtención	de	celulas	
individuales	a	traves	
de	la	biopsia	del	
tumor	

SI	
	
NO	

Cualitativa	
nominal	
dicotómica	

	

IX. DESCRIPCIÓN	GENERAL	DEL	ESTUDIO		

1. Antes	del	 inicio	del	estudio,	el	proyecto	fué	sometido	a	evaluación	por	el	Comité	

Local	de	Investigación	en	Salud	para	su	aprobación.	

2. En	la	base	de	datos	se	identificaron	las	muestras	con	resultado	histopatológico	de	

glioma	pontino	intrínseco	difuso.		

3. Se	 solicitaron	 los	 resultados	 de	 las	 biopsias	 para	 revisar	 si	 contaban	 con	

inmunohistoquimica	para	H3K27M	.	

4. En	la	base	de	datos	del	laboratorio	de	oncología	se	revisó	si	contaban	con	cultivo	

primario.	

5. De	 acuerdo	 con	 los	 registros	 se	 documentó	 la	 expresión	 de	 la	 mutación,	

localización	e	histología	del	tumor	y	la	presencia	de	cultivo	primario.	

6. Todos	los	datos	se	anotaron	en	una	hoja	de	recolección	de	datos	(Anexo	1).	
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X. ASPECTOS	ÉTICOS	

El	estudio	se	apegó	a	los	lineamientos	de	la	Declaración	de	Helsinki	y	al	Reglamento	de	

la	Ley	General	de	Salud	en	Materia	de	 Investigación	para	 la	Salud	vigente,	acerca	de	

investigación	en	seres	humanos.		

Este	proyecto	no	requirió	de	consentimiento	informado,	 los	datos	se	recabaron	de	la	

base	de	datos	 del	 laboratorio	 de	 oncología	 y	 patología	 y	 la	 información	 se	mantuvo	

confidencial.	

Riesgo	de	la	investigación	

De	acuerdo	con	lo	establecido	en	el	Reglamento	y	conforme	a	los	aspectos	éticos	de	la	

investigación	 en	 seres	 humanos,	 Título	 II,	 Capítulo	 I,	 artículo	 17,	 fraccion	 I,	 que	 la	

clasifica	como	investigación	sin	riesgo.	(modificada	en	Abril	de	2014).	

Contribuciones	y	beneficios	del	estudio	para	los	participantes	y	la	sociedad:	

Si	bien	no	existe	ningún	beneficio	directo	a	los	sujetos	de	investigación,	por	otro	lado,	

los	beneficios	para	la	sociedad	que	brindará	esta	 investigación	con	los	resultados	que	

obtuvimos	corroborando	el	mal	pronóstico	que	confiere	la	positividad	de	la	mutación	y	

la	asociación	con	el	cultivo	primario.	

Confidencialidad:	

Para	 conservar	 la	 privacidad	 y	 confidencialidad	 de	 los	 resultados,	 la	 información	 se	

manejó	 en	 una	 base	 de	 datos,	 la	 cual	 estuvo	 codificada	 para	 evitar	 que	 fueran	

identificadas	y	solo	los	investigadores	principales	tuvimos	acceso	a	esta	información.	De	

igual	forma,	en	caso	que	los	resultados	del	estudio	sean	publicados,	 los	nombres	de	los	

participantes	no	serán	divulgados.		
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Forma	de	selección	de	los	pacientes:	

Se	 incluyeron	 a	 todas	 las	 muestras	 con	 el	 diagnóstico	 de	 glioma	 pontino	 intrínseco	

difuso	en	quienes	se	les	realizó	inmunohistoquímica	y	cultivo	primario	pertenecientes	

al	 Hospital	 de	 Pediatría,	 CMN	 Siglo	 XXI,	 sin	 distinción	 de	 su	 nivel	 económico	 o	 sus	

antecedentes	culturales	o	religiosos.	

Aprobación	del	protocolo	de	investigación:	

El	protocolo	fué	sometido	a	los	Comités	de	Investigación	y	Ética	en	Salud	del	Hospital	

de	 Pediatría,	 CMN	 Siglo	 XXI	 para	 su	 revisión	 con	 numero	 de	 folio	 de	 aprobación:	R-

2019-3603-087.	

