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® Articulo original

Correlacion de la expresion de la apoptosis, con la
respuesta a tratamiento y sobrevida en ninos con

astrocitoma

Apoptosis correlation with treatment response and
survival in pediatric astrocytomas

Enrique Lopez-Aguilar,' Graciela Gascon-Lastiri,> Ana Carolina Sepulveda-Vildésola,® Carolina Barrien-

tos,* Griselda Ramirez,> Hermilo De la Cruz-Yanez.°

> RESUMEN

Introduccién: Los astrocitomas son los tumores ce-
rebrales mds frecuentes en la edad pedidtrica, y su
prondstico depende de multiples factores como son: la
estirpe histologica, localizacion, edad de presentacién y
el grado de reseccién quirtrgica. Con el advenimiento
de la biologia molecular, se han encontrado factores pro-
noésticos genéticos. La apoptosis, que es la muerte celular
programada, por lo general se encuentra subexpresada en
los tumores malignos, permitiendo la replicacion sin me-
dida de la célula tumoral.

Objetivo: Determinar si existe correlacion entre la ex-
presion de la apoptosis, con la respuesta a tratamiento y
sobrevida en nifios con astrocitoma.

Métodos: Cohorte retrospectiva. Se revisaron los ex-
pedientes clinicos y radiolégicos de todos los pacientes
con astrocitoma y se obtuvo muestra del tejido tumoral
del banco de tumores del sistema nervioso central; se de-
terminé el grado de expresiéon de la apoptosis. Andlisis
estadistico: Epidemiologia descriptiva
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> ABSTRACT

Background: Astrocytomas are the most common brain tu-
mor in children. There are many prognostic factors in these
patients included histology, location, mneurosurgery resection
and treatment received. However new molecular markers are
important in the survival. Apoptosis alteration could be related
to survival in this group of patients. Intrinsic and extrinsic pa-
thways were studied.

Methods: Ten subsequent patients with astrocytoma were inclu-
ded. All patients were typified clinical characteristics, histological
subtype, neurosurgery procedure and gene related to apoptosis in-
cluded intrinsic and extrinsic pathway.

Results: Ten patients were included, six male and four female
(M:F 1.5:1), the age average 7.8 years. Location _four patients
supratentorial, four patients brain tumor and two located in ce-
rebellum: Histological subtype low grade astrocytoma in seven
patients, two multiform glioblastoma and one patient anaplastic
astrocytoma. All patients presented intrinsic or extrinsic pathway
alteration; must common alteration were observed on the caspasas
pathway
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Resultados: De los 10 pacientes estudiados, siete co-
rrespondieron a histologia de bajo grado, un astrocitoma
anaplasico y dos glioblastoma multiforme. Por localiza-
cién: cuatro fueron supratentoriales, dos en cerebelo y
cuatro en tallo cerebral. Todos presentaron una altera-
ci6n en la via de la apoptosis ya sea en la via extrinseca o
en la intrinseca, siendo mas comun la expresion del gen
TRAIL para la primera, y una alteracién en la via de las
caspasas para la segunda presentindose en seis pacientes
Discusion: No encontramos una via o un gen que
estuviera persistentemente alterado; sin embargo, encon-
tramos como alteracién mas comun en éstos pacientes
la via intrinseca regulada por las caspasas. Este estudio
es importante por que es el primero que integra alteracio-
nes genéticas con la clinica y la histopatologia.

Palabras clave: Apoptosis, astrocitoma, nifios, México.

> INTRODUCCION

Los tumores cerebrales representan el tumor sélido
mis frecuente en la edad pediitrica, siendo los astro-
citomas los mds comunes." A nivel mundial representan
60% y son mas frecuentes en el sexo masculino, la raza
blanca y en menores de cinco afios.? En estudios realiza-
dos en poblacién del D. F, la incidencia es de 17 casos
por millén por ano. La frecuencia de presentacion de
los tumores cerebrales es de 12%.°

Los estudios publicados sobre factores prondsticos
en pacientes con gliomas, se basan en estudios clinicos y
de poblacién, como el de Ohgaki y Kleihues.*

