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Editorial

La oncologia pediatrica en el Hospital de Pediatria
del Centro Médico Nacional Siglo XXI, a 30 ainos de

existencia

Pediatric oncology at the Hospital of Pediatrics, Centro Medico
Nacional Siglo XXI, 30 years of existence

Enrique Lopez-Aguilar,' Francisco Javier Ochoa-Carrillo?

1 presente volumen es el primero que la Sociedad
E Mexicana de Oncologia nos otorga para poder ex-

poner todo el trabajo que el equipo de Oncologia
ha estado realizando en el Hospital de Pediatria del Cen-
tro Médico Nacional Siglo XXI, del Instituto Mexicano
del Seguro Social (IMSS).

Se ha seleccionado el tema de Tumores del Sis-
tema Nervioso Central, debido a que es el tipo de
tumor sélido mis frecuente en la edad pediitrica, y
en el que sin embargo, menos avances se habian rea-
lizado hasta la década de los ochentas, presentando la
tasa de mortalidad mis elevada para todos los tipos de
cancer: 40%. No obstante, los avances en las ulti-
mas dos décadas han sido vertiginosos en este rubro,
y exponerlos, es a lo que nos vamos a dedicar a lo
largo de todo el volumen.

No podemos iniciar sin reconocer el esfuerzo que
muchos médicos pediatras del IMSS han realizado desde
que el antiguo Hospital de Pediatria del Centro Médico
Nacional fue fundado en marzo de 1963 y desde que el
primer médico oncélogo con formacién en quimiote-
rapia inicid, en 1976, lo que ahora se conoce como el
Servicio de Oncologia del Hospital de Pediatria, mismo
que se instalé el 27 de abril de 1992 en el nuevo Hospi-
tal de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI.
Posteriormente, se inici6 el tratamiento de los pacientes
con tumor cerebral bajo protocolos de manejo estable-
cidos por instituciones de oncologia vanguardistas en el
mundo; sin embargo, hacia finales de los ochentas, la so-
brevida de estos pacientes continuaba siendo muy pobre
y los pacientes que lograban sobrevivir, presentaban se-
cuelas neurolégicas muy importantes.

Se iniciaron nuevas estrategias terapéuticas en el Hos-
pital de Pediatria, mismas que actualmente, son modelos
a seguir por diversos hospitales nacionales ¢ internaciona-
les, quienes han logrado reproducir nuestros resultados.
Consideramos que el primer gran paso fue el inicio de
la Quimioterapia Neoadyuvante en estos pacientes, esto
es, administrar un esquema de quimioterapia agresivo an-
tes de que el paciente iniciara manejo de Radioterapia,
con lo cual lograibamos basicamente dos objetivos: dis-
minuir el volumen tumoral a irradiar, incrementando las
isodosis al interior del tumor y por otro lado, aumentar
la radiosensibilidad del mismo al exponerlo previamente
a agentes derivados del platino que incrementaban la res-
puesta a la Radioterapia. De hecho, no fueron pocos los
pacientes que posterior a cuatro cursos de quimioterapia
neoadyuvante, presentaban respuesta completa tumoral.

Con lo anterior, se logré incrementar la sobrevida
de los pacientes con meduloblastoma de 209% hasta 76%
a cinco anos y la de los astrocitomas de alto grado, de
17% a 65% a cinco afios. No obstante, ya adentrados
en el Siglo XXI, se constatd que aunque los logros ha-
bian sido satisfactorios, una cuarta parte de los pacientes
con meduloblastoma continuaban falleciendo y un tercio
de los portadores de astrocitoma; por ende, era imperati-
vo continuar los esfuerzos para apoyar a estos casos.

El segundo gran paso fue el de redefinir el riesgo de
los pacientes con tumor cerebral y con ello, estratificar
a los niflos que tenfan mds factores de mal prondstico
para proporcionarles tratamientos mds agresivos y con
diferentes blancos terapéuticos, integrando a este esfuer-
zo conocimientos de inmunohistoquimica y un mayor
entendimiento del comportamiento bioldgico de estos
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tumores mediante técnicas de cultivo celular tumoral y
el estudio de la apoptosis tanto por inmunohistoquimica
como por microarreglos.

En éste contexto, se presentan varios trabajos en los
cuales se integra el estudio de algunos de éstos marca-
dores moleculares involucrados en la apoptosis y en la
proliferacion celular y como es que influyen en el com-
portamiento tumoral y prondstico de éstos pacientes. Es
fundamental comprender que la proliferacion celular estd
controlada por senales extracelulares y por regulacién in-
trinseca del ciclo celular. La apoptosis es un mecanismo
fisiolégico de eliminacién de células al final de su vida o
bien de aquellas con dafo genético, y en éste sentido,
una desregulaciéon en el equilibrio da como resultado un
crecimiento incontrolado.

Considerado como el “guardidn del genoma”, se
investigd el rol del oncogén p53 en un grupo de nifios
mexicanos portadores de astrocitoma asociandolo a la va-
riedad histologica y a la sobrevida, toda vez que algunos
autores lo habian asociado como factor de mal prondstico
e involucrado en la génesis de los astrocitomas. Igual-
mente se establecié un protocolo para conocer el rol del
Bel-2 como factor pronédstico dado que este oncogén se
ha encontrado intimamente ligado a la apoptosis, y en don-
de su sobreexpresion o alteracion, impide la liberacion del
citocromo C de la mitocondria cuando existe dafio ce-
lular contribuyendo con esto a la inmortalizacién de las
células y mayor agresividad e intentamos igualmente aso-
ciarlo a histologias mas agresivas y a la sobrevida de éste
grupo de pacientes.'?

El papel del antigeno de superficie CD133, también
fue abordado, dado que éste es de gran interés por su
asociacidn con la angiogénesis y por estar intimamente
ligado a las stem cell, células capaces de autorenovacion,
responsables del inicio de las neuroesferas, pudiendo
ser capaces de reproducir el tumor al ser inoculadas en
modelos murinos y de cémo este antigeno se relaciona
con la histologia y evolucién clinica de los nifios con
astrocitoma.

En pacientes con meduloblastoma, se estudio el
AKT y su influencia en la evolucion de estos ninos, dado
que se ha informado que este gen estd asociado de manera
directa a la proliferacion y supervivencia celular, y su ac-
tivacion estd implicada con el grado de malignidad y una
mala evolucién clinica.?

Se presenta la integracién en un trabajo de un grupo
de niflos con astrocitomas asociando tanto las alteracio-
nes de las vias intrinseca como extrinseca de la apoptosis
por medio de microarreglos, con la histologia, pre-
sentacion clinica y sobrevida, pudiéndose identificar la
alteracion en la via de las caspasas como la mas frecuente.
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Para concluir, en este nimero se presentan dos
casos clinicos, el primero se refiere a un caso de neu-
rotoxicidad al esquema de Quimioterapia habitual para
tratar a éstos pacientes y el segundo, resulta de suma im-
portancia, dado que dicta las pautas de la investigacion
clinicay basica de vanguardia, siendo el mds claro ejemplo
de la medicina traslacional aplicada a la oncologia, donde
a partir del cultivo de células tumorales de un paciente
con ependimoma, se puede apreciar el desarrollo de neu-
roesferas, como la formacion de éstas se asocia en forma
directa a la evolucién clinica de éste paciente, integrando
igualmente todo el panel de marcadores biomoleculares
asociados a la apoptosis, proliferacién celular y como un
caso como éste, puede ser discordante con los hallazgos
histopatologicos.*

Ante lo ya expuesto, es trascendental conocer que
cada paciente con un tumor cerebral, tiene un compor-
tamiento diferente, por lo que es imperativo el intentar
individualizar tratamientos y de esta forma poder brin-
dar una estrategia terapéutica especifica a cada paciente,
de acuerdo al comportamiento biologico del tumor que
presenta; si lo que queremos es mejorar la sobrevida y
calidad de vida de nuestros nifos al ajustar estrategias
terapéuticas de una manera mas adecuada, razonando el
empleo de nuevas drogas como los antiangiogénicos y
mds recientemente, las que actian bloqueando los recep-
tores de Factor de Crecimiento Epidermoide (EGFR)
complementando los manejos de quimioterapia que han
dado buenos resultados.
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Introduccién

La medicina traslacional en los tumores cerebrales

pediatricos

Translational medicine in pediatric brain tumors

Enrique Lopez-Aguilar

> INTRODUCCION

Mucho se ha hablado en los primeros afios de éste siglo
sobre la medicina traslacional en el mundo entero. Esta es
una necesidad mds que una moda y no es mas que el pun-
to de convergencia entre la investigacion clinica avanzada
y la investigacion bdsica avanzada, utilizadas ambas, para
el mayor conocimiento de una enfermedad y una mejor
planeacién terapéutica en beneficio del paciente ya que
esto nos permitird razonar de una manera sistematizada
el tratamiento, en €ste caso, para un nifio con un tumor
cerebral.

En los ultimos 20 afos, podemos decir que gracias a
la investigacion exclusivamente clinica en éstos pacien-
tes, hemos podido incrementar la sobrevida de los nifios
con un astrocitoma de alto grado de 17% a 65% hasta
cinco anos; en los ninos con meduloblastomas, de 20%
a 78% en el mismo periodo y de los pacientes portado-
res de un ependimoma, de 20% a 54%. Son éstos, los
tres tipos de tumores cerebrales mas frecuentes en la edad
pediitrica y en los que mds debemos trabajar.!

Todavia en la década pasada, definfamos el riesgo en
los pacientes pedidtricos con un tumor cerebral, y con

Jefe del Servicio Oncologia. Hospital de Pediatrfa, CMN Siglo XXI,
IMSS.

ello el tratamiento que debian recibir, de acuerdo a tres
parametros:

e Pardmetros clinicos. De acuerdo a la extension de
la enfermedad y si existia diseminacién de ésta al
neurocje (Clasificacion de Chang, Allen, etc.)

e Parametros histologicos. De acuerdo al grado
de malignidad (utilizando en ocasiones clasifica-
ciones tan antiguas como la de Kernohan de la
década de los cuarentas), si existia anaplasia o0 no
0 necrosis, mitosis u otros factores histologicos de
malignidad.?

e Parametros radioldgicos. Que con el adveni-
miento de la imagen de Resonancia Magnética de
crineo y neurogje, nos podian y pueden definir
con detalle el sitio de la tumoracidén y estructuras
que involucra.

Sin embargo, desde principios de este siglo, se han
agregado tres pardmetros mas, fundamentales para po-
der comprender la biologia molecular de éstos tumores
y poder ofrecer el tratamiento mas adecuado, el cual en
términos finales, debiera ser individualizado para cada
paciente:

Correspondencia: Dr. Enrique Lopez Aguilar. Av. Cuauhtémoc 330.
Col. Doctores 06720. Teléfono: 5627 6900, extension 22528. Correo
electrénico: elopezaguilar@hotmail.com
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e Pardmetros inmunohistoquimicos. Que nos
permiten definir los antigenos de superficie
presentes en éstos tumores y que marcan una di-
ferencia en el comportamiento bioldgico como es
el caso de la expresion del CD-133, relacionado
con las células troncales y con alta capacidad de
angiogénesis; el Ki67 y el AKT que se asocian
con tumores con un alto indice de proliferacion
celular, el bel-2 y la determinacién de p53, que
son genes involucrados en la apoptosis o inmorta-
lizacién de las células tumorales y cuya alteracion
les confiere mayor resistencia a drogas y una me-
nor tasa de supervivencia, y el EGFR o factor de
crecimiento epidermoide que se ha postulado se
relaciona con tumores mas agresivos y que sin
embargo, pudieran responder a algunos agentes
antiangiogénicos.**

*  Pardmetros genéticos y epigenéticos: La genética
aplicada a la oncologfa ha dado luz a maravillosos
hallazgos como lo son, en el caso de los tumores
cerebrales, la asociacion de la codelecion 1p/19q
con un subgrupo de pacientes portadores de
oligodendrogliomas y de astrocitomas con una
buena respuesta a quimioterapia y una mayor ra-
diosensibilidad. Y por otro lado el descubrimiento
epigenético del involucro de la metilacién celular
como factor prondstico y de respuesta a algunas
drogas como la temozolomida, que nos explica
por qué algunos pacientes responden mejor a
ésta droga que otros, y en cuales un incremento
en la dosis de éste agente alquilante de segunda
generacion puede ser de utilidad y con esto per-
mitiéndonos eficientar costos definiéndonos con
claridad en qué grupo de pacientes se debe y a qué
dosis dar éste medicamento y en quienes no.

e Parametros bioldgicos. El conocimiento del
comportamiento bioldgico de los tumores cere-
brales es, en si, toda una materia a estudiar que
ha permitido dar un giro total al entendimiento
de éstos.

En el Laboratorio de Investigacién en Tumores
Cerebrales con el cual contamos en el Servicio de On-
cologia del Hospital de Pediatria del Centro Médico
Nacional Siglo XXI, hemos tenido la oportunidad de
cultivar las células tumorales cerebrales y poder estudiar
in vitro el comportamiento biologico de estos tumo-
res, en condiciones semejantes a las que tienen en el
cerebro del paciente, y esto nos ha permitido estudiar
a fondo coémo se comportan estas células. En estos
cultivos, estas células tumorales cerebrales pueden ser
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susceptibles de crecimiento desde una sola célula de-
rivada de células de colonias que predominantemente
expresan marcadores de precursores neurales como la
nestina y el marcador de superficie celular CD-133. A
partir de estas células, hemos visto como se desarro-
llan neuroesferas tumorales las cuales a su vez expresan
marcadores de superficie de linaje mas maduro; asi
pues, estos tumores cerebrales crecen como neuroes-
feras, las cuales contienen una combinacion de células
troncales o stem cells, y un mayor numero de células
inmaduras progenitoras y otras células mas diferencia-
das. La nestina y el marcador de superficiec CD-133
son expresadas en ambas: tanto en las células pro-
genitoras como en las stem cells; sin embargo, estas
neuroesferas son mas relacionadas con estas ultimas,
las cuales tienen una alta capacidad de “renovacion ce-
lular” y una alta capacidad proliferativa.’

Asi pues, la identificaciéon y estudio de estas neu-
roesferas, nos permiten ahora poder conocer a las células
iniciadoras del cancer, cuyo conocimiento ha coadyuvado
sin duda a un mejor entendimiento del comportamien-
to bioldgico de éstos tumores; y ya en la actualidad,
algunos autores como Panosyan y colaboradores, de la
Universidad de California, han intentado correlacionar
la sobrevida de los pacientes con tumores gliales, con la
formacion de neuroesferas y la persistencia de éstas
después de al menos tres “pases” o resiembras de es-
tas neuroesferas en cultivos renovados, que es lo que
actualmente se estd tratando de identificar de manera
simultanea en nuestro pals, y mas aan, poderlas correla-
cionar con la histologia y respuesta inicial a tratamiento.

Lo anteriormente mencionado es una muestra de
cémo el conocimiento y el avance de la investigacion
bdsica, puede entremezclarse con el conocimiento y
el avance de la investigacion clinica, a la par ambas, de
los nuevos conocimientos farmacoldgicos de diferentes
drogas, y como y cuindo éstas deben integrarse a los dife-
rentes esquemas de tratamiento y estrategias terapéuticas.

[gualmente importante es -y debe mencionarse- que
se requiere de un completo conocimiento de la patogé-
nesis de los tumores cerebrales, asi como de las diversas
vias de malignizacidn, las cuales involucran anormalida-
des tanto en la funcién celular, dictadas por cambios en la
estructura génica, como en sus mecanismos de control, y
que el fenotipo de éstos tumores es complejo y resultan de
una mala regulacion de las numerosas vias intracelulares.
La identificaciéon de moléculas alteradas relacionadas a
éstas vias, nos permitird a futuro el desarrollo de blancos
dirigidos que incluyen pequenias moléculas inhibitorias
(nanoterapia).
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Sobreexpresién Bcl-2 como factor pronostico

en ninos con astrocitomas

Bcl-2 over expression as prognosis factor in

children with astrocytoma
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> RESUMEN

Introduccién: La sobrevida de los pacientes con astroci-
toma, es de menos de 60% a cinco anos. La identificacién
de otros factores asociados al prondstico permitird adecuar
el tratamiento de estos pacientes. Bcl-2 es una proteina
involucrada en la inhibicién de la apoptosis y la sobreex-
presion de la misma se ha observado en diferentes tumores,
en los del sistema nervioso central, se ha relacionado con
histologias desfavorables y con quimio y radio resistencia;
sin embargo, estos estudios se han realizado tnicamente
en adultos.

Objetivo: Identificar si la sobreexpresion de Bel-2 es un
factor prondstico para la sobrevida y la respuesta tumoral
en pacientes pedidtricos.

Métodos: Cohorte analitica. Se revisaron expedientes de
1995 22009 de pacientes en quienes se diagnostic astroci-
toma y se realiz6 inmunohistoquimica para determinacién
de sobreexpresion de Bcl-2. Se realizaron curvas de sobre-
vida global, con y sin expresion de Bel-2 a uno y cinco anos
por método de Klaplan y Meier y se determiné mediante
Log Rank Test si existio significancia estadistica.
Resultados: Se estudiaron 38 pacientes, trece de los
cuales (34.29) sobre expresaron Bcl-2 y 25 (65.7%) no
lo expresaron. La sobreexpresion del oncogén Bel-2 en
aquellos con Bcl-2 positivo, tuvieron una sobrevida de
29% mientras que en los pacientes que no lo sobreexpre-
saron, la sobrevida fue de 64%, p = 0.97.
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2Direccion de Educacion e Investigacion
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> ABSTRACT

Introduction: Survival in children with astrocytomas is poor,
fewer than 60% at five years. The identifications of molecular
parameters could help us to better treatments. Bcl-2 inhibits the
apoptosis and the sobre expression has been associated a poor prog-
1osis.

Objective: To identificate the Bcl-2 association with survival
and histological grade in pediatric patients with astrocytomas.
Methods: Between 1995 and 2009 all the patients with
disgnosis of astrocytomas were includen. Inmunochemistry was
realized to determinate Bcl-2 over expression. Kaplan-Meier and
Log Rank test were calculated.

Results: 38 patients were included; 13 (34.296) over expressed
Bcl-2 with five years survival of 29% compared with 64% at 5
years in .the group of patients which not sobreexpresed Bcl-2 gen
Discussion: The Bcl-2 over expression in children with as-
trocytomas could be important in the treatment strategy and we
think must be considered as a prognostic factor.

Keywords: Bcl-2, astrocytomas, Mexico.