Recursos	Materiales	

• Equipo	de	cómputo	equipado	con	Microsoft	Office	2016	y	conexión	a	internet.	

• Impresora	

• Acceso	a	los	expedientes	clínicos	y	electrónicos	de	los	pacientes	

Recursos	Humanos	

• Investigador	principal	residente	de	oncología	pediátrica	

• Tutores	del	estudio	

• Colaboradores	del	estudio	

Recursos	Financieros	

• No	se	requirieron	recursos	adicionales	a	 los	disponibles	para	 la	realización	del	

estudio	
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CRONOGRAMA	DE	ACTIVIDAES	

	

	 Actividad	 Abril	

2019	

Mayo	

2019	

Junio	

2019	

Julio-

Agosto	

2019	

Sept-	
Diciembre	

	
2019	

Enero	

2020	

Febrero	

2020	

Delimitación	del	tema	a	
estudiar	

x	 	 	 	 	 	 	

Revisión	y	selección	de	la	
bibliografía	

	 x	 x	 x	 	 	 	

Evaluación	por	el	comité	
local	de	investigación	

	 	 	 	 x	 	 	

Recolección	de	datos	 	 	 	 	 	 X	 	

Análisis	de	los	datos	 	 	 	 	 	 X	 	

Elaboración	de	informe	
final	

	 	 	 	 	 	 X	

Presentación	de	resultados	 	 	 	 	 	 	 X	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	



	PRESENCIA	DE	NEUROESFERAS	EN	CULTIVOS		PRIMARIOS		DE	GLIOMAS	PONTINOS	INTRÍNSECOS	DIFUSOS	DE	PACIENTES	PEDIÁTRICOS	Y	EXPRESIÓN	INMUNOHISTOQUÍMICA	DE	H3K27M	

	

	
	

31	

XI. RESULTADOS	

Se	identificó	en	la	base	de	datos	del	Servicio	de	Patología	5	muestras	con	diagnóstico	

de	glioma	pontino	 intrínseco	difuso	y	que	contaron	con	expresión	para	H3K27M	por	

inmunohistoquímica.	 El	 60%	 reportaron	 diagnóstico	 histopatológico	 de	 astrocitoma	

difuso	 y	 el	 40%	 glioblastoma,	 todos	 con	 localización	 en	 tallo	 encefálico	

específicamente	puente.	De	acuerdo	a	 la	última	 revisión	en	 la	 clasificación	del	2016,	

estas	5	muestras	se	catalogan	como	una	nueva	entidad	denominada	glioma	difuso	de	

la	linea	media	H3K27M	mutado.(3)	

Tabla	 1.	 Resultados	 de	 los	 pacientes	 con	 expresión	 inmunohistoquímica	 de	 H3K27M	 y	 su	

cultivo	primario.	

	

*ICE:	Ifosfamida,	Carboplatino	y	Etopósido.	*TMZ:	Temozolamida.	*RT:	Radioterapia.	
*PACKER:	Vincristina	y	Carboplatino.	
	

El	 80%	 de	 los	 pacientes	 (n=4)	 recibieron	 tratamiento	 con	 esquema	 ICE	 que	

corresponde	a	 Ifosfamida,	Carboplatino	y	Etopósido	con	Temozolamida	y	el	20%	que	

corresponde	a	1	paciente	recibió	esquema	PACKER	con	Vincristina	y	Carboplatino.	En	

cuanto	a	la	radioterapia	el	60%	recibieron	tratamiento	con	un	plan	total	de	54.8	Gy,	sin	

embargo	no	 logró	 completarse	en	 todos	 los	 casos	por	defunción.	Entre	 las	muestras	

que	presentaron	expresión	de	H3H27M,	el	60%	presentó	 formación	de	neuroesferas	

en	cultivo	primario	y	de	estos	el	100%	corresponde	a	los	glioblastomas.	
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XII. DISCUSIÓN	