La apoptosis o muerte celular programada, es una
forma de suicidio celular genéticamente definida, que
ocurre de manera fisiolégica durante la morfogéne-
sis, la renovacién tisular y en la regulacion del sistema
inmunitario. Se considera que la apoptosis es un me-
canismo fisiologico de muerte que se desencadena por
diversas senales, las cuales pueden ser fisiologicas o es-
timulos exdgenos ambientales. Las vias de senalizacién
de la apoptosis son dos: la intrinseca y la extrinseca. La
via intrinseca (mitocondrial) se desarrolla cuando la célu-
la esta expuesta a un gran estrés como ocurre cuando se
dana la cadena de DNA; la via extrinseca (citoplasmatica)
es activada cuando algin ligando pro-apoptético como
Apo2L/TRAIL (de la familia de los Factores de Necrosis
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Discussion: We are not found a constant gene alteration, becau-
se both pathways were altered in intrinsic or extrinsic pathway.
This is the first reports which integrate gene apoptosis expression
and clinical follow up.

Keyword: Apoptosis, astrocytoma, children, Mexico.

Tumoral) se une a un receptor pro-apoptético como el
DR4 y DR5.5 Tanto la via intrinseca como la extrinse-
ca convergen en la activacién de enzimas intracelulares
denominadas caspasas, quienes finalmente llevan a la des-
truccidén de las proteinas celulares y con esto la muerte
de la célula.*” El entendimiento de la apoptosis ha sen-
tado las bases de nuevas terapias que pueden inducir la
muerte de las células cancerosas o sensibilizarlas contra
los agentes citotoxicos y la radioterapia.® Estos nuevos
agentes incluyen aquellos para la via extrinseca como el
ligando del receptor uno del factor de necrosis tumoral y
aquellos de la via intrinseca como los de la familia BCL-2
como oligonucledtidos antisentido.” El fracaso en la in-
duccidn de la apoptosis constituye una de las principales
causas de la resistencia a la quimioterapia en los tumo-
res malignos.'” Dado que determinados hechos celulares
pueden ser explicados por trastornos en la regulacion de
los genes responsables de la apoptosis, como es el caso
de la transformacion y progresiéon tumorales,' se postula
que debe de existir una relacion entre la subexpresiéon en
las vias de la apoptosis y la presencia de alteraciones cro-
mosdmicas.'*?

El objetivo del presente trabajo fue determinar si
existe correlacion entre la expresiéon de la apoptosis con
la respuesta al tratamiento y sobrevida en ninos con as-
trocitoma.
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> METODOS

El presente estudio se realiz6 en la UMAE Hospital de
Pediatria Centro Médico Nacional Siglo XXI. De mane-
ra subsecuente, se incluy6 a 10 pacientes con diagndstico
de astrocitoma confirmado por el servicio de Patologia.
Se recolectaron los datos clinicos asi como de imagen y se
estudiaron tanto las vias intrinsecas como extrinsecas de
la apoptosis.

Para la determinacién de las vias de la apoptosis se
realizé el siguiente procedimiento:

Extraccién de RNA total: A partir del tejido tumo-
ral extraido, inmediatamente después de la reseccién,
se llevd a cabo la extraccion de RINA total, siguiendo el
protocolo de Chomezynski y colaboradores (1987) mo-
dificado, mediante TRIzol Reagent (Invitrogen) de la
siguiente manera:

Se pes6é y homogenizd el tejido manteniéndolo
siempre dentro de nitrégeno liquido; después se adicio-
naron 700 mL de TRIzol, agitindose y dejandose cinco
minutos a temperatura ambiente. Se afadieron 40 mL
de cloroformo, se agit6 durante 15 segundos y se dejo
reposar cinco minutos a temperatura ambiente. Se cen-
trifugd nuevamente durante 15 minutos a 13 000 rpm a
4°C. Se recuperd la fase acuosa y se adiciond isopropa-
nol en relacién 1:1; después se llevo a cabo una tercera
centrifugacién de cinco minutos a 7500 rpm a 4°C. Se
decantd el isopropanol y se lavo la pastilla con etanol al
70%; esta pastilla se centrifugd durante 10 minutos a
7500 rpma 4°C, se decantd el etanol 'y se seco la pastilla
a temperatura ambiente, para finalmente hidratarla con
30-50 ml de H2O DEPC.