Correspondencia: Dr. Enrique Lopez Aguilar. Av. Cuauhtémoc N° 330,
Colonia Doctores. Del. Cuauhtémoc. 01620, México, D. F. Telé-
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Discusion: La sobreexpresion de Bel-2, aunado a la bio-
positividad de otros marcadores, nos puede determinar el
empleo de un esquema de quimioterapia mas intensivo
con respecto de lo pacientes con tumores que sean nega-
tivos a estos marcadores.

Palabras clave: Bcl-2, astrocitomas, México.

Lopez-Aguilar E, et al.

> INTRODUCCION

Los tumores cerebrales representan el tipo de tumor soli-
do mds frecuente en la edad pediitrica. A nivel mundial,
la incidencia se encuentra entre 10y 18 casos por millon
por aflo, con una frecuencia de presentacion de 12%."
Los mas frecuentes son los que se derivan de la glia hasta
en 60% vy de éstos los astrocitomas.” La expectativa de
vida de acuerdo a la SEER (Surveillance Epidemiology End
Resulf) alos cinco anos, es de 50%0.%7

El conocimiento de los factores prondsticos, permite
adecuar el tratamiento a estos pacientes. A pesar de que se
conocen algunos factores prondsticos, continda habien-
do un grupo de pacientes con evolucién desfavorable,
por lo que es importante determinar los factores que lle-
van a un peor pronodstico y de esta manera diferenciarlos
y tratarlos de una manera mds intensiva.

Los factores de mal prondstico ya conocidos son:
edad menor de tres anos, ya que a estos pacientes no se
les puede ofrecer radioterapia, asi como localizaciéon e
histologia.® Los indicadores histologicos de anaplasia,
y por lo tanto de malignidad, son: atipia nuclear, na-
mero de mitosis, proliferaciéon vascular y presencia de
necrosis.® La supervivencia media de los pacientes con
astrocitomas, segun la clasificacién de la OMS, es de
cinco a siete anos para los de grado I, de 2.5 a tres afios
para el grado 11, de 1,5 a dos afios para el grado III, y
de un afno o menos para el grado IV.” Con la introduc-
ci6n de la quimioterapia neoadyuvante, la sobrevida se
ha visto incrementada, en particular con el esquema de
quimioterapia utilizando tres drogas (ifosfamida, car-
boplatino y etopdsido).®

Se han identificado también diversos marcadores
biomoleculares que influyen en el prondstico de estos
pacientes. Entre ellos los factores de crecimiento celular
que son proteinas que en condiciones fisiologicas regulan
el crecimiento y la diferenciacién celular.

La sobre expresion de éstos, se asocia por lo general
a una mayor agresividad biologica y su identificacion ha
permitido el disefio de nuevas estrategias terapéuticas.’

Otro campo de estudio, respecto al prondstico de
pacientes con tumores cerebrales, corresponde al estudio
de altercaciones en la apoptosis o muerte celular progra-
mada. Los mecanismos que regulan la muerte celular son
esenciales para el normal desarrollo y mantenimiento de
la homeostasia en los tejidos.!? Las células crecen contro-
ladamente gracias a la expresion de genes que inducen
senales de muerte en estadios definidos de diferenciacion
y en respuesta a estimulos fisiologicos determinados.!!

Debido a que la apoptosis puede considerarse como
un proceso de eliminacion de células defectuosas, la
desregulacion de los genes que codifican las proteinas
relacionadas con la apoptosis puede ser la causa del desa-
rrollo de diversos tumores."

El Bcl2 (B cell leukemia/lymphoma 2 gen) fue el primer
proto oncogén detectado; estd localizado en el cromosoma
18, funciona como un supresor de la apoptosis y pue-
de promover la transformacién neopldsica.'? Forma parte
de una familia de genes que intervienen en laregulacion de la
supervivencia de la célula. Los miembros de la familia Bcl-
2 estdn integrados por: Bcl-2, Bax, Bad, Bcl-X1, Bel-Xs,
Mcl-1."* El destino de una célula de morir o sobrevivir
esta determinado por las diferencias en la expresion de es-
tas proteinas, actuando algunas como promotoras y otras
como inhibidoras de las sefiales de apoptosis.!®

Las alteraciones en este gen pueden provocar un
aumento en la expresion de la proteina citoplasmatica
Bcl-2, que origina inhibicién de la apoptosis y da por re-
sultado la supervivencia de la célula transformada.'® Esta
proteina, facilita el aumento de la supervivencia de la cé-
lula transformada y de este modo aumenta la posibilidad
de futuras aberraciones genéticas, que pueden conducir a
la progresioén maligna.!”:!8
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La expresion de este gen o de su proteina en algu-
nos tipos de cancer es un marcador de mal pronostico. "
En 2002, Tyagi en la India, realizé un estudio en el cual
compard la expresion de Bcl2 en pacientes con tumo-
res primarios del SNC, encontrando mayor expresion de
esta proteina comparada con pacientes sanos.?’

Stregh, en 2008, demostrd que la alteracion en Bcl2
se correlacionaba con resistencia a quimioterapia y por
lo tanto con mal prondstico, en pacientes adultos con
glioblastoma multiforme.?" Liu, en 2007, realizé6 mar-
cadores tumorales con técnica de inmunohistoquimica,
entre ellos Ki67, p53 y Bcl2, en pacientes adultos con
diagnoéstico de astrocitoma de alto grado, encontrando
que la expresion de estos marcadores es importante para
carcinogénesis.?

> OBJETIVO

Identificar si la sobreexpresion de Bcl2 es un factor pro-
noéstico para la sobrevida en pacientes pedidtricos.

> METODOS

El presente estudio se realizd en el Hospital de Pediatria
Centro Médico Nacional Siglo XXI, analizando los ex-
pedientes de pacientes diagnosticados con astrocitoma
durante el periodo comprendido entre 1995 a 2009. El
protocolo fue aprobado por el Comité Local de Investiga-
cién. Se incluy6 a todos los pacientes menores de 15 anos
con diagnostico de astrocitoma establecido en el servicio
de Patologia del Hospital de Pediatria del Centro Médico
Nacional Siglo XXI, que contaban con expedientes
completos, asi como muestra del tumor en bloque de
parafina o muestra de tejido tumoral ultracongelada y
que completaran un seguimiento de por lo menos dos
anos. Todos los pacientes recibieron tratamiento por
el servicio de Oncologia del Hospital, con el protocolo
ICE (carboplatino: 400 mg/m?/dia en dia un, seguido de
ifosfamida: dos g/m?/dia los dias uno, dos, tres, y etopo-
sido: 100/mg/m?/dia los dias uno, dos, tres, cada tres dias
por cuatro cursos), seguido de radioterapia (5400 cGy).
Se eliminaron a todos aquellos pacientes que abando-
naron el tratamiento, o cuyas muestras no pudieron ser
procesadas por muestra insuficiente. Se tomaron de los
expedientes los siguientes datos: edad al diagnéstico,
sexo, diagnostico histopatologico, localizacion de la
tumoracion, tipo de cirugia, asi como volumen tumo-
ral residual, fecha de diagnéstico y fecha de defuncién o
ultima cita. Las muestras de parafina fueron procesadas
por inmunohistoquimica y se tomo positivo cuando
la inmunoreactividad fuera mayor a 50% de células
positivas en un campo de 40 aumentos.

® GAMO Vol. 10 Nim. 1, enero — febrero 2011

El anilisis estadistico se realizd con medidas de ten-
dencia central y dispersion, de acuerdo a la distribucion de
las variables. Se analizé la asociacidn de cada variable con la
probabilidad de morir mediante prueba de Ji cuadrada, o
prueba exacta de Fisher, y cdlculo de riesgo mediante ra-
z6n de momios. Se calculd la sobrevida global y libre de
enfermedad a uno, cinco y 10 afos de acuerdo al método
Kaplan Meier, con prueba log Rank test para determinar
diferencias entre grupos.

> RESuLTADOS

Se estudiaron 47 pacientes, de los que se excluyeron siete,
por no contar con los datos necesarios en el expediente y
dos en los que la muestra de tejido no fue suficiente para
realizar la técnica de inmunohistoquimica, por lo que se
presentan los resultados de 38 pacientes. La mediana de
edad en los pacientes estudiados, fue de cinco afios, con
un rango de tres a 16 anos. La razon hombre mujer fue de
0.9:1 (18 hombres: 20 mujeres).

En cuanto a la histologia, 29 pacientes (76.3%),
correspondieron a astrocitomas de bajo grado; 12
(31.5%) astrocitoma fibrilar y 17 (44.7%) a astroci-
toma difuso, y nueve astrocitomas de alto grado; siete
(18.4%) fueron astrocitomas anaplisicos y dos (5%)
glioblastomas multiformes.

Por localizacion: 14 (36%) fueron supratentoriales,
15 (39.4%) infratentoriales y nueve (23.6%) en el tallo
cerebral.

De acuerdo al tipo de cirugia realizada, a seis pacien-
tes (15%) se les realizé biopsia, a 22 (57.8%) reseccion
parcial y a 10 (26.31%) reseccion total.

Respecto del estado actual: 23 pacientes estan vivos
(60.5%) v 15 pacientes (39.5%) han fallecido; de acuer-
do con la histologia, de los 29 pacientes con astrocitoma
de bajo grado 20 (68.9%) estan vivos y nueve (31.1%)
muertos. De los nueve pacientes con astrocitoma de alto
grado aquellos con astrocitoma anaplasico tres (33%)
estdn vivos y cuatro (44.4%) muertos; los dos pacientes
restantes con glioblastoma multiforme fallecieron. Por
localizacion, de los 14 pacientes con astrocitoma supra-
tentorial siete han fallecido y siete estin vivos (50%).
Once de 15 pacientes (73.3%) estin vivos y cuatro
(26.7%) han fallecido. De los pacientes con tumor en ta-
llo cerebral, cinco estan vivos y cuatro han fallecido, 55%
y 45% respectivamente.

Trece pacientes (34.2%) sobre expresaron Bel2 y 25
(65.7%) no lo expresaron.

De acuerdo a la histologia nueve de los 29 (31%) pa-
cientes con histologia de bajo grado sobre expresaron el
oncogén Bcl2 mientas que cuatro de los nueve pacientes
(44.49%) con astrocitoma de alto grado lo expresaron.
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Por localizacion Bcl2 se sobre expreso en tres de 12
(25%) pacientes con astrocitoma fibrilar sobre expre-
saron Bcl2, seis de 11 (54%) pacientes con astrocitoma
difuso, tres de cuatro (75%) con astrocitoma anapldsico y
un (50%) paciente con glioblastoma multiforme (Tabla
1). Por el tipo de cirugia realizada, de los pacientes a los
que se realizd biopsia, seis no sobre expresaron Bcl2, 12
de los 22 (54.5%) a los que se realizd reseccion parcial si
lo sobre expresaron y uno de nueve (11.1%) a los que se
realizd reseccion total también lo sobreexpreso.

Respecto de la edad cuatro de cinco (80%) pacien-
tes menores de tres aflos sobre expresaron esta proteina
y nueve de 20 (45%) pacientes mayores de tres afios la
sobre expresaron.

La sobrevida global de acuerdo al método de Kaplan
Meier fue de 569 a cinco afios (Figura 1). La sobrevida
global a cinco afios, de acuerdo al género, fue de 51%
para sexo femenino y 60% para masculino (p = 0.87).

Por histologia, la sobrevida a cinco afios fue de 44%
para los pacientes con astrocitoma fibrilar, de 76% para
los pacientes con astrocitoma difuso, 42% para astroci-
toma anapldsico y 0% para glioblastoma multiforme (p =
0.511). Por bajo y alto grado la sobrevida a cinco afios fue
de 60% y 33.3% respectivamente p = 0.483 (Figura 2).

Respecto de la localizacion, la sobrevida global a cin-
co anos fue de 46% para los supratentoriales, 73% para
infratentoriales y 35% para tallo cerebral p = 0.546% .

De acuerdo al tipo de cirugia, la sobrevida a cinco afios,
fue de 16% en los pacientes a quienes se realizb biopsia,

Loépez-Aguilar E, et al.

Tabla 1.
Caracteristicas de los pacientes con diagnostico de astrocitoma.
N (%)

Edad Mediana 6
Rango 1-16

Sexo Femenino 20
Masculino 18

Localizacion Supratentoriales 14 (36.5%)
Infratentoriales 15 (39.4%)
Tallo cerebral 9 (23.6%)

Tipo de cirugia Biopsia 6 (15%)
Reseccion parcial 22 (57.8%)
Reseccion total 10 (26.31%)

Histologia Bajo grado 29 (76.3%)
AF 12 (41.3%)
AD 17 (58.7%)
Alto grado 9 (23.6%)
AA 7(77.7%)
GM 2(22.2%)

Sobre expresion Bcl2 | Positiva 13 (34.2%)
Negativa 25 (65.7)

AF astrocitoma fibrilar AD astrocitoma difuso AA astrocitoma anaplasico GM
glioblastoma multiforme

72% en los que se realzd reseccion parcial y 60% para los
que se realizd reseccion total; p = 0.0036 (Figura 3).

Los pacientes que sobre expresaron Bel-2 tuvieron
una sobrevida de 29% mientras que los pacientes que
no lo sobre expresaron la sobrevida fue de 64%; p =0.97
(Figura 4).

Figura 1.
Curva de sobrevida global.
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Figura 2.
Curva de sobrevida de acuerdo al grado histoldgico.
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Figura 3.
Curva de sobrevida de acuerdo al tipo de cirugia.
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> Discusion

La sobrevida de los pacientes con diagnostico de tumores
cerebrales, especificamente con astrocitoma, es reportada
en la mayorfa de los estudios internacionales de 30% a
40% a cinco afios (Figura 5). Esta ha mejorado en los
ultimos 15 afos, debido al empleo de esquemas de qui-
mioterapia mas intensivos, que incluyen firmacos que
han probado su efectividad in vitro ¢ in vivo, tal es el caso
del carboplatino, que aunado a la sinergia existente en-
tre la combinacion de ifosfamida y VP16 ha probado su
efectividad en gran ntimero de estudios. La tendencia ac-
tual para estos pacientes es el tratamiento individualizado
de acuerdo al riesgo que tengan, tanto de morir como de
respuesta a tratamientos, para lo cual es muy importan-
te conocer el comportamiento bio-molecular de estos
tumores para poder dirigir de manera mds acertada un
tratamiento. Como resultado de éste conocimiento, han
surgido nuevos firmacos, por ejemplo los antiangiogé-
nicos o aquellos dirigidos contra factores de crecimiento
epitelial o del endotelio vascular que se encuentran sobre
expresados en estas neoplasias. >

Un campo de estudio en constante crecimiento
para la explicacion de biologia molecular en pacientes
con tumores cerebrales, es el estudio de la apoptosis o
muerte celular programada. En condiciones normales, el
desarrollo de un tejido guarda un estrecho equilibrio
entre las células proliferantes y las que se van muriendo
(via apoptosis) o bien que se diferencian; al presentar una

GAMO Vol. 10 Num. 1, enero — febrero 2011

Figura 4.
Curva de sobrevida de acuerdo a la expresion de Bcl2.
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Figura 5.

Astrocitoma BCL-2 +.

alteracion, ya sea aumento de la proliferacién o inhibiciéon
de la apoptosis, estas células rompen ésta homeostasis y
tienden a inmortalizarse, y si este programa de pérdida
celular se altera, las células contintian en proliferacion de
manera indefinida.”
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Bcel2 es una familia, compuesta de 19 genes, que
pueden promover o inhibir la apoptosis, dentro de los
miembros de esta familia se encuentran BAX que fa-
vorece la apoptosis y Bcl2 que la inhibe. Se encuentra
localizado en el cromosoma 18. Las proteinas de este gen,
ejercen un efecto inhibidor sobre la permeabilizaciéon de
la membrana mitocondrial, que libera el citocromo C
hacia el citoplasma de la célula, el cual a su vez inicia la
via intrinseca de la apoptosis a través de la activacion de
las caspasas 7. Bcl2 es un proto-oncogén que prolonga
la sobrevida de las células, al bloquear la apoptosis, y esta
inhibicién puede promover la trasformacién neopldsica.

Trabajos recientes, realizados por Steght, han de-
mostrado que aquellos pacientes que sobreexpresan el
Bcl2 previenen la muerte celular inducida por radio-
terapia.?®

Esta molécula a pesar de no ser nueva, dado que des-
de el 1988 se habia visto sobre-expresada en pacientes
con LNH, fue hasta fines de los noventas que se le atri-
buyd un rol en la oncogénesis.

En el presente trabajo, la expresién de este onco-
gén, se manifestd de manera mas frecuente en aquellos
pacientes portadores de astrocitoma de alto grado
(49%), con respecto de aquellos pacientes portadores
de un astrocitoma de bajo en el cual estuvo presente
en 30%. A pesar de no existir significancia estadistica,
si la hay clinica.

Lo anteriormente expuesto se corrobora al hacer una
correlacion entre la sobreexpresion de oncogén Bel2 y la
sobrevida, en la que encontramos sobrevida de 64%, a
cinco afios para pacientes que no expresaban esta onco-
gén vs. 29% que presentaban (p = 0.76). Consideramos
que existe significancia clinica con un OR para fallecer
de 1.5 para los pacientes que sobre expresan Bcl2, es
importante considerar también, que el porcentaje de la
sobreexpresion dado que aquellos que presentaron mas
de 25% de sobre expresion presentaron SV de 31% a 10
anos vs. 66% para aquellos que no lo expresaron.

En este trabajo, resulta importante mencionar que
se corrobora lo que en multiples estudios se ha expuesto;
el tipo de cirugia realizada en estos pacientes, lo cual se
reflej6 en la sobrevida, al presentar 64% de superviven-
cia a cinco anos para los pacientes sometidos a reseccién
parcial o total vs 16% de aquellos en quienes se realizd
biopsia (p = 0.003).

Por histologia, se corrobord un peor prondstico para
el grupo de pacientes con glioblastoma multiforme, la
cual fue de 0% a cinco anos vs. 76% y 58% para bajo
grado (difuso y fibrilar).

Consideramos que el presente trabajo es de utilidad,;
no obstante, debemos ser juiciosos al tratar de incorporar

Lopez-Aguilar E, et al.

los nuevos biomarcadores moleculares como factores
prondstico, en este tipo de pacientes. Debe conocerse a
profundidad el comportamiento biologico de estos tu-
mores para poder dirigir una terapia adecuada al riesgo;
sin embargo, contintan existiendo factores pronosticos
clinicos y quirargicos ya establecidos que siguen vigentes.

El continuar con este trabajo e incrementar la mues-
tra de pacientes serd importante para tratar de disminuir
el error estadistico, por tamano de muestra y contribuird
al mejor entendimiento del comportamiento de este tipo
de pacientes.