Estudios	moleculares	recientes	han	revolucionado	el	estudio	de	gliomas	de	alto	grado	

a	 los	que	en	 la	clasificación	actual	al	contar	con	 la	expresión	de	H3K27M	se	conocen	

como	 glioma	 difuso	 de	 la	 línea	 media	 H3K27M	 mutado.(7)	 La	 mutación	 no	 se	

encuentra	en	el	total	de	casos,	sin	embargo	a	partir	de	su	origen	celular,	se	observa	su	

prevalencia	en	estructuras	de	la	línea	media	y	específicamente	en	puente.	La	mutación	

K27M	en	la	histona	H3.3	es	un	hallazgo	frecuente	entre	los	gliomas	de	puente	en	edad	

pediátrica	y	es	la	histona	mas	frecuente	para	estudio	entre	los	glioblastomas	así	como	

la	mutación	H3K27M	es	la	más	afectada	entre	los	gliomas	de	puente.(4)		

Entre	 los	 hallazgos	 significativos	 se	 reporta	 que	 los	 pacientes	 con	 presencia	 de	 la	

mutación	H3K27M	comparado	con	los	que	no	la	tienen	presentan	menor	sobrevida,	la	

cual	es	independiente	de	la	edad	o	la	histología	del	tumor	y	de	esta	forma	se	justifica	

su	definición	en	la	clasificación	de	OMS	como	grado	IV	independiente	de	su	histología.	

(38)(7).	El	 cancer	en	Pediatría	difiere	en	muchas	maneras	con	 respecto	a	 los	adultos	

como	por	ejemplo	su	incidencia,	biología,	respuesta	y	sobrevida.(34)	

Existe	 una	 población	 de	 células	 llamadas	 células	 madre	 neuronales	 tumorales	 las	

cuales	 tienen	 propiedades	 de	 autoregeneración,	 proliferación	 y	 mantenimiento	 de	

células	 clonales	 confiriendo	 resistencia	 a	 la	 quimioterapia	 convencional	 y	 la	

radioterapia.	 (37)	Uno	de	 los	retos	es	poder	diferenciar	entre	 las	células	 tumorales	y	

células	madre	neuronales	tumorales	utilizando	biomarcadores	específicos,	que	dentro	

de	 los	 avances	 de	 laboratorio	 mas	 notables	 en	 neurooncologia	 se	 encuentran	 los	

estudios	 realizados	 utilizando	 cultivos	 de	 celulas	 tumorales,	 bajo	 condiciones	

especiales	 demostrando	 ser	 un	método	 eficaz	 para	 obtener	 mayores	 cantidades	 de	

células	madre	tumorales	capaces	de	ser	utilizadas	para	estudios	de	biología	tumoral.	
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Entre	 los	 pacientes	 que	 presentaron	mutación	 de	 H3H27M	 los	 cuales	 contaban	 con	

realización	de	cultivo	primario,	el	60%	presentó	formación	de	neuroesferas	y	de	estos	

corresponde	al	100%	de	los	glioblastomas.	Se	sugiere	que	las	neuroesferas	son	de	mal	

pronóstico,	 pero	 sería	 cuestionable	 si	 solo	 se	 tienen	 tumores	 malignos	 per	 se	 que	

tienen	dicho	pronóstico.		

Se	ha	descrito	que	las	neuroesferas	favorecen	un	comportamiento	biológico	de	mayor	

regeneración	de	celulas	tumorales	y	por	lo	tanto	una	mayor	proporción	de	crecimiento	

tumoral	generando	un	panorama	mas	sombrío	para	nuestros	pacientes.	

Las	celulas	madre	neuronales	tumorales	juegan	un	papel	importante	en	la	resistencia	

al	 tratamiento	así	como	el	desenlace	del	paciente,	por	 lo	tanto	dirigir	 tratamientos	a	

estas	 células	 podría	 proporcionar	 una	herramienta	 importante	 sobre	 la	 progresión	 y	

recurrencia	del	tumor	cerebral.	Se	evalúa	la	hipótesis	de	que	estas	células	derivan	de	

poblaciones	madre	neuronales	endógenas	y	no	de	 la	desdiferenciación	de	 las	células	

gliales	 maduras.	 (35)	 Por	 décadas	 pasadas	 la	 teoría	 de	 tumorogénesis	 cerebral	 se	

fundamentaba	en	la	existencia	de	células	derivadas	de	un	único	linaje,	sin	embargo	se	

ha	demostrado	la	presencia	de	un	espectro	de	distintos	tipo	celulares	que	componen	

los	tumores	presentando	células	con	mayor	potencial	para	 la	replicación	y	capacidad	

de	desarrollar	nuevos	tumores,	conocidas	como	celulas	madre	tumorales.	