Cuantificacién de RNA: El andlisis cualitativo del
RNA total en las muestras procesadas, se llevé a cabo
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%, revela-
do con bromuro de etidio y luz UV.

La cuantificacion se llevé a cabo en un espectrofo-
tometro (Eppendorf Biophotometer), calibrado a una
longitud de onda de ultravioleta a 260 nm,;

Para llevar a cabo PCR de cada uno de los genes
seleccionados, se utilizaron losiniciadores disefiados para
este estudio. Para dicho disefio, se realizé una bisqueda
de la secuencia de RNAm correspondiente a cada uno
de los transcritos en la base de datos Entrez nucleotide del
NCBI, posteriormente se utilizb el programa OLIGO,
copiando las secuencias encontradas, donde se comenz6
a buscar una region polimoérfica, que presentara menos
de 40% de CG, ya que un contenido mayor eleva la
TM (temperaturaen que se alinean); ubicando la posi-
cién donde la G sea mds negativa ya que esto le confiere
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mayor estabilidad, flanquedndola con dos secuencias
complementarias en los extremos 57-3". Se analizaron
la formacién de dimeros y la auto complementariedad
(plegamiento), la longitud del fragmento obtenido y
finalmente se calcul6 el porcentaje de compatibilidad
de los iniciadores u oligonucledtidos. La reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) para cada gen se realizé
con los respectivos programas de amplificacién, partien-
do del siguiente programa estindar: desnaturalizacion a
95°C, durante 10 minutos, seguido por 40 ciclos de 95°C
por 20 segundos, a 54°C por 20 segundos 72°C por
30 segundos con una extensién final a 72°C por cinco
minutos.

Identificacién de proteinas relacionadas con apoptosis y pro-
liferacion celular mediante Inmunohistoquimica: Se tomaron
secciones de tejido tumoral de aproximadamente 1cm? de
diferentes sitios. Las muestras se colocaron en frascos con
formol al 10% en solucién amortiguadora de fosfatos para
su fijacion, por un periodo no mayor de 48 horas. Una
vez fijadas, las muestras se procesaron mediante técnicas
rutinarias de histopatologia, se incluyeron en parafina y se
cortaran en micrétomo a cuatro micréometros. Los cortes se
tifieron con Hematoxilina-Eosina. El examen histologico
se llevé a cabo mediante microscopia dptica.

Como anticuerpo primario se aplicaron los anti-
cuerpos survivina (monoclonal de ratdén), caspasa ocho
(policlonal de conejo) de Novus Biological (USA) y
Ki-67 (monoclonal de raton), BCL-xL (policlonal de
congejo), TRAIL (policlonal de conejo), PCNA (mono-
clonal de conejo) y fosto p53-Thr81 (policlonal de raton)
de Cell Signaling (USA).

La evaluacion se hizo usando microscopia optica.

Como controles positivos se usaron inicialmente
cortes de astrocitomas positivos a Ki-67 y como control
negativo, cortes sin anticuerpo primario.

Se establecieron las mejores condiciones de proce-
samiento del protocolo modificado para determinar la
dilucién del anticuerpo primario mas alta que permitiera
la deteccidén adecuada de cada una de las proteinas en los
cortes de tejidos tumorales de controles.

Igualmente se realizd técnica de microarreglos para
la determinacion de genes alterados tanto de la via intrin-
seca como la extrinseca de la apoptosis

Analisis estadistico: De acuerdo con la escala de medi-
cién de las variables se realizd estadistica descriptiva con
medidas de tendencia central y de dispersion.