A pesar de que algunos autores como Tyagi men-
cionan a Bcl2 como factor prondstico importante,
encontrando en su estudio una diferencia estadistica, en
cuanto a la expresion de este oncogén en el tejido tu-
moral resecado al compararlo con el parénquima cerebral
adyacente.”’ Y aunque tampoco se encontrd una corre-
lacién con el grado histopatologico, si se considera a la
sobreexpresion de este oncogén, como un evento molecu-
lar importante que hace a estos tumores quimio y radio
resistentes. Lo anterior corrobora, y nos ayuda a concluir
la importancia de este trabajo, en el cual el entendimiento
biomolecular, nos dicta la pauta terapéutica; esto es, la
sobreexpresion de BCL2, aunada a la biopositividad de
otros marcadores, nos pueden determinar el empleo
de un esquema de quimioterapia mas intensivo con res-
pecto de lo pacientes con tumores que sean negativos a
estos marcadores.
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Articulo original

CD133 se asocia con el pronodstico

en astrocitoma pediatrico

CD133 is associated with prognosis in pediatric astrocitom

Enrique Lopez-Aguilar,! Abril Arellano-Llamas,? Félix Ignacio,” Ana Sepulveda-Vildésola,* Francisco Ja-
vier Garcia-Vdsquez,” Ana Paulina Riosocovian-Soto®

> RESUMEN

El cancer cerebral en pediatria, es el primer tumor soli-
do; los astrocitomas representan 60% de ellos. El cincer
proviene de células troncales positivas para CD133, su
expresion se asocia con mal prondstico en el glioma de
adultos, pero el comportamiento molecular de los glio-
mas de los nifios es diferente y no existen informes sobre
astrocitomas en pacientes pediatricos. Ademas CD133 se
ha relacionado con la angiogénesis tumoral. Realizamos
un estudio ambispectivo, observacional, longitudinal
y comparativo. Se incluyeron casos de astrocitoma de
cualquier grado entre 1995 y 2008, que recibieron tra-
tamiento estindar, se recopilé informacién clinica y se
obtuvieron muestras tumorales previo al tratamiento de
bloques de parafina para fines diagnosticos, de los cuales
se tomo una muestra y se realizd inmunohistoquimi-
ca (CD133 Cell Signaling clona C24B9). Hubieron
30 casos que cumplieron los criterios de inclusién: los
hombres representan 50%; mediana de edad 78.8 meses
(rango 16 a 192), menores de tres anos 10%, histologia:
bajo grado 70%, astrocitoma anaplisico 20%0, glioblasto-
ma multiforme 10%; inmunohistoquimica positiva para
CD133 14 casos con tincién membranal y citoplasmatica.
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> ABSTRACT

Brain cancer in pediatric age is the first solid tumor, the astrocyto-
ma represent 60%0 of all brain cancer. Cancer arise from troncal
cells that are positive for CD133, its expression is associated with
worse prognosis than CD133 negative in adult glioma, howe-
ver the biological behavior of adult and pediatric astrocytomas are
different, and there are no reports of CD 133 expression in the pe-
diatric group. Besides CD133 has been related with angiogenesis
in cancer. We have done ambispective, observational, longitu-
dinal and comparative study. We included any grade pediatric
astrocytoma diagnosed between 1995 and 2008, who received
standardized treatment. Clinic information was recuperated.
From the tumor samples taken for diagnosis before treatment, it
was taken a slide to perform immunohistochemsitry (CD133
Cell Signaling Clone C24B9). There were analized 30 cases,
50% were men, the age 78.8 months (16 to 192), less than three
years old 1096, low grade astrocytoma 7096, anaplastic astroc-
yatoma 209 and multiform glioblastoma 10%; CD133+ 14
cases with a membranal and cytoplasmic pattern. The high grade
astrocytomas were CD133+ in 66.6% of cases, and low grade
52% (p = 0.240). The surveillance for the CD 133+ group was
22.59 less than CD133- group (log Rank Test 0.274). The
CD133+ pediatric astrocytomas had less surveillance, but there
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Pediitrica. Hospital de Pediatria CMN Siglo XXI. Ave Cuauhtémoc.
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Tumores de alto grado fueron positivos para CD133
66.6%, los de bajo grado 52% (p = 0.240). La sobrevi-
vencia del grupo CD133+ fue 22.5% menor que la del
grupo CD133- (Log Rank Test 0.2749). Los astrocito-
mas en ninos CD 133+ tuvieron menor sobrevida aunque
no hubo significancia estadistica por la heterogeneidad
de la muestra. Se observan diferencias de la expresion de
CD133 en los diversos grados de los tumores. Los tumo-
res CD133 positivos deberian recibir tratamientos mds
agresivos que incluyan antiangiogénicos.

Palabras clave: Astrocitoma, CD133, prominin,
prondstico, pediatria, México.

were not statistical significance because the sample heterogeneity,
there are different grades of expression of CD133 for each grade
of astrocytoma. CD133+ astrocytoma should receive aggressive
antiangiogenic chemotherapy.

Keywords: Astrocytoma, CD133, prominin, prognosis,
pediatric, Mexico

> INTRODUCCION

En nuestro pais los tumores del sistema nervioso central
representan 10% de los cinceres infantiles (incluyendo
leucemias y linfomas).! De ellos los astrocitomas son los
mas comunes.” Se clasifican segiin la OMS en una escala
de grados segtin la conducta bioldgica,**y con esta clasifi-
cacion se predice: respuesta al tratamiento y prondstico.*

El prondstico de los astrocitomas grado IV, en series
que contienen pacientes pediatricos y adultos, la super-
vivencia media raramente excede los 12 meses.** Un
estudio realizado en el Hospital de Pediatria del Centro
Médico Nacional Siglo XXI, en astrocitomas de alto
grado, en el que se utilizé quimioterapia (ifostamida, car-
boplatino y etopdsido) previo a la radiacion, consiguid
supervivencia global a 60 meses de 67% de los casos y
libre de enfermedad de 569%.

El comportamiento molecular de los tumores ce-
rebrales en los ninos es diferente al de los adultos, por
ejemplo, aunque los gliomas de alto grado de adultos so-
breexpresan la proteina EGFR, la amplificacion del gen
es rara en ninos. Las observaciones obtenidas de los glio-
blastomas multiformes en adultos no son extrapolables a
la poblacidén pediatrica.*®

La estratificacion por riesgo es muy importante. El
andlisis del riesgo puede diferenciar a los pacientes en un
grupo que requiera tratamiento agresivo de un grupo de
bajo riesgo para el que es suficiente un protocolo tera-
péutico de menor agresividad.’

Sélo pocas células atipicas dentro de la masa tumoral
son responsables del crecimiento y recurrencia de algunos
canceres cerebrales. Son células troncales, transformadas a
tipo celular de sistema nervioso central con habilidad de ini-
ciar cancer, una célula tumoral cerebral troncal.' Las células

® GAMO Vol. 10 Nim. 1, enero — febrero 2011

troncales tienen las capacidades que requieren las células
para ser cancerosas.'!-!?

El marcador de células troncales CD133 se descri-
bié en células humanas hematopoyéticas'*® y células
neuroepiteliales murinas.'!"” Su funcién es desconocida,
pero se reconoce como marcador de células troncales de
tejidos normales y cancerosos.'** Este marcador podria
tener relacidn con la carcinogénesis por dos vias: la tumo-
rigénesis y la angiogénesis.

Las células tumorales CD133+ son tumorigénicas.
Singh (2003),' describi6 in vitro que las células CD133+
de un glioblastoma multiforme de adulto son capaces de
generar esferas tumorales y cancer xenografico fenotipi-
camente igual que el del paciente del que se obtuvieron
estas células.

Se ha estudiado la expresion de CD133 en astrocito-
mas de adultos y la expresion no es detectable en tumores
de bajo grado, y es positiva hasta 96% en el estadio IV.
La expresion de CD133 concede un riesgo de 17.46 (IC
95%, 5.49-55.52) y la organizaciéon topologica en agru-
pamiento un riesgo 5.62 (IC 95%, 2.04-15.51) p <0.001
como elementos prondsticos significativos de menor
supervivencia global independientes del grado OMS del
tumor, edad, o extensién de la reseccidn, resultados si-
milares para supervivencia libre de progresion con células
positivas y con formacién en grupos (OR, 8.13; 95%
IC, 3.63-18.25; p <0.001) y (OR, 4.67; 95% IC, 1.94-
11.23), respectivamente ademds la expresion elevada de
CD133 se asocia a mayor incidencia de recaida tumoral .

El comportamiento molecular de los astrocitomas
en la edad pediitrica, no se ha elucidado por completo y
se ha observado que s6lo una parte de las células dentro
del tumor tiene capacidad carcinogénica en modelos in
vivo, y expresan el marcador de células troncales de cancer



CD133. La expresion de este marcador en astrocitomas
de pacientes adultos se asocia con el prondstico y grado de
la enfermedad; sin embargo, en poblacidn pediitrica, el
comportamiento molecular de los gliomas es diferen-
te al de los adultos, y no se ha establecido la expresion
de CD133 ni su asociacion con el prondstico de la en-
fermedad.

> OBJETIVO

Determinar si la expresion de la molécula CD133, en
los astrocitomas de pacientes pediatricos, se asocia con el
prondstico de los mismos.

> METODOS

Se realizd un estudio ambispectivo, observacional, lon-
gitudinal y comparativo, constituido por una cohorte
que se clasificd y compard en funcién de la expresion
de CD133. La poblacién que se examind estuvo consti-
tuida por pacientes con astrocitoma de alto y bajo grado
que fueron diagnosticados en el Hospital de Pediatria del
Centro Médico Nacional Siglo XXI entre enero de 1995
y diciembre de 2008.

Se incluyeron pacientes con diagnostico de certeza,
de género indistinto y que no hubiesen recibido ningtin
tratamiento al momento de obtenerse la muestra de teji-
do tumoral que se usé para este estudio, con un tiempo
minimo de observacion de dos meses. Se obtuvo muestra
del tejido tumoral la cual se mantenia conservada en para-
fina en el archivo histolégico del servicio de patologia. De
esta muestra, un médico patologo, ciego a la evolucidon
del paciente, efectud diagndstico histologico y determind
el grado de malignidad con la escala de la OMS. Por otro
lado se realiz6 inmunohistoquimica para determinar la
expresion de la molécula CD133 en el tumor.

Inmunohistoquimica: De las muestras parafinizadas del
tumor se realizaron cortes de tres micras de espesor, se
desparatinaron y rehidrataron (tren de alcoholes y agua
deionizada). Se expuso el epitope con citrato y presion.
Se utiliz6 anticuerpo policlonal primario de conejo anti
CD133 (1:100 clona C24B9, Cell Signaling Danvers,
MA, USA) y se incubd por media hora. Se agregd anti-
cuerpo secundario (anti-conejo) que se incubd por una
hora. Se revel6 la reaccién con diaminobenzidina y con-
tra tincion con hematoxilina.

El control negativo se sometié a toda la metodo-
logia, excepto la aplicacion de anticuerpo primario. Se
caracterizé un control positivo de rinén sano pediitri-
co, en el que se observo tincidén positiva para las células
glomerulares tnicamente. La tincién fue citoplasmatica
y membranal, con una intensidad adecuada. La reaccién

CD 133 se asocia con el prondstico en astrocitoma pediatrico ®
Loépez-Aguilar E, et al.

Tabla 1.
Caracteristicas de la muestra.

Mediana n % Rango
Hombres 15 50
Edad (meses) 78.8 16-192
Menores de 36 meses 3 10
Vivo 15 56.7
Histologia
Bajo grado 21 70
Astrocitoma anaplasico 6 20
Glioblastoma multiforme 3 10
Localizacion tumoral
Supratenotrial 10 33.3
Infratentorial 13 43.3
Tallo cerebral 7 23.3
Expresion CD133+ 14 46.7

se caracterizO como ausencia de expresion, expresion
positiva (>1%0) y se clasificé en moderada (<50%) y alta
(>50%).

La observacién de la inmunohistoquimica fue reali-
zada por un médico neuropatdlogo experto, quien revisé
10 campos de alta resolucion, y establecid el porcentaje
de positividad.

Estadistica: Se utilizd estadistica descriptiva para ca-
racterizar la muestra. Se determin6 la kurtosis y lordosis
para establecer el tipo de estadistica apropiada para el and-
lisis. Se realizé curva de supervivencia con funcién de
supervivencia actuarial y se probo la diferencia entre los
grupos con la prueba de Log Rank. Se realizé prueba de

Ji cuadrada para determinar la asociacion de las variables
cualitativas y el OR para determinar el riesgo de morir.

> RESuLTADOS

Se obtuvo una muestra inicial de 32 casos, dos se tuvie-
ron que descartar por mala calidad de la muestra tumoral
(ambos lesiones de bajo grado), el seguimiento fue de
seis a 169 meses. La muestra (Tabla 1) se constituyd
por pacientes del género masculino en 50% de los casos.
Menores de tres anos representaron 10% de la muestra,
desde tres afios y hasta seis afos 40% de la muestra, ma-
yores de seis afios hasta nueve afios 16.7% de la muestra,
nueve a 12 anos el 13.3% de los casos y mayores de 12
anos 20% de los casos, la mediana de edad fue de 78.58
meses (13.2 afios) con un rango de 16 a 192 meses. La
sobrevivencia global fue de 56.7% (17/30) y el rango fue
de dos a 169 meses
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Figura 1.
Fotografia de reaccién de inmunohistoquimica positiva para CD133. La intensidad de la tincion de la muestra, es menor que el control.

LS ey

Muestra positiva para CD133.

Los tumores fueron de bajo grado en 70% de los casos
(21/30), astrocitoma anaplisico 20% (6/30) y glioblasto-
ma multiforme 10% (3/10). Respecto a la localizacion
del tumor: supratentorial 33.3% de los casos (10/30), in-
fratentorial 43.3% (13/30) y en el tallo cerebral en 23.3%
de los casos (7/30). Catorce fueron positivos para CD133
(Figura 1), la intensidad de la tinciéon respecto al con-
trol positivo fue igual o menor, no hubo ningtin caso que
rebasara la intensidad del control. Ademis se noto
que las células CD133 positivas tuvieron una tincidn
citoplasmadtica y membranal y que las células positivas no
se observaron en aglomerados, sino en forma dispersa.

Se busc6 asociacion entre diversas variables (Tabla 2
y 3). En cuanto al género y la sobrevivencia, encontramos
que hubo seis mujeres muertas y siete hombres al final
del estudio (p = 0.713). Respecto a la histologia tumoral
y el estado (Figura 2), hubo siete pacientes con tumor
de bajo grado muertos (33.3% de los casos de astrocito-
mas de bajo grado), de astrocitoma anaplsico murieron
cuatro (66.66% de los casos de astrocitomas anaplasicos)
y en cuanto a los pacientes con glioblastoma multifor-
me, 66.6% de los pacientes estuvieron muertos para el
final del estudio; la prueba de Ji cuadrada para determinar
asociacion entre el estado y la histologia tumoral resulto
con valor p = 0.240. En cuanto a la relacion de la edad y
el estado, se clasifico la muestra en menores de 36 meses
y mayores de esta edad. De los menores de 36 meses, to-
dos estuvieron muertos al final del estudio, y en cuanto a
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Tabla 2.
Asociacion de las variables con el estado.

p
Género 0.713
Histologia 0.240
Edad 0.70
Tabla 3.
Asociacion de las variables con la expresion de CD133.
p OR IC 95%
Sobrevivencia 0.626 0.984 0.526-1,842
Histologia 0.623
Localizacion tumoral 0126

los mayores, murid el 37.03% del grupo de esta edad
(10/27 casos; p = 0.70).

En cuanto a la expresion de CD133 y el estado en-
contramos que los casos CD133- murieron siete pacientes
(43.74% de los casos negativos) y de los casos CD133+
murieron seis pacientes (42.85% de los casos CD133+) la
p=0.626, OR 0.984 IC 95% 0.526-1.842)



Figura 2.
Relacion entre la expresion de CD133 y la histologia tumoral p = 0.632.

Gliobastoma multiforme
= Astrocitoma anaplasico
" Bajo grado

Positivo

Negativo

Los astrocitomas de bajo grado fueron principalmen-
te negativos para al marcador CD133 (52% de los casos);
los astrocitomas anaplisicos fueron principalmente po-
sitivos en la inmunohistoquimica para CD133 (66.6%
de los casos) igualmente en el caso de los glioblastomas
multiformes (66.6% de los casos) la mitad del grupo de
glioblastoma multiforme con CD133+ estuvo muerto
para el final del estudio.

La curva de sobrevida mostré una diferencia entre
el grupo CD133+ y el grupo CD133- fue de 22.5%, la
prueba estadistica Log Rank Test mostr6 una significan-
cia estadistica de 0.2749.

> DiscusioN

Los astrocitomas son cdnceres que provocan gran mor-
bimortalidad, las caracteristicas de la muestra que se
estudio coinciden con lo reportado de la epidemiologia
de estas neoplasias en cuanto a la localizacién tumoral,
histologia tumoral y pronéstico para la edad en la pobla-
ci6n pedidtrica.”

La molécula CD133, es un marcador de células
troncales de cincer,'” se ha relacionado positivamen-
te con el prondstico de varias neoplasias, incluida el
glioblastoma multiforme.* En varios tumores pedid-
tricos como neuroblastoma la expresion también se
relaciona con mal prondstico.?”

En este estudio logramos demostrar una diferen-
cia de sobrevida de 22.5% entre los tumores CD133+y
CD133- siendo peor para los primeros, como se observa
claramente en la curva de Kaplan Meyer; sin embargo,
no se logré significancia estadistica del resultado debido
a que la muestra es heterogénea en cuanto al tipo his-
tologico (s6lo 10% de la muestra fueron glioblastomas
multiformes). Por otro lado se demostrd que los astrocito-
mas de alto grado (astrocitoma anaplasico y glioblastoma

CD 133 se asocia con el pronéstico en astrocitoma pediatrico ®
Lopez-Aguilar E, et al.

multiforme) expresan en mayor proporcion CD133
(66.6% de los casos) que los astrocitomas de bajo grado
(52% de los casos). Estos resultados descriptivos coin-
ciden con las observaciones realizadas en adultos en el
sentido de que entre mayor agresividad tumoral, mayor
expresion de células iniciadoras de cancer,” menor su-
pervivencia, y no logramos observar si aquellos tumores
de bajo grado con células CD133 positivas degeneraron
en progresion tumoral.