Nuestro	 primer	 caso	 es	 un	 paciente	 masculino	 de	 2	 años	 con	 diagnóstico	

histopatológico	de	Astrocitoma	Difuso,	recibió	tratamiento	con	esquema	ICE/TMZ	por	

4	 cursos	mas	 radioterapia	 sin	 completar	 tratamiento	 ya	 que	 falleció	 por	 progresión	

tumoral.	Es	un	paciente	que	contaba	con	resultado	histopatológico	de	glioma	de	bajo	

grado	 antes	 que	 se	 considerara	 la	 nueva	 clasificación,	 no	 hubo	 crecimiento	 de	

neuroesferas,	sin	embargo	ante	localizacioón	se	dirigía	tratamiento	con	esquemas	para	
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alto	grado	por	la	experiencia	obtenida	en	nuestro	hospital	del	comportamiento	de	los	

tumores	en	esta	localización.	

	

El	 segundo	 paciente,	 femenino	 con	 diagnóstico	 de	 glioma	 de	 alto	 grado	 que	

corresponde	 a	 un	 glioblastoma,	 con	 crecimiento	 de	 neuroesferas	 en	 su	 cultivo	

primario,	fue	tratado	con	ICE/TMZ	completando	10	cursos,	falleciendo	en	13	meses	y	

motivo	de	defunción	choque	séptico	secundario	a	quimiotoxicidad.		

	

Entre	 los	 pacientes	 estudiados,	 el	 tercer	 paciente,	 masculino	 con	 diagnóstico	

histopatológico	de	astrocitoma	difuso,	no	presentó	crecimiento	de	neuroesferas	y	fue	

tratado	 con	 un	 esquema	 altamente	 quimiotóxico.	 Debemos	 revalorar	 en	 un	 estudio	

subsecuente	 si	 ameritaba	 dar	 una	 quimioterapia	 tan	 agresiva	 considerando	 que	 el	

reporte	de	patología	fue	de	un	astrocitoma	difuso	más	allá	que	la	 localización	sea	en	

tallo	cerebral.	Esto	quiere	decir	que	debe	darse	el	valor	a	los	hallázgos	en	los	cultivos	

celulares	asociado	con	el	reporte	de	patología	dado	que	el	cuestionamiento	sería	que	

el	 paciente	 falleció	 por	 toxicidad	 secundaria	 a	 un	 esquema	 de	 quimioterapia	 más	

agresivo	de	lo	que	en	realidad	ameritaba	y	dar	una	quimioterapia	menos	intensa	como	

en	 el	 caso	 de	 astrocitomas	 de	 bajo	 grado	 sin	 crecimiento	 de	 neuroesferas	 que	

corresponde	el	esquema	Packer.	

El	 paciente	 No.4	 con	 diagnóstico	 histopatólogico	 de	 astrocitoma	 difuso,	 con	

crecimiento	 de	 neuroesferas,	 fue	 tratado	 con	 quimioterapia	 de	 alta	 intensidad	 y	 sin	

embargo	falleció	por	progresión	tumoral	debido	al	comportamiento	ya	comentado	de	

estos	tumores.	
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Nuestro	 5to	 paciente	 contaba	 con	 diagnóstico	 histopatológico	 de	 glioblastoma,	 sin	

embargo	 llama	 la	 atención	 que	 siendo	 de	 histología	 agresiva	 y	 presentando	 cultivo	

primario	con	crecimiento	de	neuroesferas,	el	esquema	de	quimioterapia	administrado	

fué	 el	 correspondiente	 para	 un	 tumor	 de	 bajo	 grado	 con	 esquema	 Packer	 lo	 que	

pudiera	justificar	porque	el	paciente	falleciera	por	progresión	tumoral.	