> RESuULTADOS

En el presente trabajo, se incluy6 a un total de 10 pacientes
portadores de astrocitoma diagnosticados en el servicio de
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Tabla 1.
Caracteristicas de los pacientes

L, . . . Apoptosis Apoptosis Estado
Sexo | Edad Localizacion Histologia Sobrevida Sobre-Ex Sub-Ex Actual
M 14 SUPRA GM 1 mes Fabp7,semaba, ptprz1,VEGF,thbs1 Bcel-2, IAPcyt-c,ikbox Muerto
M 3 INFRA ABG 2 meses OI|g1,serp|lnaS, camk2A, Casp3,TrkA, foxg1b,mapk, Muerto
timp1 cenal
M 7 SUPRA ABG 20 meses lgfbp4,s100A4,mbp1,tgfb1, BID,CASP-8 IRAK-4,PKA Muerto
Fabp7,ptprz1,bcan,YBOX1, CD63,arhe,
F 13 SUPRA GM 3 meses VEGF,pinel, AKT, bcl2,PKa,IAPcytC,IkBOX, IRAK4,p13k Muerto
thdst, top2a
M 9 TALLO AA 13 meses EGFR, AKT, igfvp2, Ki67, pbna, PKA, CASP3 Muerto
Prkeb1,timp1,mcl1, BCL2,PKA,IkBOX,CN,RIP1, | Ccnal, spint2, mapk1, IRAK4, )
14 TALLO ABG 24 meses CASP3 PKA, FLIP. TRAIL Vivo
Bmp2, ntrk2, dff45, CASP10, AKT, PKB, IRAK4, PKA, TRAIL, CALPAIN-
M 6 TALLO ABG 14 meses CALPAIN-A, TRADO, kik endog, A Muerto
F 4 INFRA ABG 19 meses AF007150, AFO79529, EKA, CYTC, TRK-A, | Afo17986, tgfb2, IRAK4,TRAIL, Vivo
interleucini CASP8
F 4 TALLO ABG 2 meses BCL2,PKA,APAF-1,FLID,IL-1,IRAK2 JNK3A2 Vivo
IRAK4,PKA,CALPAIN- '
F 4 SUPRA ABG 18 meses DES,CASP3,Trk-A, A.CASPSTNF Vivo

Patologia del Hospital de Pediatria CMN Siglo XXI
del IMSS. De los 10 pacientes estudiados, en todos fue
posible determinar las vias de la apoptosis, al contar con
muestra suficiente para la extraccién del RNA. La media
de edad fue de 7.8 anos con un rango de tres a 14 anos.
La relacion hombre:mujer fue de 1.5:1, seis hombres y
cuatro mujeres (Tabla 1).

Por histologia: siete fueron astrocitomas de bajo
grado, uno fue astrocitoma anaplasico y dos glioblasto-
mas multiformes.

Por localizacion: cuatro fueron supratentoriales,
dos de cerebelo y cuatro de tallo. De los supratentoriales
uno fue en tilamo, uno intraventricular, uno temporopa-
rietal y uno parietal.

De los 10 pacientes incluidos, seis fallecieron y cua-
tro estin vivos.

En todos los pacientes se encontr6 alteracion en al-
guna via de la apoptosis, ya sea en la via intrinseca como
extrinseca.

Llamo la atencién que en seis de los 10 estudiados,
existi6 una alteracion en las caspasas ya sea que estuvieran
subexpresadas o sobre expresadas (Figura 1).

Paciente — 1 CGLJ

Hombre de 14 afios de edad: se diagnosticé en octubre de
2008, con un glioblastoma multiforme intraventricular;
se realizo reseccidon parcial y recibid un ciclo de Quimio-
terapia (QT) con Ifosfamida, Carboplatino y Etoposido
(ICE).

Falleci6 en noviembre de 2008 por progresion tu-
moral (Figuras 2 y 3).

PacienTE — 2 VHI

Hombre de tres afios de edad; se diagnosticd en agosto
de 2007 con un astrocitoma de bajo grado de cerebelo,
se realizd reseccion completa y se envid a Radioterapia,
sin embargo fallece en octubre de 2007, por sangrado de
tubo digestivo.

PAcientE — 3 MPG

Hombre de siete afios de edad; se diagnostico en octubre
de 2007 con un astrocitoma de bajo grado de tilamo, se
realizé reseccidn parcial y se envid a radiocirugia en fe-
brero de 2008; sin embargo, presentd progresion tumoral
en febrero de 2009, por lo que se realizé nueva reseccién
y se inicié Quimioterapia con ICE. Fallecid en junio de
2009 por progresiéon tumoral (Figuras 4 y 5).