Proponemos que el seguimiento de los pacientes
que tuvieran astrocitoma de bajo grado con positividad
para CD133 debera ser mds prolongada, con el fin de de-
terminar el prondstico de estos tumores, pues es posible
que éstos al contener células troncales de cancer puedan
devenir posteriormente en glioblastomas secundarios
como se habia notado en los experimentos in vitro'® y las
observacion in vivo.?

La cantidad de células dentro de un tumor que son
capaces de desencadenar cancer son una minoria, las
CD133+, bajo este enfoque, es probable que no siempre
se logren observar con la técnica de inmunohistoquimica
aun cuando si existan dentro de la masa tumoral.? Por lo
tanto, proponemos que se empleen técnicas que logren
identificar las células CID133+ (la minoria dentro de la
masa tumoral) con otras técnicas mds sensibles como
la citometria de flujo, de la misma manera en que se ha
hecho para otras neoplasias.

El marcador CD133 se correlaciona en diversos estu-
dios con angiogénesis, que es un fenémeno indispensable
para la supervivencia de un tumor, pues de alli depen-
de su nutriciéon.” Estudios de cinceres que dependen de
la angiogénesis para determinar su prondstico como
el mieloma maltiple,” han demostrado que la molécula
prominin es un marcador de células endoteliales madre®
y no solo eso, la agrupacién de las células CD133+ al-
rededor de wvasos otorga un peor prondstico para los
glioblastomas.?® Por lo tanto, se hace obligatorio que a los
tumores con expresion positiva para CD133 se les otor-
guen esquemas terapéuticos mds agresivos.

Conocer las vias moleculares que subyacen al cin-
cer ha logrado que se construyan moléculas dirigidas a
blancos terapéuticos muy especificos, y que se mejore en
forma ostensible el prondstico de los pacientes. Este tipo
de estudios constituyen la primera aproximacion al com-
portamiento bioldgico de un tumor y son indispensables
para determinar hacia donde se dirigirin los esfuerzos de
la investigacion basica y clinica dentro de los siguientes
anos. Nuestra investigacion, es la primera en informar la
expresion de CD133 en astrocitomas de pacientes pe-
didtricos, lo que constituye un avance importante en el
progreso de la oncologia pediatrica.
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El cincer del sistema nervioso central tiene un

gran impacto en la morbimortalidad de aquellos que lo
padecen y es indispensable, dada la incidencia de esta pa-
tologia, orientar mds esfuerzos econémicos y humanos a
su conocimiento.!

> CONCLUSIONES

1. Existe una diferencia de la supervivencia de pacien-
tes con astrocitomas CD 133+ respecto a los CD133
negativos de 22.5%, pero no se observo significancia
estadistica de esta observacion

2. La molécula prominin-1 se expresa mas en tumores
con histologia de alto grado que de bajo grado, pero
no hay significancia estadistica de esta observacion

3. A pesar de que no existe significancia estadistica en
cuanto a la sobrevida, es importante considerar la
positividad de CID133 para un tratamiento mas in-
tenso con antiangiogénicos (como nimotuzimab y
bevacizumab)
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Articulo original

Sobreexpresion de p53 como factor pronostico
en ninos con astrocitomas

p53 overexpression prognostic factor in children with astrocytoma

Enrique Lopez-Aguilar,! Ana Carolina Sepulveda-Vildésola,> Ana Paulina Rioscovian-Soto,' Lupita Men-
doza-Galvin,? Francisco Garcia-Vazquez,® Félix Ignacio,* Hermilo De La Cruz-Yanez’

> RESUMEN

Introduccién: La sobrevida de pacientes con astrocito-
ma es de 56% a 60 meses. Es necesario identificar factores
que influyen en el pronodstico. La expresion de lamolécula
p53, una proteina apoptdtica que al presentar mutaciones
en su estructura condicionan su sobreexpresion, alte-
rando la regulacién del ciclo celular y predisponiendo
asi a progresion, proliferacion celular y desarrollo de neo-
plasias con alto grado de malignidad. El objetivo de este
estudio fue determinar la asociacién sobreexpresion de
p53 con la sobrevida.

Métodos: Se incluyeron pacientes con diagndstico de
astrocitoma atendidos entre 1995 y 2009. Se realizo in-
munohistoquimica, para determinar la expresion de p53,
y se correlaciond con la histologia tumoral y la sobrevida
de los pacientes.

Resultados: Se incluyeron 35 pacientes. La sobrevida
global fue de 56% a 10 afos y la mediana de seguimiento
de 32 meses (dos a 169 meses). Para la expresion de p53,
65.7% (23 pacientes) fueron negativos. La sobrevida para
los pacientes que no sobreexpresaron p53 fue de 69.5%
a 120 meses, contra 40%0 a 120 meses para aquellos con
sobreexpresion de p53 (p =0.21, no significativa). El ries-
go (OR) de desarrollar glioblastoma multiforme cuando
existe sobreexpresion de la proteina p53 es de 4.4 (0.356
a54.36).
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> ABSTRACT

Background: Astrocytomas survival is less than 60% at five
years in children. It is necessary to know better the biological be-
havior of these tumours and in this way to give a more apropiate
treatment. p53 protein is an apoptotic protein and the disregula-
tion of this oncogene could to result in inmortality of tumour cells.
Methods: We included all patients with astrocytoma diagnosed
between January 1995 to December 2009. Inmunohistochemis-
try was realized and sobreexpression of p53 gene determinated.
Kaplan Meier curves survival and Log Rank Test was calculated
in order to determinate the association with histological grade and
survival.

Results: 35 patients were included; the global survival for the
entire group was 5696 at 10 years (median follow up 32 mon-
ths). According with the p53 over expression, these patient that
overexpressed these gene, the survival at the same interval was
40% compared with 69.5% for the group of patients that not
over expressed p53 (p = 0.21). It was not statistical significance.
Discussion: p53 is associated with a poor survival, in this group
of patients however not statistical significance was found. But it is
important that these patients with p53 overexpression were asso-
ciated with more aggressive histology (OR: 4.1)

Keywords: Astrocytoma, p53, pediatric cancer, Mexico
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Conclusiones: La sobrevida en aquellos pacientes que
sobreexpresan p53 es menor, es necesario que en todo
paciente con astrocitoma se realice determinacioén de
expresion de p53 en tejido fresco al menos mediante in-
munohistoquimica y en caso positivo, dar un tratamiento
mas agresivo.

Palabras clave: p53, astrocitoma, cancer pediatrico,
México.

> ANTECEDENTES

Los tumores cerebrales representan el tipo de tumor soli-
do mis frecuente en la edad pedidtrica. A nivel mundial,
la incidencia se encuentra entre 10 y 18 casos por millon
por afio. La frecuencia de presentaciéon de los tumores
cerebrales es de 12%." Los mds frecuentes son los que
se derivan de la glia, hasta en 60% y de estos los astro-
citomas.!? La expectativa de vida de acuerdo a la SEER
(Surveillance, Epidemiology, End Result) a los cinco
anos es de 50%0.>+7

El conocimiento de los factores prondsticos, permite
adecuar el tratamiento a éstos pacientes. A pesar de que se
conocen algunos factores prondsticos, contintia habien-
do un grupo de pacientes con evoluciéon desfavorable,
por lo que es importante determinar los factores que lle-
van a un peor prondstico, y de esta manera diferenciarlos
y tratarlos de una manera mas intensiva.

Los factores de mal prondstico ya conocidos son:
edad menor de tres afios, ya que a estos pacientes no s les
puede ofrecer radioterapia, asi como localizacion e histo-
logia. Se han identificado también diversos marcadores
biomoleculares que influyen en el pronéstico de estos
pacientes. Entre ellos los factores de crecimiento celular
que son proteinas que en condiciones fisiologicas regu-
lan el crecimiento y la diferenciacién celular. La sobre
expresion de estos se asocia por lo general a una mayor
agresividad biologica y su identificacion ha permitido el
diseno de nuevas estrategias terapéuticas.’

La proteina p53 es una cadena de 393 aminodcidos,
llamada el guardian del genoma, promueve los mecanismos
de reparacion del DNA mediante deteccion y detencion de
células con dafio de DNA en la fase G1 del ciclo celular.
Alternativamente, puede inducir también muerte celu-
lar mediante la activacion de la apoptosis cuando existen
danios genémicos irreparables. El gen que codifica para la

® GAMO Vol. 10 Nim. 1, enero — febrero 2011

proteina p53 se ubica en el cromosoma 17, actlia como
factor de transcripcion uniéndose a promotores de genes
implicados en la reparacién de ADN 312

La deteccién de una sobreexpresiéon de productos de
p53 mediante IHQ se ha asociado con la identificacion
de mutaciones en el gen TP53 en un gran nimero de
estudios clinicos.'*%

El objetivo del presente estudio fue determinar si
existe asociacion entre la sobreexpresion de p53 con la
sobrevida de pacientes con astrocitoma y su asociaciéon
con la histologia de alto o bajo grado.

> METODOS

El presente estudio se realizo en el Hospital de Pediatria
Centro Médico Nacional Siglo XXI, durante 2010; se
analizaron los expedientes de pacientes diagnosticados
con astrocitoma durante el periodo comprendido entre
1995 a 2009. El protocolo fue aprobado por el Comité
local de investigacion (R-2008-3603-26). Se incluyd a
todos los pacientes menores de 17 aflos con diagnoésti-
co de astrocitoma establecido en el servicio de Patologia
del Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional
Siglo XXI, que contaban con expedientes completos asi
como muestra del tumor en bloque de parafina. Todos
los pacientes con astrocitomas de alto grado recibieron
tratamiento por el servicio de Oncologia del Hospital,
con el protocolo ICE (carboplatino: 400 mg/m?/dia, en
dia uno, seguido de ifosfamida: 2 g/m? dias uno, dos, tres
y etopdsido: 100/mg/m?/dia dias uno, dos tres cada cua-
tro semanas por cuatro cursos), seguido de radioterapia
(5400 c¢Gy). Aquellos pacientes con astrocitomas de bajo
grado recibieron esquema de quimioterapia con carbo-
platino 350 mg/m?SC dias uno y dos, vincristina 2 mg/
m?SC dia uno, en cursos repetidos cada cuatro semanas
por cuatro cursos seguidos de radioterapia. Se eliminaron
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a todos aquellos pacientes que abandonaron el trata-
miento o cuyas muestras no pudieron ser procesadas por
muestra insuficiente.

Se tomaron de los expedientes los siguientes datos:
edad al diagndstico, sexo, diagndstico histopatologico,
localizaciéon de la tumoracidn, tipo de cirugia asi como
volumen tumoral residual, fecha de diagnéstico y fecha
de defuncién o dltima cita.

Luego de la captura de todos aquellos pacientes con
diagndstico de astrocitoma por patologia, se buscaron
expedientes y se recolecté informacién sobre edad al
diagndstico, sexo, localizaciéon de tumor, fecha de diag-
noéstico, quimioterapia utilizada, dosis de RT en aquellos
casos en que se utilizd, fecha de recidiva en caso de pre-
sentarse y estado actual del paciente, obteniendo con ello
el periodo libre de enfermedad y sobrevida global.

Mediante técnica de inmunohistoquimica, se realizd
la determinacién de expresion de p53 en la célula de teji-
do tumoral conservado en los bloques de parafina y tejido
fresco en congelacion, los primeros fueron del servicio
de patologia de éste hospital, en tanto que los segundos,
se encontraban en mantenimiento en el laboratorio de
investigacion de tumores del SNC.

La técnica de inmunohistoquimica se realizd con
registro de los siguientes datos: nimero de biopsia o
pieza quirdrgica, nombre del anticuerpo a detectar y
nombre del médico solicitante. Se busco un bloque con
un control positivo (testigo) al anticuerpo para p53, en
nuestro caso se utilizd6 como testigo cancer de mama.
Se realizaron los cortes histoldgicos de los bloques de
parafina, de un grosor de cuatro micras, montados en la-
minillas tratadas con poli-l-lisina y en una sola laminilla
se colocaron el caso y el testigo. Previa desparafinacion
de las laminillas a 60°C durante 30 minutos, coloca-
cién posterior en xilol y etanol, se realizé la hidratacion
de los bloques de parafina. Posteriormente se reali-
z6 la recuperacién de epitopes, mediante el proceso de
desenmascaramiento de epitopes, con solucidén de desenmas-
caramiento de citrato de sodio (Diva Decloaker 10X”,
Biocare Medical, DV 2004MX, Preparacion a 1X7). Se
procedid a realizar inmuno-tincién mediante el sistema
de biotina-estreptavidina-peroxidasa, en la que se incub6
el anticuerpo primario anti-p53 (de ratén antthumano,
CLONA DQ7), el anticuerpo secundario biotinila-
do (DAKO BIOTINYLATED LINK UNIVERSAL,
REF K0690) y se aplicé el complejo estreptavidina-
peroxidasa con cuatro moléculas de peroxidasa para
amplificar la sefial (DAKO ESTREPTAVIDIN-HRP,
REF K0690), posteriormente se reveld con cromo-
geno 3,3 D-aminobendicina (DAB) (BIOCARE
MEDICAL,DABCHROMOGENKIT,REFDBS801L).

Lopez-Aguilar E, et al.

Realizando una contratincion con hematoxilina de Gill
por un lapso de 3 minutos y deshidratacién nuevamente
de las muestras, se realizé lectura al microscopio de luz.

Se considerd como sobreexpresion cuando mas de
50% de los campos estudiados mostraron inmunorreac-
tividad nuclear positiva.

> RESuLTADOS

Se incluy6 un total de 35 pacientes; 18 nifias (51.4%) y
17 nifios, con una relacién mujer:hombre de 1.05:1. La
media de edad al momento del diagnéstico fue de 70.4
meses (16 a 192 meses). S6lo cuatro pacientes fueron me-
nores de tres afios de edad. Con respecto a la localizacion,
13 pacientes (37.1%) tuvieron astrocitoma de localiza-
cidén infratentorial, 12 (34.3%) fueron supratentoriales y
10 (28.6%) localizados en tallo cerebral. De acuerdo con
el grado de malignidad, 23 pacientes (65.7%) cursaron
con astrocitoma de bajo grado, nueve pacientes (25.79%0)
tuvieron astrocitoma anapldsico y tres (8.6%) fueron
glioblastoma multiforme (Tabla 1).

De los pacientes incluidos, 21 (60%) estan vivos;
con 64% de los hombres vivos vs. 55% de las nifas (p =
0.418). La mediana de supervivencia de todo el grupo fue
de 32 meses (dos a 169 meses). De acuerdo con la edad, 1
25% de los pacientes menores a 36 meses estin vivos, en
comparacion con el 64.5% de aquellos mayores de tres
anos de edad (p = 0.165).

La mortalidad segin la histologia fue seis pacientes
con astrocitoma de bajo grado (26%). Cinco pacien-
tes con astrocitoma anaplasico (55.5%) y tres pacientes
(1009) con glioblastoma multiforme ya murieron (p =
0.026).

De los pacientes con localizacién supratentorial,
50% murieron, comparado con un 38.4% de aquellos
con localizacién infratentorial y 30% de los de localiza-
cién en tallo cerebral (p = 0.628).

Al realizar la inmunohistoquimica encontramos que
23 pacientes (65.7%) fueron negativos para la sobreexpre-
sidn de p53; de los cudles, 16 (69.5%) estin actualmente
vivos vs. 41.6% de aquellos con sobreexpresion de p53
positiva (p = 0.109), como se muestra en la Figura 1.

Dos de los tres pacientes (66.6%) con glioblastoma
multiforme, sobreexpresaron p53, mientras que solo tres
de los nueve pacientes (33.3%) con astrocitoma anapla-
sico y siete (30.4%) pacientes con astrocitoma de bajo
grado, fueron positivos para la sobreexpresion de p53 (p
=0.460).

Tras un andlisis de regresion multiple, se evidencid
que s6lo una edad menor a tres anos (p = 0.39) y la histo-
logia de alto grado (astrocitoma anapldsico y glioblastoma
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Tabla 1.

Caracteristicas de los pacientes.

Paciente diaE::gs?ilco Sexo Localizacion Histologia Expresion p53 Estado actual
(meses)

1 16 M supratentorial bajo grado + muerto
2 36 M supratentorial glioblastoma multiforme + muerto
3 56 M supratentorial glioblastoma multiforme + muerto
4 61 H infratentorial anaplasico + muerto
5 91 H tallo cerebral bajo grado + vivo
6 82 H supratentorial anaplasico + muerto
7 150 M supratentorial bajo grado + vivo
8 31 H infratentorial bajo grado + muerto
9 54 M infratentorial bajo grado + vivo
10 31 H infratentorial bajo grado + vivo
1" 45 M tallo cerebral anaplasico + muert
12 92 F tallo cerebral bajo grado + Vivo
13 60 H infratentorial bajo grado muerto
14 48 H supratentorial bajo grado vivo
15 31 M tallo cerebral bajo grado vivo
16 40 M supratentorial glioblastoma multiforme muerto
17 192 H tallo cerebral anaplasico Vivo
18 61 H tallo cerebral anaplasico vivo
19 87 M tallo cerebral bajo grado vivo
20 46 F tallo cerebral bajo grado vivo
21 58 H tallo cerebral anaplasico muerto
22 39 F supratentorial bajo grado muerto
23 85 H tallo cerebral anaplasico muerto
24 36 F infratentorial bajo grado muerto
25 103 H supratentorial bajo grado vivo
26 69 F infratentorial bajo grado muerto
27 132 H supratentorial bajo grado vivo
28 149 H infratentorial bajo grado vivo
29 51 F infratentorial bajo grado Vivo
30 38 F supratentorial bajo grado vivo
31 144 H supratentorial bajo grado vivo
32 66 H infratentorial bajo grado vivo
33 86 H infratentorial bajo grado vivo
34 38 F infratentorial anaplasico Vivo
35 62 F infratentorial anaplasico vivo

GAMO Vol. 10 Num. 1, enero — febrero 2011



Sobreexpresion de p53 como factor pronéstico en nifos con astrocitomas

Figura 1.
Sobreexpresion p53 en paciente con astrocitoma.

W‘qtd';*',? .' »

multiforme) (p = 0.006) fueron predictores independien-
tes de sobrevida (Tabla 2).

La sobrevida de acuerdo al método de Kapplan
Meier para los pacientes que no sobreexpresaron p53 fue
69.5% a 120 meses contra 40%0 a 120 meses para aquellos
con sobreexpresion de p53: Log Rank test p = 0.2189
(Figura 2).

El riesgo (OR) de desarrollar glioblastoma multifor-
me cuando existe sobreexpresion de p53 es de 4.4 (0.356
—54.36).

Lopez-Aguilar E, et al.