	

Debido	a	la	ubicación	de	estos	tumores	a	menudo	impiden	su	biopsia	y	cirugía	para	su	

estudio,	 sin	 embargo	 el	 contar	 con	 ellas	 proporciona	material	 para	 realizar	 estudios	

moleculares	que	nos	permitan	dirigir	el	tratamiento.(6)	

	

Entre	las	limitaciones	de	las	neuroesferas,	se	ha	postulado	la	posibilidad	de	que	sean	el	

resultado	de	 la	manipulación	del	 ambiente	experimental	 y	 reflejen	un	artefacto	mas	

que	 un	 evento.	 Otra	 parte	 importante,	 es	 la	 ausencia	 actualmente	 de	 un	 protocolo	

estandarizado	 para	 comparar	 resultados	 ya	 que	 se	 han	 utilizado	 diferentes	

componentes	y	diferentes	concentraciones	de	los	mismos.(39)	Se	ha	documentado	en	

varios	 estudios	 realizados	 una	 relación	 estadísticamente	 significativa	 entre	 la	

formación	de	las	neuroesferas	y	un	deterioro	mayor	en	la	evolución	en	un	tumor	del	

neuroepitelio	 primario,	 tanto	 niños	 como	 adultos.(30)(40)	 Los	 estudios	 realizados	

sobre	 análisis	 del	 riesgo	 de	 muerte	 y	 progresión	 de	 acuerdo	 a	 formación	 o	 no	 de	

neuroesferas	 en	 los	 diferentes	 subgrupos	 histológicos	 demuestran	 que	 los	 pacientes	

con	 tumores	 de	 estirpe	 embrionaria	 si	 presentan	 relación	 significativa	 con	muerte	 y	

progresión.	 En	el	 caso	de	 los	 tumores	 gliales	 como	 los	de	nuestro	 estudio	muestran	

evidencia	para	la	relación	con	progresión,	no	asi	con	el	riesgo	de	muerte.(40)	
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XIII. CONCLUSIONES	

	

La	mayoría	 de	 los	 pacientes	 que	 presentaron	 expresión	 por	 inmunohistoquímica	 de	

H3K27M	desarrollaron	neuroesferas	por	cultivo	primario	representando	el	60%	de	los	

casos.	No	todos	los	pacientes	que	presentan	la	mutación,	desarrollan	neuroesferas,	sin	

embargo	esto	puede	estar	sesgado	por	la	técnica	que	se	utiliza	para	el	cultivo	primario,	

dada	que	la	cantidad	de	muestra	que	por	ser	biopsia	y	repatirse	para	varios	estudios	

pudiera	no	ser	suficiente	para	el	desarrollo	de	celularidad.	

	

Es	 importante	 en	 base	 a	 lo	 comentado	 en	 los	 casos	 3	 y	 5	 que	 el	 tratamiento	 sea	

dirigido	a	la	histología	y	presentación	de	neuroesferas	para	evitar	progresión	tumoral	

en	tumores	de	alto	grado	y	toxicidad	en	tumores	de	bajo	grado.	
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XIV. RECOMENDACIÓN	

Ø En	 los	 pacientes	 con	 diagnóstico	 histopatológico	 de	 glioma,	 referido	 en	 la	

actual	clasificación	de	la	OMS	como	glioma	difuso	de	línea	media	al	presentar	

por	 inmunohistoquímica	 la	 expresión	 de	 H3K27M,	 recomendamos	 se	 estudie	

por	cultivo	primario	la	formación	de	neuroesferas,	además	de	la	realización	de	

estudio	 moleculares	 como	 la	 secuenciación	 y	 análisis	 de	 perfiles	

transcriptómicos	 que	 aporten	 conocimientos	 sobre	 el	 comportamiento	

biológico	del	tumor	y	permitirnos	tomar	consideraciones	en	su	tratamiento	de	

forma	oportuna.	
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XVI. ANEXO	
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