Al realizar los microarreglos para las vias de la apopto-
sis, se encontrd subexpresién de los genes BID y CASP8
y sobre expresion de los genes IRAK y PKA.

PAciENTE — 4 CVA

Mujer de 13 afios de edad; se diagnosticd en septiembre
de 2007 con un glioblastoma multiforme temporopa-
rietal, se realizd reseccidn parcial e inicidé Quimioterapia
con ICE. Falleci6 en diciembre de 2007 por progresion
tumoral. (Figuras 6 y 7). Al realizar los microarreglos
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Figura 1.
Expresion de la caspasas.
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para las vias de la apoptosis se encontrd subexpresion de
los genes BCL-2, PKA, TIAP, CytC e IKBa y sobre ex-
presion de los genes IRAK y P13K.

Paciente — 5 GME

Hombre de nueve afios de edad; se diagnostic6é en no-
viembre de 2007 con un astrocitoma de alto grado de
tallo cerebral, se realiz6 biopsia inicamente e inicio QT
con ICE ademis de Radioterapia. Fallecié en octubre de
2008. (Figuras 8y 9)

PACIENTE — 6 SAM

Hombre de 14 afios de edad; se diagnosticd en agosto de
2007 con un astrocitoma de bajo grado de tallo cerebral,
se realiz6 biopsia inicamente, recibié QT con ICE ademis
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de RT. Actualmente estd vivo. Meses de sobrevida: 36
(Figura 10). Al realizar los microarreglos para las vias de la
apoptosis, se encontr6 subexpresion de los genes BCL-2,
PKA, IkBa, Cn, RIPI, p53 y sobre expresion de IRAK,
PKA, FLIP, Cn y TRAIL. En este caso llama la atencion
que el gen PKA se encontrd tanto sub como sobre expre-
sado, esto puede ser secundario a las distintas isoformas que
todos los genes poseen. El gen TRAIL que esta sobre ex-
presado es el tnico de la via extrinseca de la apoptosis, todos
los demas corresponden a la via intrinseca.

PAcCiENTE — 7 MSJ

Hombre de seis afios de edad; se diagnostic6 en marzo de
2008 con un astrocitoma de bajo grado de tallo cerebral, se
realizd biopsia Gnicamente, inicio QT con carboplatino
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Figura 2. Figura 3. Figura 4.
IRM al momento de la recaida.
' I
-
Figura 5. Figura 6. Figura 7.

y vincristina y por datos de progresion tumoral se cambid
al mes a esquema ICE, ademads recibié6 Radioterapia 54

Gy. Falleci6 en abril de 2009. (Figuras 11 y 12)

PAcientE — 8 ACV

Mujer de cuatro anos de edad; se diagnostico en enero
de 2008 con un astrocitoma de bajo grado de cerebelo, se
realizo reseccidn parcial por lo que inicid tratamiento con
QT con carboplatino y vincristina ademds de Radiotera-
pia. Actualmente con 19 meses de sobrevida.

Paciente — 9 SGB

Nina de cuatro anos de edad; se diagnostico en junio de
2009 con un astrocitoma de bajo grado de tallo cerebral,
se realizd biopsia unicamente e inicio QT con ICE. Ac-
tualmente tiene 22 meses de sobrevida.

Paciente — 10 CVF

Nifa de cuatro anos de edad; se diagnosticod en diciem-
bre de 2007 con un astrocitoma de bajo grado parietal, se
realizd reseccidn completa. Actualmente estd viva, con
24 meses de seguimiento sin progresion.

DiscusioN

En el presente estudio se estudié de manera integral a 10
pacientes pedidtricos portadores de un astrocitoma.

Como se ha comentado ampliamente, el compor-
tamiento biologico de los astrocitomas varfa mucho
independientemente de su histologia, no asi en cuanto a
su localizacion se refiere, tal como se corroboré en el pre-
sente trabajo, siguen siendo de peor prondstico, aquellos
de localizacién en el tallo cerebral.
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Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.
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Figura 11.