> DiscusioN

Aunque se han probado diferentes abordajes terapéuticos
alrededor del mundo para mejorar la sobrevida a largo
plazo en pacientes pediatricos con gliomas malignos, ésta
no excede 60%. Es bien conocido que tumores histolo-
gicamente idénticos tienen diferentes comportamientos
biolégicos y muestran distintos marcadores biologicos lo
que sugiere que estos tumores son un grupo heterogéneo
de la misma enfermedad

El conocimiento de los diferentes mecanismos biolo-
gicos implicados en el crecimiento y progresion tumoral
alienta hacia un mejor sistema de estratificacion. La se-
paracion en grupos de riesgo de acuerdo a marcadores
moleculares permitird realizaciéon de nuevos protocolos
terapéuticos, con intensificacion de tratamientos quimio
y radioterapéuticos para aquellos pacientes ubicados en el
grupo de alto riesgo, permitiendo dar tratamientos menos
toxicos a aquellos pacientes de grupos de bajo riesgo. Adi-
cionalmente, el identificar marcadores moleculares puede
conducir al desarrollo de drogas dirigidas, lo que -en com-
binacién con la QT y RT- puede ofrecer a los pacientes
con astrocitoma y glioblastoma un mejor pronostico.'* '8

La importancia de identificar células de iniciacién en
tumores cerebrales es que ofrece conocimiento acerca de
la fisiopatologia en pacientes pedidtricos con estas neopla-
sias; provee una nueva visiéon o idea de los mecanismos de
resistencia de los tejidos cancerosos a los tratamientos
actuales e identifica nuevos blancos celulares para el tra-
tamiento.

La sobreexpresion de p53 en gliomas pediatricos
malignos ha sido previamente reportada por Pollak y

Tabla 2.
Andlisis de regresion mdiltiple.

- . Coeficientes no estanda-
Coeficientes no estandarizados .
rizados t Sig.
B Error estandar Beta

Sexo (Muijer) .068 155 .069 435 667
Edad (<36meses) -535 .248 -.348 -2.161 .039
Histologia
(Astrocitoma anaplasico 495 168 479 2.947 .006
0 Glioblastoma Multiforme)
Localizacion
(Tallo Cerebral) -.084 184 -.078 -457 651
p53 (Sobreexpresion) 112 159 114 700 490

Dependent Variable: Status (deceased)
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Figura 2.
Curvas de sobrevida, con base en sobreexpresion p53.
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colaboradores y Ganigi PM y colaboradores. Aunque en
nuestra serie, la prevalencia de la sobreexpresion de esta
proteina fue ligeramente mds baja que la reportada por
Ganigl, ésta es similar a la reportada por Pollack (34% vs.
53.7% y 35.6% respectivamente), confirmamos que el
hallazgo de ambos autores que los pacientes con sobreex-
presion de p53 presentan un peor prondstico (en nuestra
serie, 69% en los nifos que no expresan p53, estan vivos
vs. 409% de los que sobreexpresan p53). Nuestro porcen-
taje de sobrevivencia es mayor que el reportado por el
Children’s Cancer Group en 2002 (44% y 17% respec-
tivamente) y puede deberse a los diferentes protocolos
quimioterapéuticos y de radiacién, con una distribucion
desigual de astrocitomas de bajo grado y glioblastomas
malignos en ambas muestras.'*

En contraste con Pollack y colaboradores, encontra-
mos que los nifios por debajo de cuatro anos de edad no
sobreexpresaron p53 de manera menos frecuente que los
mayores de cuatro anos (44% vs 30% respectivamente).

® GAMO Vol. 10 Nim. 1, enero — febrero 2011

De manera similar, edades menores a tres anos, conti-
nuan como una variable independiente importante, dado
que estos nifios no pueden recibir RT durante su tra-
tamiento por el riesgo de importante dano neurologico
con la radiacién en un cerebro en desarrollo.?

La asociacion entre sobreexpresion de p53 'y la histo-
logia tumoral ha sido también previamente identificada;
es mucho mas frecuente en glioblastomas que en astro-
citomas anapldsicos o gliomas mixtos. En nuestra serie,
encontramos un riesgo 4.4 veces mayor de tener glioblas-
toma multiforme si se sobreexpresa p53, aunque estos
resultados deben ser tomados con cautela por el pequeiio
nimero de muestra.>-3
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Articulo original

Sobre expresion de AKT como factor prondstico en
pacientes pediatricos con meduloblastomas

Overexpression of AKT as prognostic factors
in medulloblastoma pediatric patients

Enrique Lopez-Aguilar,! Ana Carolina Sepulveda-Vildosola,? Anayatzin Bochler-Reyes,” Ana Paulina
Rioscovidn-Soto,' Leticia Figueroa-Rosas, José Luis Zarate, Hermilo Yanez-de la Cruz.?

> RESUMEN

Introduccidén: Los factores clinicos, histologicos y
moleculares han sido descritos como importantes en la
supervivencia de los pacientes con meduloblastoma. El
AKT es un marcador asociado al mal prondstico y al
grado de malignidad; sin embargo, en la poblacion pedii-
trica con meduloblastoma no se ha establecido su patrén
de expresion ni su posible asociacion con la sobrevida de
éstos pacientes.

Objetivo: Determinar si existe asociacion entre la sobre
expresion de la proteina AKT y el pronoéstico de los pa-
cientes pedidtricos con meduloblastoma.

Métodos: Se realiz6 un estudio de cohorte, retrospec-
tivo, observacional, longitudinal. Se incluyeron todos
los pacientes diagnosticados con meduloblastoma de
enero de 1995 a diciembre de 2008. Se revisaron los ex-
pedientes clinicos y se realizé inmunohistoquimica para
determinacién de AKT en las muestras de tejido de
meduloblastoma.

Resultados: Se incluy6 a 21 pacientes; hombres 76.2%.
La mediana para edad fue de 72 meses con un rango
de 12 a 180 meses. Predominé la variedad cldsica (10
pacientes), siete fueron desmoplasicos y cuatro anapldsi-
cos. Cinco pacientes sobre expresaron. La sobrevida en
quienes sobre expresaron AKT fue 75% a 18 meses. En
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> ABSTRACT

Background: Clinical, histological and molecular factors have
been describes as important in the survival of meduloblastoma pa-
tients. AKT is a biological marker associated to bad prognosis and
malignancy in adults. In children, it is unknown if its expression
is associated to survival.

Objective: To determine if the over-expression for the protein
AKT is associated to the prognosis of pediatric patients with me-
duloblastoma.

Methods: Retrospective cohort. We included all patients diag-
nosed since January 1995 to December 2008. Clinical data was
obtained from each patient s record. AKT was analyzed by in-
munohistochemistry study of the tissue samples at diagnosis.
Results: We included 21 patients, 76.2% were boys. Median
age was 72 months (12-180 months). Classic histology was
more frequent (10 patients), 7 were desmoplassic and 4 anapla-
sic. Five patients over-expressed AKT protein. Survival of these
patients was 759, at 18 months, and those who did not over-ex-
press AKT had a survival of 38.8% at 18 months (p = 0.258).
Anaplasic histology and over-expression of AK'T was present in
2 patients; Classic histology and over-espression of AKT was
present in 3 patients.

Conclusions: Although we did not find a significant association
between survival and over-expression of AKT, those patients
who over-expressed the protein had a 509 less survival. There

Correspondencia: Dr. J. Enrique Lopez Aguilar. Av. Cuauhtémoc No.
330 Col. Doctores, 06720. Teléfono: 5627 6900, extension 22528.
Correo electrénico: elopezaguilar@hotmail.com
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contraste, los pacientes que no sobre expresaron AKT,
38.8% tuvieron una sobrevida de a 18 meses (p = 0.258).
De la variedad anaplasica dos (50%) fueron positivos para
AKT vy los otros tres correspondieron a histologias cli-
sicas. Ningun paciente con tumor desmoplisico sobre
expres6 AKT.

Conclusiones: A pesar de no encontrar una asociaciéon
estadisticamente significativa entre la sobrevida y la sobre
expresion de AKT, aquellos que no sobre expresaron di-
cha proteina tuvieron una sobrevida 50% menor. Parece
existir una asociacién entre la sobre expresiéon de AKT
con variedades histologicas mds agresivas. Se requiere
ampliar el tamafo de muestra para confirmar dichos re-
sultados.

Palabras clave: AKT, meduloblastomas, cancer pedid-
trico, México.

Lopez-Aguilar E, et al.

seems to be an association between the over-expression of AK'T
and more aggressive histology. A larger sample of patients is re-
quired to obtain solid conclusions.

Keywords: AKT, medulloblastoma, pediatric cancer, Mexico.

> INTRODUCCION

El cdncer en los nifios en México es en la actualidad uno
de los problemas mas importantes de salud publica, la tasa de
incidencia del cidncer en edad pediitrica es del orden
de 136 casos por millén por afo, con lo que ocupa el
segundo lugar como causa de morbilidad, en la poblacion
pedidtrica. En México los tumores del sistema nervioso
central ocupan el tercer lugar de las neoplasias malignas
en ninos. Se estima que anualmente ocurren 17 casos por
millén en menores de 15 afos, lo que significa aproxima-
damente 560 nuevos casos por ano.!

El meduloblastoma ocupa el segundo lugar en fre-
cuencia y por lo general tiene un comportamiento muy
agresivo. Se dividen en alto y bajo riesgo. La histogé-
nesis de este tumor ha sido controversial, por un lado,
algunos apoyan el origen primario de las células neuroec-
todérmicas primitivas en la matriz germinal que rodea
los ventriculo, mientras que otros estudios sugieren que
éste tumor se origina de las células precursoras de la capa
granular externa, especificamente para la variedad nodu-
lar, que se origina de la capa granular externa y la variedad
cldsica, cuyo origen es en la matriz subventricular. La me-
dia de presentacién de estos tumores es de cinco a siete
anos.”

Con base en su morfologia histologica, existen
cinco tipos: 1. Meduloblastoma Desmopldsico-no-
dular; 2. Meduloblastoma clasico; 3. Meduloblastoma

anapldsico; 4. Meduloblastoma melanocitico y; 5.
Medulomioblastomas.?

Tradicionalmente los factores asociados a mal pro-
nostico para los meduloblastomas son: edad al diagnostico
menor de tres anos, tamano o volumen del tumor resi-
dual; por su histologia, se refiere a la variedad anaplasica.
De acuerdo a ello, el North American Children’s Oncology
Group estableci6 dos grupos de riesgo (alto y bajo). El tipo
de tratamiento se correlaciona con la determinacién del
grupo de riesgo del paciente.

Mis recientemente se han estudiado algunos marca-
dores moleculares que correlacionan con el prondstico y
respuesta al tratamiento. Se ha asociado con un mal pro-
noéstico la sobre expresiéon de Ki-67/MIB-1, ERBB2,*
pérdida de la heterocigocidad de 17p, amplificacién de
MYCC, LDHB, y CCNB1;’ en cuanto a un prondstico
favorable se refiere sobre expresion de TrkC.¢

En 1988 Staal y colaboradores identificaron el gen
AKT1 en el cromosoma 14q32.3 mediante el andlisis de
células somaticas de hibrido humano y himster. Tiene 15
exones de codificacién de 480 aminodcidos acidos.” En
las células en reposo, el AKT reside en el citosol en una
conformacién de baja actividad. Durante la estimulacion
celular, AKT se activa a través del reclutamiento en la
membrana celular de los productos de PI3K y por la fos-
forilacion del 3’-fosfoinositol- dependiente de quinasa -1
(PDPK1). Laactivacion de AKT controla la supervivencia
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celular a través de la fosforilacion de las dianas que de-
penden de ella, con el resultado del incremento en la
supervivencia celular, proliferacién, crecimiento y meta-
bolismo. EI AKT fosforila especificamente dos proteinas
apoptoticas, BAD y caspasa 9.

La activacién de AKT se ha implicado en la instruc-
cién primaria en canceres de sistema nervioso central
humano. El grado de malignidad tumoral en el glioma
correlaciona con la actividad de AKT y activacion de los
puntos de senalizacidon de AKT hacia una mala evolucion
clinica. En cuanto al meduloblastoma, ensayos en raton
han revelado que la proliferacién de células tumorales
depende crucialmente en la activacién de la via PI3K/
AKT, lo cual se refuerza cuando existen mutaciones de
PIK3CA en la subunidad p110 de PI3K, tanto en el glio-
blastoma como en el meduloblastoma.”!

En laactualidad y en nuestro medio, la estadificacion
del riesgo en pacientes con meduloblastoma sigue siendo
un reto, debido a que los parimetros clinicos son insufi-
cientes para definir el riesgo. Hoy en dia los marcadores
moleculares son estudiados con interés a partir de que
se ha demostrado que proveen informacién pronostica,
poco se ha estudiado acerca del papel que juega la sobre
expresion del AKT en el pronoéstico del meduloblastoma
en la edad pedidtrica. El objetivo del presente trabajo fue
determinar si existe asociaciéon entre la sobre expresion
de la proteina AKT en el prondstico de los pacientes pe-
didtricos con meduloblastoma.

> METODOS

Se incluyeron las muestras de parafina de todos los pa-
cientes con diagnostico de certeza de meduloblastoma,
virgenes a tratamiento, de cualquier sexo y menores de
17 anos, manejados en la UMAE Hospital de Pedia-
tria desde el 01 de enero de 1995 al 31 de diciembre de
2008, con seguimiento minimo de seis meses a partir del
diagndstico. Se capturaron del expediente los siguientes
datos: edad, sexo, localizacién del tumor, histologia del
tumor, fecha de diagndstico, fecha de defuncion y tipo de
tratamiento recibido. Los pacientes diagnosticados antes
de 1998 recibieron manejo con doble droga (carbopla-
tino/VP16), y los pacientes manejados posteriormente
recibieron triple esquema (ICE). Posteriormente todos
los pacientes mayores de tres anos recibieron radioterapia
(54 cGy). Tres de los pacientes menores de tres anos re-
cibieron radioterapia al cumplir dicha edad.

Las muestras almacenadas en bloques de parafina se
realizaron cortes de tres micras de espesor, se desparafina-
ron mediante bano maria y rehidratacién mediante xilol
y alcoholes graduados, absoluto, a 70% y 50%, se lava-
ron las laminillas con agua bidestilada por 30 segundos
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asi como con TBS (1:20, TBS Automation Wash bufter,
Biocare Medical), y finalmente se lavaron con agua bi-
destilada por otros 30 segundos.

Posteriormente se realizd la recuperacion de epito-
pes, mediante el proceso de desenmascaramiento de epitropes,
con una solucién comercial de citrato de sodio DIVA
(1:10, Diva Decloaker, Biocare Medical) en una olla de
presion a 125°C de temperatura. Se permitié el enfria-
miento a medio ambiente de las muestras y se lavaron
con agua bidestilada por 30 segundos.

Se lavaron dos veces las muestras con TBS, permi-
tiendo una incubacién a 25°C por 10 minutos. Se lavd
nuevamente con TBS y se aplicéd el anticuerpo prima-
rio monoclonal de conejo (1:200, AKT phosphorylated,
Biocare Medical) incubandolos por una hora a 25°C. Se
lavaron con TBS. Se agregd finalmente el anticuerpo
secundario (Probe, Biocare Medical) el cudl se incubd
por 15 minutos a 25°C. Se afiadié6 HRP, peroxidasa de
ribano (MACH 1 Universal HRP-Polymer Detection)
por 30 minutos a 25°C, y posteriormente se reveld con
cromdgeno DAB  (3,3D-aminobencidina, BIOCA-
RE MEDICAL, DAB CHROMOGEN KIT, REF
DB801L) incubando por cinco minutos. Finalmen-
te se realizd contratincién con hematoxilina por cinco
minutos. Una vez finalizada la inmunohistoquimica se
deshidraté el tejido lavindolo durante tres minutos en
cada solucién con agua bidestilada, alcohol al 50%, 70%,
alcohol absoluto y xileno. Finalizamos con el montaje de
cada laminilla para observar al microscopio.

Se incluy6 un control positivo conocido, para AKT,
en nuestro caso cerebelo fetal para evaluar la técnica y la
calidad del tejido post-fijado que se sometid a toda la me-
todologia.

Se determiné la reaccién en microscopio de luz y se
tomaron fotografias, se consider6 como sobre expresion
cuando mds de 50% de cada uno de los campos evaluados
mostraron inmuno reactividad positiva.

Para que el médico patdlogo determinara el porcen-
taje de positividad revisdé 10 campos de alta resolucion,
y contd las células tumorales observadas por campo y de
éstas, el namero de células positivas; de esta manera se
estableci6 el porcentaje de positividad. El patdlogo fue
cegado sobre la evolucidn de los pacientes.

> RESuLTADOS

Veintiun pacientes fueron incluidos en el estudio. Los
hombres representaron dos tercios (16 pacientes) y cin-
co mujeres, con una relaciéon hombre:mujer de 3.2:1.
La mediana de edad al momento del diagndstico fue de
72 meses, con un rango de 12 a 180 meses. Sélo cuatro
(19.04%) pacientes fueron menores de 36 meses de edad.
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Por su variedad histologica 10 pacientes (47.6%0) tuvieron
histologia clisica, siete (33.33%) fueron desmoplasicos y
cuatro (19.04%) anapldsicos. Seis pacientes tuvieron una
reseccion total de la tumoracion. Trece pacientes (629%)
recibieron manejo con esquema de quimioterapia ICE
(Ifosfamida, carboplatino y etopdsido) y ocho pacientes
con carboplatino/VP16. Posteriormente recibieron ra-
dioterapia 20 pacientes. Cinco (23.8%) pacientes, sobre
expresaron AKT (Figura 1).

Doce pacientes (57.1%) estan vivos. La sobrevida
global fue de 75% a los 18 meses; la mediana de super-
vivencia de todo el grupo fue de 49.52 meses (2 a 172
meses). Nueve pacientes han fallecido (42.9%). De éstos,
una nifia y ocho nifos (p = 0.258; IC 95% 0.065-2.46),
lo que determina un riesgo (OR) de morir por ser hom-
bre de 4:1. La sobrevida de las mujeres es de 80% a 170
meses, mientras que la de los varones fue de 22.89 en el
mismo periodo (p = 0.1555)

Con respecto a la edad, no se encontraron diferen-
cias ya que 50% de los pacientes menores de 36 meses
sobreviven, en comparaciéon con 46.61% (10 pacientes)
de aquellos mayores de 36 meses (p = 0.586); OR 1.214
(IC 95% 0.391 - 3.769).

Con respecto al tipo histologico, los pacientes con
tumor desmoplasico sobrevivieron 45.71% con una me-
diana de 66 meses, mientras que en el grupo de pacientes
con variedad cldsica la sobrevida fue 32% con una me-
diana de 29 meses. Por dltimo, en el grupo de histologia
anapldsica la sobrevida fue de 75% con una media de 130.