Figura 12.

No obstante, aquellos que por histologia corres-
pondian a un bajo grado de malignidad, pudimos
encontrar que in vitro, podian tener un comporta-
miento tan agresivo como aquellos tipificados como
de alto grado.

Recientemente se ha estudiado e involucrado de ma-
nera estrecha las vias de apoptosis con la evolucién de la
mayoria de los cinceres, incluidos los tumores cerebrales.
El conocimiento actual de la apoptosis, como mecanismo
regulador y homeostdtico de los tejidos explica ahora el
desarrollo de tejido neoplisico en la mayoria de los casos.
Y cualquier alteracién o desbalance en éste mecanismo
regulador, ya sea tanto en la via extrinseca regulada por la
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familia del TNF (factor de necrosis tumoral y TRAIL) o
la via intrinseca mitocondrial, da como resultado el desa-
rrollo de un tumor.**-

Recientemente se ha querido canalizar éste conoci-
miento, a fin de desarrollar moléculas que intervengan o
favorezcan el desarrollo o estimulo de la apoptosis para
tratar varios tipos de cincer en la edad pedidtrica como
neuroblastoma y rabdomiosarcoma.

El presente estudio, representa suma importancia,
dado que es de los primeros que se desarrollan en Tu-
mores de Sistema Nervioso Central en Pediatrfa. No
pudimos encontrar una alteracién genética constante o
que se manifestara en una mayor proporcién de los casos,
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dado que encontramos tanto subexpresion como sobre
expresion en los genes involucrados con la apoptosis.
Sin embargo, llamoé fuertemente la atencién que alguna
alteracion de las caspasas por lo menos estuvo presente en
seis de los 10 pacientes estudiados, ya sea porque estuvo
subexpresada o sobre expresada.

Las caspasas son importantes porque juegan un rol
principal en la ejecucion de la apoptosis celular, prin-
cipalmente la caspasa-8 que pareciera llevar la iniciativa
para activar el resto de la cascada de los mecanismos de
muerte celular. En la via extrinseca de la apoptosis, la
estimulacién de los receptores de la muerte del TNF
CD-95 (apo-1/Fas) o TRAIL, permiten la activacion
del iniciador caspasa-8, que directamente se va a unir
ala caspasa-3 o alternativamente unirse al receptor de la
via mitocondrial por via del BID. E1 BID es miembro de
la familia del BCL-2 que activa a la mitocondria para
desencadenar la apoptosis.®>-7

En este estudio, lo que se pretendi6 fue estudiar de
maneraintegral tanto desde el punto de vista clinico, como
histologico, radiologico y molecular a estos tumores,
con el fin de entender a fondo su comportamiento biol6-
gicoy a futuro poder dirigir de una manera mas adecuada
un tratamiento especifico. Basados en que la evasién de
la apoptosis es una caracteristica de las malignidades en la
infancia que contribuye a la carcinogénesis asi como a la
resistencia al tratamiento, se cree que el tener una apopto-
sis defectuosa en las células tumorales puede convertirse
en resistencia tumoral. Para éste punto, las terapias blanco
a la apoptosis se pueden dirigir directamente hacia las cé-
lulas cancerosas o incrementar la respuesta de los tumores
pedidtricos a las terapias convencionales tanto Quimiote-
rapia como Radioterapia.*>’

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

En este contexto, el encontrar estos genes alterados
en el presente estudio, cobra mis importancia. No pu-
dimos encontrar una correlacién directa entre alteracidn
de la vias de apoptosis y sobrevida dado que el tamano de
la muestra es pequena y en todos los tumores que estu-
diamos encontramos una alteracién en algunos de éstos
genes; sin embargo, como ya se menciond, se corrobord
como muy importante y frecuente la identificacién de
la alteracion de algunas de las caspasas, asi como el gen
TRAIL y BCL-2. El poder continuar este estudio nos
permitird ampliar mas la muestra y poder estudiar a fondo
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éstas lineas celulares con el objeto de poder ajustar y ad-
ministrar tratamientos blanco mejor dirigidos.
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