El tipo de quimioterapia recibida afecta, aunque no
significativamente, la sobrevida, siendo de 17.5% a 170
meses en quienes recibieron carboplatino/VP16 y de
67.31% a 172 meses en aquellos que recibieron esquema
de ICE (p = 0.2538).

De acuerdo con la sobre expresion de AKT, la so-
brevida fue de 75% a 97 meses en pacientes que sobre
expresaron AKT, contra un 38.8% a 172 meses en quie-
nes tuvieron AKT negativo: p = 0.2501; OR 0.40; IC
95% 0.65 - 2.469 (Figura 2).

No hubo asociacion entre el sexo, la edad, la histo-
logia ni la quimioterapia con la sobre expresion de AKT.
Sin embargo, cabe destacar que 66% de las nifias sobre
expresaron AKT vs. 23% de los varones. De los tumores
con variedad cldsica y anaplasica respectivamente, 42% y
50% sobre expresaron AKT vs. ninguno de la variedad
desmoplisica (Tabla 1).

> DiscusiON

El conocimiento de los diferentes mecanismos biologicos
implicados en el crecimiento y progresion tumoral alien-
ta hacia un mejor sistema de estratificacion. El identificar

Loépez-Aguilar E, et al.

Figura 1.

Microfotografia de estudio de inmunohistoguimica con la evidencia de identificacion
de AKT positivo en citoplasma (flecha) de células neoplasicas de meduloblastoma
anaplasico (40 aumentos).
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marcadores moleculares puede conducir al desarrollo
de drogas dirigidas, ajustando el tratamiento de acuer-
do al nuevo portafolio de biomarcadores moleculares,
ofreciendo a los pacientes un mejor prondstico. Los
pardmetros clinicos (metastasis, tumor residual y edad)
generalmente usados para estratificacién de riesgo, no son
completamente satisfactorios en predecir la respuesta a la
terapia. Uno de los objetivos del presente estudio fue evi-
denciar al AKT como un oncogén para complementar la
estratificacion de riesgo en los meduloblastomas. Basados
en la experiencia reportada en la literatura internacional
de AKT, podemos afirmar que el AKT esta implica-
do tanto en vias de diferenciacién celular de linfomas,
como tumores de SNC tipo meduloblastoma para pro-
liferacion celular y antiapoptotico, el cudl es un oncogén
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Tabla 1.

Asociacion entre las variables demograficas, histoldgicas y de tratamiento con la sobre expresion de AKT.

Ji cuadrada
AKT 0 Prueba Exacta
de Fisher
Positivo Negativo OR 1C 95% p
Sexo
Femenino 2 8 0.40 0.065-2.469 0.258
Masculino 3 13
Edad
Menor de 36 meses 1 3 1.214 0.391-3.769 0.586
Mayor o igual a 36 meses 4 13
Histologia*
Desmoplasico 0 7
Clésico 5 . 1.556 1.053-2.299 0141
Anaplasico 2 2
Quimioterapia
ICE 8 10 0.49 0.185-1.307 0.166
Carboplatino/ VP16 2 6
Estado actual
Vivo 4 8 0.40 0.065-2.469 0.258
Defuncion 1 8

*Desmoplasico vs. clasico y anaplasico

que si se sobre expresa, hay mayor proliferacion celular,
lo anterior coincide con lo reportado en su estudio por
Hartmann W y colaboradores’ que al analizar 22 mues-
tras de meduloblastoma observaron que la proliferacion
celular dependi6 de la presencia de AKT.

Llama la atencién que nuestros hallazgos son con-
trarios a esta observacion; de hecho, sobre expresar AKT
pareciera asociarse a factor protector, encontrando una
sobrevida de 75% en aquellos que sobre expresan AKT
contra 38.8% de los que no lo expresaron. Estos hallaz-
gos pueden estar determinados por el tamanio de muestra
pequefio, en especial en el primer grupo.

La presentacién desmoplasica del tumor, que conlleva
un mejor prondstico en general, no sobre expres6 AKT en
nuestra serie. En contraste, la expresion de AKT se iden-
tifico en variedad histologica mds agresiva en 42.85% de
tipo clasico y un 50% de tipo anapldsico, siendo este ultimo
el de peor prondstico. Aunque ésta asociacion no resulto
significativa, si se puede observar una tendencia de mayor
sobre expresion en aquellos tumores con histologias mas
destavorables. Wtodarski Py colaboradores'! encontraron
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que ocho de 10 tumores evaluados sobre expresaron AKT
mediante western blot, siete de los cuales fueron de histo-
logia cldsica y uno desmoplisico.

Respecto a nuestro porcentaje de sobrevida, 57.1%
de los pacientes incluidos en nuestro estudio se encuen-
tran vivos; en los estudios realizados por Crawford JR 'y
colaboradores'? y Raimondi AJ y colaboradores' refie-
ren una sobrevida similar, donde los pacientes que tienen
una reseccion parcial o total del meduloblastoma no me-
tastasico tienen un mejor prondstico que los de biopsia,
seguidos de radioterapia donde la sobrevida a cinco afios
es de 78% contra 43%.

En cuanto a la edad de diagndstico de meduloblasto-
ma, la sobrevida en mayores de 36 meses fue de 46.51%,
considerablemente menor con lo reportado por Rossi
A 'y colaboradores,' donde informan una sobrevida en
este mismo grupo de edad de hasta 70% combinado con
quimioterapia y radioterapia. Creemos que esto estd dado
por el diagnéstico tardio de estos tumores, y que en mu-
chas ocasiones tienen involucro de tallo o diseminacion a
neuroeje al diagnostico.
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El objetivo general del presente estudio fue encon-
trar una asociacién de mayor riesgo en aquellos pacientes
con meduloblastoma que expresan AKT y a pesar de no
encontrar dicha asociacién, hay que considerar que el
tamafio de muestra fue pequefio y que si pareciera exis-
tir una asociacion entre la sobre expresiéon de AKT con
sus variedades histologicas mds agresivas y la asociacion
de meduloblastoma desmoplisico, al no sobre expresar
AKT es de buen prondstico.

Por lo que consideramos es importante dar segui-
miento al estudio hasta tener conclusiones mds solidas y
para dar pie a estudios posteriores de terapias moleculares
dirigidas.
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Articulo original

Correlacion de la expresion de la apoptosis, con la
respuesta a tratamiento y sobrevida en niios 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 presentacion y
el grado de reseccidon quirdrgica. 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 radioldgicos de todos los pacientes
con astrocitoma y se obtuvo muestra del tejido tumoral
del banco de tumores del sistema nervioso central; se de-
termind el grado de expresion de la apoptosis. Analisis
estadistico: Epidemiologia descriptiva

32
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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, neurosurgery 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

Correspondencia: Dr. Enrique Lopez Aguilar. Laboratorio de Investi-
gacién en Tumores Cerebrales. Av. Cuauhtémoc 330. Colonia Doc-
tores, México, D. F. Teléfono: 5627 6900, extension 22528. Correo
electrénico: elopezaguilar@hotmail.com
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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 mds 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 histopatologfa.

Palabras clave: Apoptosis, astrocitoma, ninos, México.

Lopez-Aguilar E, et al.

Discussion: We are not found a constant gene alteration, becau-
se both pathways were altered in intrinsic or extrinsic pathway.
This is the furst reports which integrate gene apoptosis expression
and clinical follow up.

Keyword: Apoptosis, astrocytoma, children, Mexico.

> 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 Klethues.*

La apoptosis o muerte celular programada, es una
forma de suicidio celular genéticamente definida, que
ocurre de manera fisiologica 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 sefalizacion
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 algtn ligando pro-apoptdtico como
Apo2L/TRAIL (de la familia de los Factores de Necrosis

Tumoral) se une a un receptor pro-apoptotico como el
DR4 y DR5.° Tanto la via intrinseca como la extrinse-
ca convergen en la activaciéon de enzimas intracelulares
denominadas caspasas, quienes finalmente llevan a la des-
truccion 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 citotdxicos 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 oligonucleétidos 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 transformacién y progresion tumorales,!! se postula
que debe de existir una relacién entre la subexpresion 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 realizé en la UMAE Hospital de
Pediatria Centro Médico Nacional Siglo XXI. De mane-
ra subsecuente, se incluy6 a 10 pacientes con diagnéstico
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
realizo el siguiente procedimiento:

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

Se pesd y homogenizé 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 minutosa 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
decanto el isopropanol y se lavo la pastilla con etanol al
709%; 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.

Cuantificacion 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 (Eppendort 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 los iniciadores disefiados para
este estudio. Para dicho diseno, se realizé una busqueda
de la secuencia de RNAm correspondiente a cada uno
de los transcritos en la base de datos Entrez nucleotide del
NCBI, posteriormente se utilizé el programa OLIGO,
copiando las secuencias encontradas, donde se comenzo
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-
ci6n donde la G sea mds negativa ya que esto le confiere
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mayor estabilidad, flanqueindola con dos secuencias
complementarias en los extremos 5”-3". Se analizaron
la formacién de dimeros y la auto complementariedad
(plegamiento), la longitud del fragmento obtenido y
finalmente se calculd el porcentaje de compatibilidad
de los iniciadores u oligonucledtidos. La reaccidén en
cadena de la polimerasa (PCR) para cada gen se realizd
con los respectivos programas de amplificacion, partien-
do del siguiente programa estindar: desnaturalizacién 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 extension final a 72°C por cinco
minutos.

Identificacién de proteinas relacionadas con apoptosis y pro-
liferacién 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 fijacidn, 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 microtomo a cuatro micrometros. Los cortes se
tifieron con Hematoxilina-Eosina. El examen histologico
se llevd a cabo mediante microscopia Optica.

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

La evaluacién 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 deteccion 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

Apnalisis estadistico: De acuerdo con la escala de medi-
cidén de las variables se realiz6 estadistica descriptiva con
medidas de tendencia central y de dispersion.

> RESuLTADOS

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

R . , . Apoptosis Apoptosis Estado
Sexo | Edad Localizacion Histologia Sobrevida Sobre-Ex Sub-Ex Actual
M 14 SUPRA GM 1 mes Fabp7,semaba, ptprz1,VEGF,thbs1 Bcl-2, IAPcyt-c,ikbox Muerto
M 3 INFRA ABG 2 meses 0I|g1,serp|.na3, camk2A, Casp3,TrkA, foxg1b,mapk, Muerto
timp1 cecnal
M 7 SUPRA ABG 20 meses Igtbp4,5100A4,mbp1,tgfb1, BID,CASP-8 IRAK-4,PKA Muerto
Fabp7,ptprz1,bcan,YBOX1, CD63,arhe,
7 13 SUPRA GM 3 meses VEGFpinet, AKT, bcl2,PKa,IAP,cytC,IkBOX, IRAK4,p13k Muerto
thds1, 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, TRALL 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- '
7 4 SUPRA ABG 18 meses DES,CASP3,TrK-A, A.CASPSTNF Vivo

Patologia del Hospital de Pediatrfa 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 extraccion del RNA. La media
de edad fue de 7.8 anos con un rango de tres a 14 anos.
La relacién hombre:mujer fue de 1.5:1, seis hombres y
cuatro mujeres (Tabla 1).

Por histologia: sicte 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 afos de edad: se diagnostico en octubre de
2008, con un glioblastoma multiforme intraventricular;
se realizo reseccion parcial y recibid un ciclo de Quimio-
terapia (QT) con Ifosfamida, Carboplatino y Etoposido
(ICE).

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

PacienTE — 2 VHI

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

PacientE — 3 MPG

Hombre de siete anos 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. Falleci6 en junio de
2009 por progresion tumoral (Figuras 4y 5).

Al realizar los microarreglos paralas vias de la apopto-
sis, se encontrd subexpresion de los genes BID y CASPS
y sobre expresion de los genes IRAK y PKA.

Paciente — 4 CVA

Mujer de 13 anos de edad; se diagnosticod en septiembre
de 2007 con un glioblastoma multiforme temporopa-
rietal, se realizd reseccion 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, TAP, CytC e IKBa y sobre ex-
presion de los genes IRAK y P13K.

Paciente — 5 GME

Hombre de nueve afios de edad; se diagnosticoé 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. Falleci6 en octubre de
2008. (Figuras 8y 9)

PACIENTE — 6 SAM

Hombre de 14 anos de edad; se diagnosticéd en agosto de
2007 con un astrocitoma de bajo grado de tallo cerebral,
se realiz6 biopsia inicamente, recibié QT con ICE ademas
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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 encontrd 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 atencién
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.

PAcientE — 7 MSJ

Hombre de seis anos de edad; se diagnosticé en marzo de
2008 con un astrocitoma de bajo grado de tallo cerebral, se
realizé biopsia Gnicamente, inicio QT con carboplatino
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Figura 2. Figura 3.

Figura 4.
IRM al momento de la recaida.

Figura 5. Figura 6.

Figura 7.

y vincristina y por datos de progresion tumoral se cambid
al mes a esquema ICE, ademads recibié Radioterapia 54
Gy. Falleci6 en abril de 2009. (Figuras 11y 12)

PAcientE — 8 ACV

Mujer de cuatro afos 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 diagnostico 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 pediatricos portadores de un astrocitoma.

Como se ha comentado ampliamente, el compor-
tamiento bioldgico de los astrocitomas varfa mucho
independientemente de su histologia, no asi en cuanto a
su localizacién se refiere, tal como se corrobor6 en el pre-
sente trabajo, siguen siendo de peor prondstico, aquellos
de localizacion en el tallo cerebral.
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Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.
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Figura 11.

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 canceres, incluidos los tumores cerebrales.
El conocimiento actual de la apoptosis, como mecanismo
regulador y homeostitico de los tejidos explica ahora el
desarrollo de tejido neoplisico en la mayoria de los casos.
Y cualquier alteracion o desbalance en éste mecanismo
regulador, ya sea tanto en la via extrinseca regulada por la
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Figura 12.

L

1 Distance45 56 critgf

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 cancer 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 proporcion de los casos,
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dado que encontramos tanto subexpresion como sobre
expresion en los genes involucrados con la apoptosis.
Sin embargo, llamé 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 ejecuciéon 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
estimulaciéon de los receptores de la muerte del TNF
CD-95 (apo-1/Fas) o TRAIL, permiten la activacién
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 pretendié fue estudiar de
maneraintegral tanto desde el punto de vista clinico, como
histolégico, radiolégico y molecular a estos tumores,
con el fin de entender a fondo su comportamiento biol-
gico y a futuro poder dirigir de una manera mds adecuada
un tratamiento especifico. Basados en que la evasion de
la apoptosis es una caracteristica de las malignidades en la
infancia que contribuye a la carcinogénesis asi como a la
resistencia al tratamiento, se cree que el tener una apopto-
sis defectuosa en las células tumorales puede convertirse
en resistencia tumoral. Para éste punto, las terapias blanco
ala 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 aplicacién médica,
dado que estos receptores estin 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 mds importancia. No pu-
dimos encontrar una correlaciéon directa entre alteracion
de la vias de apoptosis y sobrevida dado que el tamafio de
la muestra es pequefia 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 identificaciéon de
la alteracion de algunas de las caspasas, asi como el gen
TRAIL y BCL-2. El poder continuar este estudio nos
permitird ampliar mds la muestra y poder estudiar a fondo

Lopez-Aguilar E, et al.

éstas lineas celulares con el objeto de poder ajustar y ad-
ministrar tratamientos blanco mejor dirigidos.
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Tumores cerebrales en pediatria. Estado actual del
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Pediatric brain tumors. Current status of diagnosis and

treatment
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> RESUMEN

Introduccién: Los tumores cerebrales son el tumor s6-
lido mds frecuente en la edad pedidtrica. El conocimiento
del cuadro clinico y de los hallazgos radiolégicos, conti-
nua siendo importantes dado que en la mayoria de los
casos, éstos no se diagnostican de una manera oportuna 'y
llegan a los centros de manejo especializados en una etapa
avanzada.

Tratamiento: Mucho se ha avanzado en el tratamiento
de éstos tumores sobre todo en las tltimas dos décadas.
Avances en técnicas neuroquirurgicas han contribuido
a una resecciéon mas amplia de éstos tumores con mini-
mas secuelas, siendo ésta la modalidad terapéutica piedra
angular para el tratamiento de éstos tumores; cirugias
menos invasivas limitadas a s6lo biopsias son ahora rea-
lizadas en aquellos pacientes con tumores en la regiéon
pineal para disminuir la morbimortalidad secundaria a
los sindromes neuroendocrinos asociados. En quimio-
terapia se han logrado avances importantes al entender
el comportamiento biologico de éstos tumores lo cual
nos permite ahora dar tratamientos con blancos mas diri-
gidosa las diferentes fases del ciclo celular y contra factores
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> ABSTRACT

Introduction: Brain tumors are the most frequent solid tumor
in children. It is important to know the clinical presentation and
radiologic findings in order to diagnose and treat them in early
stages.

Treatment: Great advances in the treatment of these tumors
have been made in the last two decades. Neurosurgery techniques
have permitted greater tumor resection with minimal sequelae,
which continues as the cornerstone in the treatment of these pa-
tients; less invasive suigeries can now be done in those patients
with pineal region tumors, which have contributed to less neu-
ronendocrine syndromes associated to extensive surgery. Also,
many advances have been made in the chemotherapeutic regimens
administered to these patients. The knowledge of the biology of
the tumors has permitted the administration of drugs targeted to
different phases of the cell cycle and against epithelial and vascular
growth factors to obtain better results. In radiotherapy, the mana-
gement with tridimensional and conformational techniques has
also contributed with a better response.

Discussion: A multidisciplinary strategy must be initiated in the
treatment of pediatric patients with brain tumors, based on the
three elements available nowadays: surgery, chemotherapy and

Correspondencia: Dr. Enrique Lopez-Aguilar. Laboratorio de Investi-
gacién en Tumores Cerebrales. Instituto Mexicano del Seguro Social.
Av. Cuauhtémoc 330. Col. Doctores 06720 Teléfono: 5627 6900,
extension: 22528. Correo electronico: elopezaguilar@hotmail.com
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de proliferacién vascular y epitelial para obtener los me-
jores resultados; en radioterapia el manejo tridimensional
y conformacional de éstos tumores con mucho han con-
tribuido a mejorar las expectativas.

Discusion: El manejo de un nifio con un tumor cerebral
debe darse sobre la base de un tratamiento multidisciplina-
rio en el cual se debe contar con las tres armas estratégicas
con las que al momento actual se cuentan: cirugia, qui-
mioterapia y radioterapia, manejadas todas ellas con los
mayores conocimientos y actualizacién continua con
los que sea posible

Palabras clave: Tumores cerebrales, tratamiento, ninos,
México.

radiotherapy. Advances in the knowledge in any of the above
mentioned strategies must be incorporated when available.

Keywords: Brain tumors, treatment, children, Mexico.

> INTRODUCCION

Los tumores cerebrales, representan el tipo de tumor
solido mids frecuente en la edad pediatrica, siendo los
segundos en frecuencia general después del grupo con-
formado por las leucemias y los linfomas."?

Los signos y sintomas de la disfuncién neurologica
en un nino con un tumor cerebral varfan y dependen
tanto de la edad y desarrollo del nifio como de la localiza-
ci6én y origen de la tumoracion.

Es importante siempre mencionar los signos y sin-
tomas, aunque de manera somera, que éstos pacientes
presentan, dado que ain nos siguen llegando en etapas
muy avanzadas de la enfermedad, incluso, no son referi-
dos de manera adecuada en muchos de los casos por los
médicos neurocirujanos, que en las mis de las veces, son
los que tienen el primer contacto con estos pacientes.

Asi pues, debe saberse que no existen signos o sin-
tomas patognomonicos para el diagnostico de un tumor
cerebral en pediatria, sino que éstos de manera inicial van
en relacidén al incremento de la presion intracraneana, la
cual puede deberse o bien a una masa que crece y que
ocupa espacio o a la obstruccion en la circulacion del li-
quido cefalorraquideo (LCR). Estos sintomas atribuidos
aun lento desarrollo de la presion intracraneal pueden ser
irritabilidad, letargia, vomito, anorexia, cefalea y muy fre-
cuentemente cambios en la conducta. Muchos de estos
tumores se acompaian de alteraciones en la personali-
dad y es bien conocido que signos y sintomas focalizados
no necesariamente van de la mano a una enfermedad
focalizada. De manera similar, una cefalea focalizada
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acompanada de ataxia y cambios en la conducta, pueden
todos reflejar un proceso intracraneano generalizado.! El
hallazgo de un edema de papila sugiere un incremento
en la presién intracraneal y debe determinarse la cau-
sa de manera urgente. En los lactantes un incremento
en el perimetro cefdlico o una separacion de las suturas
craneales sugiere una lesién ocupante de espacio y debe
igualmente definirse la causa. Cuando estos datos no se
atienden, progresan hacia alteraciones visuales, aunque
en los lactantes no se presentan dada la capacidad de la
expansion craneal. Es importante sefialar también que los
tumores que mds rapidamente producen edema de pa-
pila son aquellos localizados en cerebelo; dado que, de
manera mds rapida obstruyen la circulacién del LCR por
obstrucciéon del cuarto ventriculo y el desarrollo de hi-
drocefalia obstructiva.

El vomito puede presentarse en cualquier tipo de
tumoracion, debido al incremento generalizado de la
presion intracraneana o bien por irritacion directa del
nucleo vagal o del centro del vomito localizado en el piso
del cuarto ventriculo. El vomito puede ser ciclico y con-
trario al conocimiento popular; éste generalmente no
es en proyectil y puede ocurrir diariamente, predomi-
nantemente por las mananas y seguidos por un periodo
de resolucidn y aunque éstos ocurren en la etapa inicial de
la tumoracién, posteriormente pareciera que disminu-
yen por un acomodamiento de las suturas craneales o por
una adaptacion al incremento de la hipertension endo-
craneana.

Cuando se combinan dos sintomas como cefalea o
vomito, entonces ya es mas sugestivo de una tumoracion,
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sobre todo si se presentan por la manana después de le-
vantarse.

Conociendo ya los principales signos y sintomas que
se presentan en éstos pacientes, se tiene ya la herramien-
ta basica para poder diagnosticarlos. Cuando la sospecha
clinica lo justifica, el estudio de gabinete de eleccion
para establecer el diagnostico es la imagen de resonancia
magnética (IRM) de craneo que es mds especifica y sen-
sible que la tomografia computarizada (TC) de crineo en
la cual pueden no hacerse evidentes algunas tumoraciones
sobre todo los gliomas de bajo grado del tallo donde es di-
ficil la identificacién de la tumoracioén por simple estudio
tomogrifico. La IRM es superior porque nos provee de
una definicién anatémica exquisita diferenciando per-
fectamente el tejido sano del enfermo. Aunque debe
recalcarse que en algunos centros donde no se cuenta con
la posibilidad de realizar el primer estudio, la TC sigue
siendo una buena opcidn. El estudio de espectroscopia es
de utilidad, sobre todo para valorar la respuesta inicial al
tratamiento, dado que nos permitird definir si una ima-
gen es sugestiva de lesion tumoral activa o de gliosis.

El estudio de PET (tomografia por emision de posi-
trones), no es de mucha utilidad aunque es controversial,
dado que éste se basa en el metabolismo de la glucosa, el
cual es elevado siempre en el tejido cerebral.

Finalmente, el diagndstico histopatologico se ob-
tiene mediante el estudio por microscopia de luz e
inmunohistoquimica del espécimen obtenido mediante
biopsia o reseccidén de la tumoracion total o subtotal por
un neurocirujano capacitado en ninos. Es importante
sefalar que en los casos de tumoraciéon en tallo cerebral
donde el acceso quirtrgico es dificil pudiendo produ-
cir secuelas, el espécimen se obtiene mediante biopsia
por esterotaxia pudiendo contar asi con el diagndstico
histopatologico de certeza, esencial en el futuro mancjo
multidisciplinario de este paciente.

Sin embargo, éste diagndstico histopatologico ya
no nos es suficiente para poder tipificar de manera ade-
cuada a éstos pacientes, por lo que es indispensable el
contar con un panel completo de inmunohistoquimica
que nos dé mids luz sobre el comportamiento biologico
de éstos tumores. Estos nuevos marcadores deben in-
cluirse necesariamente en el estudio de estos pacientes
debiéndose contar por lo menos con la determinacién de
Ki-67, BCL-2, AKT, p53 y CD-133 para poder tener
mis elementos diagnosticos y poder plantear una estrate-
gia terapéutica adecuada

> TRATAMIENTO

Sin duda, debe ser multidisciplinario. Participan dreas
como la neurocirugia, la radioterapia y la quimioterapia,
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sin dejar a un lado el beneficio que otorga el mancjo de la
rehabilitacion y el apoyo emocional asi como la participa-
ci6én del pediatra y endocrindlogo, sobre todo éste tltimo
en los casos en los cuales se desarrolla un cuadro de diabe-
tes insipida, o alteraciones neuroendocrinas secundarias
al procedimiento quirdrgico y de radioterapia.

1. Neurocirugia: Es sin duda la piedra angular en el tra-
tamiento de los tumores cerebrales y en general, del sistema
nervioso central. Es de conocimiento general en quienes
tratan a estos pacientes que una mayor reseccion quirdr-
gica de la tumoracién conlleva a una mejor expectativa
de vida, sin embargo es aqui donde es dificil cumplir el
principal criterio oncoldgico quirurgico -la reseccion
de la tumoracion con mdrgenes libres de células neopla-
sicas- y es que el tejido adyacente en el cual se origina,
es tejido funcional, por lo que es importante realizar un
buen procedimiento quirurgico sin dejar secuelas neu-
rolégicas permanentes. De tal manera que los objetivos
que se pretenden mediante la cirugia son tres: a) Estable-
cer el diagnéstico histopatologico; b) Reducir el efecto
de masa de la tumoracién que ocasiona obstruccion con
mejoria en la circulacion del LCR vy ¢) Potencialmente
buscar la cura del paciente mediante la reseccién com-
pleta o, cuando esta no es posible, remover la mayor
cantidad de tumor logrando una cito-reduccién qui-
rargica. El establecer un diagndstico histopatologico es
obviamente importante primeramente para saber si
es una tumoracion de naturaleza benigna o maligna y es
crucial para planear el tratamiento subsecuente, drogas a
administrar, manejo de radioterapia a ofrecer y ademads
para poder considerar un prondstico. Por ejemplo, una
tumoracién en la regidn pineal deberd establecerse si es
una lesion benigna, como un teratoma o quiste dermoi-
de, o si se trata de un pinealoblastoma o germinoma que
requerird un tratamiento médico ulterior. La reduccion
del efecto de masa y del volumen de la tumoracién es im-
portante porque en un nifo mayor de dos anos de edad el
craneo es una cavidad rigida donde no hay posibilidad de
expansion y un crecimiento tumoral puede ser incompa-
tible con la vida. Por otro lado, una reseccion quirtirgica
completa de la tumoracién puede porsi sola llevara la cura
del paciente como en el caso de los craneofaringiomas y
de los astrocitomas de bajo grado de la fosa posterior. Los
avances recientes en las técnicas quirtrgicas también han
contribuido para mejorar la sobrevida de estos pacientes,
el advenimiento del microscopio quirargico ha permiti-
do mejorar la habilidad del neurocirujano para desarrollar
una microdiseccion extensa del tumor sin comprometer
estructuras cerebrales funcionales reduciendo la morbili-
dad y mortalidad de estos pacientes.
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2. Radioterapia (RT): Esta modalidad terapéutica es
frecuentemente utilizada en el manejo de los nifios con
tumor cerebral. Durante décadas se considerd que su
empleo posterior a la cirugfa mejoraba la sobrevida de
estos pacientes; de hecho a la fecha, en la mayoria
de los casos de los pacientes adultos, es la inica forma de
tratamiento después de la cirugia. Los detalles y las téc-
nicas de la RT varian dependiendo de la histologia del
tumor y localizacién asi como de la edad del nino. El
éxito de la RT estriba en lograr una muerte selectiva
de células tumorales. Biolégicamente la radiaciéon io-
nizante interactia Intimamente con el DNA celular el
cual es afectado directa e indirectamente después de la
ionizacion intracelular, lo cual producira radicales libres
causando dano al DNA. Sin embargo, la muerte celu-
lar raramente se produce inmediatamente sino que es
de manera posterior al existir una incapacidad celular de
reparar el dafio inducido por estos radicales libres.
De hecho el dafio celular se puede observar durante
los siguientes intentos de duplicaciéon de la célula tu-
moral impidiendo la supervivencia de la clona celular
eliminando el potencial de ésta de seguir creciendo y
mandar metastasis. Después de la exposicion a las radia-
ciones ionizantes hay un decremento exponencial en la
sobrevida celular, por ejemplo, una dosis de radiacion
administrada producird la misma proporcién de muer-
te celular y un incremento en la dosis resultard en una
exponencial muerte celular. Para lo anteriormente ex-
puesto, debe conocerse que las dosis absorbidas por el
tejido son expresadas en unidades de gray (Gy), especi-
ficamente definido como un joule de energia absorbida
en 1 kg de masa. Un Gy es igual a 100 rad en el sistema
anterior y la prictica comun incluye al centigray (cGy)
que es igual a un rad. Con la finalidad de disminuir la
capacidad de reparacion de las células tumorales, se ide6
la RT hiperfraccionada en la cual se divide la dosis dia-
ria de RT en dos, hiperfraccionando de ésta manera
la dosis sin comprometer la dosis acumulada tolerable
para cada paciente y efectiva para el tumor en particular.
En el caso de los meduloblastomas, ésta ha probado su
utilidad y beneficio. Sin embargo, una de las complica-
ciones mas temidas, aunque rara, secundaria al empleo
de la RT es la necrosis cerebral postirradiacion, que es
muy rara encontrarla a dosis de 54-56 Gy que es lo que
frecuentemente se administra, pero es una posibilidad
a considerar ocurriendo ésta entre seis a 24 meses pos-
terior al tratamiento. Actualmente se estan realizando
avances a fin de identificar las técnicas ideales de admi-
nistracion las cuales estin orientadas hacia la precision,
volumen y cobertura siendo hoy en dia la RT confor-
macional la forma de administracién mds atractiva.’
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3. Quimioterapia (QT): El desarrollo de nuevos es-
quemas de QT para el manejo de los nifios con tumor
cerebral data de la década de los 80 s al momento ac-
tual, no siendo considerada inicialmente ésta forma de
tratamiento como util para estos pacientes, dado que se
consideraba a la barrera hematoencefilica como limitan-
te para el paso de drogas antineopldsicas al cerebro. Por
lo anterior, se consideraba inicamente a las nitrosureas
como utiles dada su liposolubilidad, bajo peso molecular
y pobre fijacién a las proteinas plasmadticas en el trata-
miento de los tumores cerebrales. Fue hasta 1989 cuando
Kovnar reporta su trabajo utilizando el cisplatino y el
VP-16 como ttiles en el manejo de éstos pacientes admi-
nistrado incluso antes del manejo de la RT y posterior a
la cirugia.* Este trabajo fue realizado bajo la base de que la
barrera hematoencefilica es disfuncional en el drea adya-
cente al tumor y que éste disfuncionamiento permitirfa el
paso de la QT al tejido tumoral demostrando una reduc-
cién dramitica en el volumen tumoral postquirtrgico. Es
pues Kovnar el primero en utilizar la neoadyuvancia en
los tumores cerebrales posterior a lo cual innumerables
articulos han sido publicados.’>” El conocimiento de la
cinética celular es basico para poder entender las actua-
les teorfas de mecanismo de accién de los mas modernos
agentes quimioterapicos en los tumores cerebrales. Como
ya se menciond, por la rigidez del crineo, el incremen-
to considerable en la presion intracraneana, puede ser
incompatible con la vida. Shapiro ha estimado que para
tumores cerebrales primarios, un tumor de 100 g es fatal.
Cien gramos equivalen a uno x 10" ¢élulas. El promedio
de cuando un tumor cerebral empieza a ser sintomdtico
es de tres a seis x 10! ¢élulas. Una cirugia completa es
pocas veces posible y en la mayoria de los casos quedan
residuales postquirdrgicos de uno a cinco x 107 células.
Las modernas técnicas de RT pueden remover dos lo-
garitmos de células quedando uno a cinco x 107 células
teniendo que removerse dos logaritmos mds a fin de que
el propio sistema inmune del niflo pueda controlar el
residual de uno a cinco x 10° células que es lo que en
forma general se asume, el sistema inmune puede con-
trolar. Existen varios esquemas hoy en dia para el manejo
de los tumores cerebrales. Para los astrocitomas de alto gra-
do actualmente se estin empleando esquemas conteniendo
nitrosureas y en otros centros otros tratamientos incor-
porando la ifostamida, el carboplatino y el etopdsido.
Para los meduloblastomas se ha demostrado la utilidad
del carboplatino y el etopdsido, asi como una mejoria en
la sobrevida al incorporar una tercera droga que es la ifos-
famida en el clasico esquema ICE. En la actualidad, se
estan corriendo diversos estudios incorporando a la Te-
mozolamida que es un agente alquilante oral de segunda
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generacién con amplio espectro de actividad antitumoral
sintetizado en 1984 por Stevens y colaboradores, el cual es
un derivado imidazotetrazinico de la dacarbazina que no
requiere del metabolismo hepético, dado que en un pH
fisiologico se transforma a la forma activa (MTIC) sien-
do su principal mecanismo de accién la alquilacién de la
guanina en la posicidn O-6. Esta droga ha probado su
utilidad en algunos casos de astrocitomas de alto grado
de malignidad potencializando su actividad antitumoral
cuando se combina con otros agentes quimioterapicos.
En pediatria se ha incorporado esta droga al esquema ICE
para los astrocitomas de alto grado de malignidad mejo-
rando su sobrevida. Sin embargo deben realizarse nuevos
esfuerzos y estrategias terapéuticas para mejorar la sobre-
vida de estos pacientes.

Sin duda un avance importante ha sido el empleo de
la quimioterapia metronémica para el tratamiento de los
ninos con tumores del tallo cerebral, combinado varias
drogas, a dosis bajas pero continuas, con diferente sitio
y mecanismo de accidén, mejorando la sobrevida de estos
pacientes en cerca de 50% a dos anos.®

> DiScusIiON

Las nuevas direcciones en el tratamiento de los tumores
cerebrales apuntan hacia un manejo multidisciplinario
incorporando varias estrategias terapéuticas e indivi-
dualizando los casos segtin sea la estirpe histologica de
la tumoracidn, la localizacidn, la extension, la edad del
paciente y el comportamiento bioldgico de la misma;
planteando la posibilidad de agregar a los tratamientos de
quimioterapia convencionales un antiangiogénico, como
pudieran ser nimotuzumab, bevacizumab o sorafenib,
cuando los tumores expresen el antigeno de superficie
CD-133 o el factor de crecimiento epidermoide (EGFR)
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segun sea el caso procurando analizar a cada nifio en
particular ofreciéndole las mejores técnicas quirtrgicas
posibles asi como las mejores formas de radioterapia y
mejores protocolos de quimioterapia.

La importancia de la deteccion de la Enfermedad
Residual Minima (ERM) por citometria de flujo en li-
quido cefalorraquideo en aquellos pacientes con tumor
cerebral con posibilidad de diseminacién a neurogje, en
particular los ependimomas, meduloblastomas y tumores
germinales de la regidn pineal, nos plantea la posibilidad
de cambiar una estrategia terapéutica o delimitar con
certeza el fin de un tratamiento de quimioterapia y ra-
dioterapia en un paciente con un tumor cerebral y de esta
forma tener mds preciso el estado de la enfermedad.

Todos éstos elementos en conjunto, deben ahora
incorporarse si se pretende brindar una estrategia tera-
péutica adecuada a cada nifio con un tumor cerebral.

REFERENCIAS

1. Magrath [, Gad-el-Mawla N, Peng HL, Spelman S, Camargo B, Petrilli S,
Diez B. Becul, Williams C. Pediatric Oncology 2" Ed. Philadelphia: J.B.
Lippincott, 1993;pp: 1225-1251.

2. Parkin DM, Stiller CA, Draper GJ, Bieber CA. Internacional incidente of
childhood cancer. Int J cancer 1988;42:511-520.

3. Ries LA, Miller RW, Smith MA. Cancer in children (ages 0-14 and ages
0-19) USA-SEER Cancer Statistics Reviews: 1973-1990 NIH publ. No.
93-2789. Bethesda. MD: National Cancer Institute; 1993 pp. XXVII-XX-
VII 15.

4. Kovnar V, Heideman R. Preirradiation chemotherapy with carboplatin and
ctoposide in medulloblastoma. J Clin on Oncol 1999;23:236-45.

5. Lopez-Aguilar E, Rivera MH, Sepulveda VA. Survival of patient with
medulloblastoma treated with carboplatin and etoposide before and after
radiotherapy. Arch med Res 1998;29:313-9.

6. Lopez-Aguilar E, Rivera MH, Sepulveda VA. Preirradiation ifosfamide, car-
boplatin and etoposide (ICE) for the treatment of high grade astrocytomas: A
phase IT study. Arch Med Res 2000:1-5.

7.  Rivera-Luna R, Lopez A. E, Rivera MH, Rivera-Ortgon F, Altamirano A.
E. Survival of children under 3 years old with medulloblastoma: a study from
the mexican cooperative Group for Childhood malignancies (AMOHP).
Childs Nerv System 2002;18:38-42.

8. Lopez-Aguilar E, Sepilveda VA, Rocha-Moreno Yael. Metronomic che-
motherapy in brain stem tumor. A phase IT Study. Arch Med Res 2008

GAMO Vol. 10 Nam. 1, enero — febrero 2011 @ 45



Articulo de revision

La importancia de los marcadores moleculares
en el planteamiento terapéutico del nifno con

tumor cerebral

Molecular markers in the therapeutic strategies

in children with astrocytoma

Enrique Lopez-Aguilar,! Ana Carolina Septlveda-Vildésola,? Hermilo de la Cruz-Yanez,> Graciela Gas-

cOn-Lastiri*

> RESUMEN

Introduccién: Los tumores cerebrales son el tipo de tu-
mor s6lido mas comun en la edad pedidtrica. Sin embargo,
aunque se han logrado avances en las dltimas décadas,
mismas histologias presentan un comportamiento bio-
logico diferente en cada paciente. El conocimiento de
los marcadores tumorales y de las vias de sefializaciones
tanto intrinsecas como extrinsecas de la apoptosis, nos ha
dado luz al mayor entendimiento del comportamiento
biologico de éstos tumores lo cual nos permite brindar
un tratamiento mds dirigido con mejores probabilidades
de respuesta.

Marcadores moleculares: La importancia de la ex-
presion de antigenos de superficie como el CD-133, el
Ki67, entre otros; asi como, el conocimiento de algunos
genes involucrados en la via intrinseca de la apoptosis
como el p53 y el BCL-2, nos ha hecho entender cémo
se esta comportando cada tumor especificamente en cada
nino, lo cual nos permite planear de manera mds adecua-
da, la estrategia terapéutica.
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> ABSTRACT

Introduction: Brain tumors are the most common solid tumor
in children. Although great advances have been achieved in the
treatment and survival of these patients, histologically identical
tumors have many different biological responses. Recently, other
prognostic factors have been studied, such as molecular parameters,
intrinsic and extrinsic pathways of apoptosis, which have contri-
buted to the knowledge of these tumors, and more individualized
treatments.

Molecular markers: The expression of surface antigens such
as CD-133 and Ki67 among others, as well as the knowledge
of those genes involved in the intrinsic and extrinsic pathways of
apoptosis such as p53 and BCL-2, has permitted a more compre-
hensive approach to each patient’s disease, and enables us to give
a more specific and individualized treatment.

Discussion: 1t is evident that histologic and radiologic parame-
ters are not enough nowadays to stratify risk in pediatric brain
tumors. Molecular markers must be included in order to correctly
diagnose and treat these patients.

Correspondencia: Dr. Enrique Lopez Aguilar. Laboratorio de Investiga-
cién en Tumores Cerebrales. Instituto Mexicano del Seguro Social.
Av. Cuauhtémoc 330. Col. Doctores 06720. Teléfono: 5627 6900,
ext. 22528. Correo electronico: elopezaguilar@hotmail.com
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Discusion: Es evidente, que después de leer el presente
articulo, no es suficiente contar con elementos histologi-
cos y radioldgicos para poder estratificar de manera mas
adecuada a un nino con un tumor cerebral, y que de-
bemos contar con un perfil de marcadores moleculares
completo para poder tratarlos.

Palabras clave: Parametros moleculares, tumores cere-
brales, ninos, México.
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Keywords: Molecular parameters, brain tumors, children,
Mexico.

> ANTECEDENTES

Los tumores cerebrales son el tipo de tumor sélido mas
frecuente en la edad pediitrica.! A pesar de ello, pocos
avances se han logrado en los ultimos 40 anos, por lo
cual es tiempo de profundizar mds en el conocimien-
to del comportamiento biologico de éstos tumores para
poder plantearse una estrategia terapéutica mads dirigida
que pueda mejorar la sobrevida de éstos ninos que lo
padecen.?

La expectativa de vida de acuerdo a la SEER (Sur-
veillance, Epidemiology, End Result) alos cinco afios es de
56%; los de mejor prondstico son los astrocitomas de
bajo grado, en fosa posterior y los de peor prondstico
son aquellos con glioma del tallo y astrocitomas de alto
grado® (80% y 56% de sobrevida a cinco afos respec-
tivamente).

No existen signos o sintomas patognomoénicos de los
tumores cerebrales, sino que inicialmente van en relacién
con el incremento de la presion intracraneal por masa
ocupante, o bien por la obstruccién en la circulacidn del
liquido cefalorraquideo. Son frecuentes la cefalea de pre-
dominio matutino, vomitos en proyectil, que puede ser
ciclicos u ocurrir diario por las mafanas;* en los lactantes
se presenta aumento del perimetro cefdlico.® La presencia
de pérdida de balance en la funcién del tronco cerebral,
como alteraciones en la coordinacién de las extremidades
superiores y afeccidn a pares craneales, sugiere fuerte-
mente tumor en el tallo cerebral.*

El diagnostico se puede establecer claramente me-
diante un estudio de imagen por Resonancia Magnética,
que nos permite definir claramente el sitio del tumor, asi
como su volumen, y de acuerdo con las caracteristicas ra-
diolégicas, poder presumir una variante histologica. Sin

embargo, esto ultimo se confirma Gnicamente mediante
el estudio histopatolégico de una muestra del tumor ob-
tenido mediante biopsia, reseccion total o subtotal del
mismo.

No obstante lo anterior, los avances en el en-
tendimiento del comportamiento biologico de éstos
tumores nos han demostrado que histologias similares
pueden tener un comportamiento clinico diferente que
varfa completamente de un nifno a otro ¢ incluso dife-
rente dependiendo de la localizacién del tumor; asi pues,
un ependimoma no se comporta igual si se presenta a
nivel supratentorial que infratentorial, y un astrocitoma
de bajo grado no se comporta igual si se origina en el cer-
ebelo o en el tallo cerebral, tilamo o vias opticas.

El tratamiento al momento actual es multidiscipli-
nario, inicialmente con neurocirugia cuyos objetivos
son: establecer el diagndstico histopatoldgico, reducir el
efecto de masa de la tumoracion que ocasiona obstruc-
cidén, mejorar la circulacion del liquido cefalorraquideo
y potencialmente buscar la cura del paciente mediante
reseccién completa o cuando esto no sea posible lo-
grando cito reduccién quirtrgica.’ La quimioterapia
neoadyuvante, basada en que la barrera hematoencefilica
es disfuncional en el drea adyacente al tumor y permite el
paso de la QT al tejido tumoral ha demostrado también
grandes beneficios.'’ La radioterapia pretende lograr una
muerte selectiva de las células tumorales, impidiendo la
supervivencia de la clona celular y eliminado el potencial
de esta a seguir creciendo y de enviar metastasis.'’ Asi-
mismo, es fundamental la participacion de un pediatria
general, el médico de rehabilitacién y el endocrindlogo
ya que frecuentemente, estos pacientes pueden presentar
algtin sindrome neuroendocrino.”!?
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> PARAMETROS CLINICOS Y MOLECULARES

Los factores prondsticos de estos tumores pueden divi-
dirse en:

1. Factores clinicos: la edad® (los menores de tres afios
tienen mal prondstico debido a que no es posible
utilizar la radioterapia como parte del manejo), la
localizacion del tumor, el porcentaje de reseccion
quirdrgica, la quimioterapia utilizada y el estado fun-
cional de Karnofsky.

2. Histologia (mal pronoéstico para aquellas variantes
anapldsicas y que expresen el Ki67 positivo).'*

3. Factores moleculares'>-"”

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

b) Los factores de crecimiento (FC) celulares, son
proteinas que en condiciones fisiologicas regulan el
crecimiento y la diferenciacién celular. La actividad
de los factores de crecimiento puede estar aumen-
tada basicamente a través de dos mecanismos: por
un incremento del nimero de copias del gen que
los codifica (amplificacion génica), o bien por un
aumento en la producciéon de proteina por el gen
(sobreexpresion). La sobreexpresion de los factores
de crecimiento en los tumores malignos se asocia;
por lo general, a una mayor agresividad bioldgica.
La sobreexpresion o amplificacion génica del gen
c-erb-B2 que codifica al EGFR (receptor del fac-
tor de crecimiento epidérmico) se presenta en 1%
de los astrocitomas de bajo grado, 10% de los as-
trocitomas anapldsicos y 40% de los glioblastomas
multiformes y se relaciona con un mal prondstico.
La sobreexpresion del gen PCAF (que codifica al
factor asociado CBP, una histona acetiltransferasa)®’
podria representar un nuevo marcador molecular
para tumores malignos del sistema nervioso central.

¢) Genes supresores tumorales,'”'** que cuando se
encuentran afectados, son marcadores de peor pro-
noéstico. La pérdida de la funcién de la proteina p53
es la alteracién genética mas frecuentemente iden-
tificada en tumores solidos. La region cromosémica
que codifica esta proteina, la 17p13, se encuentra
alterada en 30% de los astrocitomas de cualquier
grado de malignidad. El gen del retinoblastoma
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(Rb) se localiza en el cromosoma 13 (13q14) y codi-
ficala proteina pRb1 que regula la transiciéon de GO/
G1 a S durante el ciclo celular, su inactivacién por
delecion o mutacién ocurre en 20% de los astro-
citomas anapldsicos y en 35% de los glioblastomas
multiformes, y se correlaciona inversamente con
las mutaciones del gen p16. El gen p16 se localiza en
el brazo corto del cromosoma 9 (9p21) y codifica la
proteina p16 que ejerce una regulacién negativa so-
bre el ciclo celular al inhibir la accion de las quinasas
dependientes de ciclinas CDK4 y CDKG6 facilitan-
do la accidén reguladora de la pRb1. La delecién
9p21 se puede identificar hasta en 80% de los glio-
blastomas multiformes. El gen PTEN/MMACI se
localiza en el cromosoma 10 (10923.3) y la pérdida
de heterocigosidad (LOH) del cromosoma 10 es la
alteracién mas frecuente de los glioblastomas. La
expresion del gen p53 y/o MIB-1 LI >5% después
de reseccion parcial o MIB-1 L1 >15% después de
reseccién completa también han sido descritos
como indicadores de agresividad del tumor y pobre
pronéstico de la enfermedad.”

Otros hallazgos en tumores intracraneanos son: ab-
erraciones en el cromosoma 22; de las cuales, la delecion
22q es la mds frecuente,”* ganancias en el cromosoma
1q asociadas con un comportamiento mds agresivo, pér-
didas en los cromosomas seis, asociada al desarrollo y/o
progresion de los ependimomas en nifos,* nueve y 13.
Otros hallazgos son pérdidas en los cromosomas cua-
tro,10, 11, 16, 17, 19y 20.»

Es importante subrayar que en ¢l caso de los tumores
gliales, tanto la localizacién como sus alteraciones mole-
culares son diferentes tanto en nifos como adultos, lo que
sugiere rutas genéticas distintas en ambos tipos de tumores;
por ejemplo, los glioblastomas multiformes (grado IV de la
OMS) son mas frecuentes en los adultos con una localiza-
ci6n supratentorial predominantemente vs los astrocitomas
de bajo grado que se presentan mds frecuentemente en
ninos y con predominio infratentorial. Ademads, se pre-
senta mds frecuentemente amplificacion/sobreexpresion
de EGFR y mutacién PTEN en adultos y en nifios se ob-
servan mas frecuentemente mutaciones del p53, asi como
LOH de los cromosomas 10q, 19q y 22q.*

A pesar de grandes avances en los ultimos 15 afios
en la sobrevida de estos pacientes, el tratamiento de los
gliomas permanece como un gran reto. La reseccion
quirtrgica total de estos tumores infiltrantes es practi-
camente imposible y su curso clinico esta determinado
principalmente por el comportamiento bioldgico de las
células tumorales, que incluye el indice de crecimien-
to y su respuesta tanto a la quimioterapia como a la
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radioterapia. Para predecir dicho comportamiento bio-
logico, ya no basta, el estudio de la morfologia tumoral
por microscopia de luz, sino que se requiere de un panel
completo de estudios de inmunohistoquimica, conocidos
ahora como el nuevo portafolio de marcadores molecula-
res para el mejor entendimiento de éstos tumores.

Aun mas, los progresos en biologia molecular y
genética molecular han mostrado ser un método com-
plementario y eficaz para determinar el comportamiento
bioldgico de los tumores cerebrales a través del estudio de
la apoptosis.>!

Laapoptosis o muerte celular programada, que es una
forma de suicidio celular genéticamente definida, ocurre
de manera fisiologica durante la morfogénesis, la renova-
cidn tisular y en la regulacion del sistema inmunitario. Se
considera que la apoptosis es un mecanismo fisiologico
de muerte que se desencadena por diversas senales, las
cuales pueden ser fisioldgicas o por estimulos exdgenos
ambientales. Las vias de sefalizaciéon de la apoptosis son
dos: la intrinseca y la extrinseca. La via intrinseca (mi-
tocondrial) se desarrolla cuando la célula estd expuesta a
un gran estrés como ocurre cuando se dana la cadena de
DNA; la via extrinseca (citoplasmadtica) es activada cuan-
do algtn ligando pro-apoptédtico como Apo2L/TRAIL
(familia de los Factores de Necrosis Tumoral) se une a un
receptor pro-apoptédtico como el DR4 y DR5.% Tanto
la via intrinseca como la extrinseca convergen en la acti-
vacion de enzimas intracelulares denominadas caspasas,
quienes finalmente llevan a la destruccién de las proteinas
celulares y con esto, la muerte de la célula.?>3*

El entendimiento de la apoptosis ha sentado las ba-
ses de nuevas terapias que pueden inducir la muerte de
las células cancerosas o sensibilizarlas contra los agentes
citotoxicos y la radioterapia.® Estos nuevos agentes in-
cluyen 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 oli-
gonucledtidos antisentido.* El fracaso en la induccion de
la apoptosis constituye una de las principales causas de la
resistencia a la quimioterapia en los tumores malignos.”’

> DiscusioN

Con base en 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 trans-
formacion y progresion tumorales,® se postula que debe
de existir una relacién entre la subexpresion en las vias de
la apoptosis y la presencia de alteraciones cromosémicas.

El conocimiento actual sobre la apoptosis, como
mecanismo regulador y homeostitico de los tejidos, aho-
ra explica el desarrollo de tejido neopldsico en la mayoria
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de los casos. Cualquier alteracion o desbalance en éste
mecanismo regulador, ya sea tanto en la via extrinseca re-
gulada por la familia del TNF (factor de necrosis tumoral
y TRAIL) o la via intrinseca mitocondrial, da como re-
sultado el desarrollo 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 cancer en la edad pediatrica.

Con base en lo comentado, es evidente que el
plantear una estrategia terapéutica para un nifio con un
tumor cerebral, va mucho mads alld de la simplicidad de
una valoracion sustentada en elementos radiologicos e
histologicos exclusivamente, sino que se requiere de un
estudio integral e individualizado en cada caso, tanto
desde el punto de vista clinico, como radiologico, his-
tologico y molecular, con el fin de entender a fondo su
comportamiento bioldgico y a partir de éste momento,
poder dirigir de una manera mds adecuada, un tratamien-
to especifico y personalizado a cada nino.
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Caso clinico

Integracion clinica, biolégica y molecular en un nifio
con ependimoma. Informe de un caso

Clinical, molecular and biological behavior in

a child with ependymoma

Enrique Lopez-Aguilar,' Federico Rojas-Puentes,! Ana Paulina Rioscovian-Soto,' José Luis Zarate-Alva-

rado,? Griselda Ramirez,” Georgina Siordia-Reyes.*

> RESUMEN

Se presenta el caso de una nifla de un afio 11 meses de
edad, con diagnoéstico de ependimoma clisico de fosa
posterior, con infiltracidn a tallo con dimensiones de 10
cm por 10 cm. Se realizod reseccion parcial y de la mues-
tra del tumor y se realizaron cultivos celulares. Recibio
quimioterapia con carboplatino, ifostamida y etoposido,
por un ciclo. Después de nueve dias, fallecid por presen-
tar progresion tumoral. Se descart6 disfuncién valvular
u otra complicacién quirdrgica mediante estudio to-
mografico, al igual que complicaciones hematologicas o
metabolicas mediante exdmenes de laboratorio.

Las células tumorales cultivadas presentaron crecimiento
de neuroesferas renovables en cuatro cultivos consecu-
tivos. La histologia reportada fue la de un ependimoma
clasico y en el presente caso se realiza una integracion
clinica, histologica y molecular con el comportamiento
biolégico de un nifio con ependimoma clasico, cuya his-
tologia era de bajo grado de malignidad.

Se han realizado diversos estudios, los cuales informan
sobre el crecimiento de neuroesferas renovables como
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2Bi6logo molecular. Laboratorio de investigaciéon de tumores cere-
brales. 3Servicio de Neurocirugia Pedidtrica.
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> ABSTRACT

A case of an ependymoma in children is reported. The patient is
a two years old girl diagnosed with classic ependymoma with stem
infiltration of 10 x 10 cm, and partial resection of the tumor.
Sample cell cultures were realized. Received chemotherapy with
carboplatin, ifosfamide and etoposide, achieving only one cycle as
nine days after tumor progression dies for filing. Valvular dys-
function was ruled out by surgical complications or other imaging
studies, as well as hematological or metabolic by laboratory exa-
minations.

Cultured tumor cells showed growth of renewable neurospheres
in_four consecutive crops which is associated with tumor histology
reported as high grade, and biological behavior manifested by rapid
and progressive tumor growth, however in this patient the histo-
pathology report were as low grade tumor.

There have been several studies which report the growth of re-
newable neurospheres adverse prognostic factor, fast progress.
Taking independent prognostic significance of others factors as an
age, tumoral grade and some antigen expression, however, accor-
ding with some prognostic markers like BCL-2, CD-133 and
P33 over expression.
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factor prondstico adverso, encontrando una rapida evo-
luciéon torpida. Teniendo significancia prondstica e
independiente de otros factores como son edad, grado
tumoral e inclusive la expresion de algunos antigenos,
pero de acuerdo con la expresion algunos marcadores
pronodsticos como BCL-2, CD-133 y p53.

Palabras clave: Ependimoma, neuroesferas, prondsti-
co, México.

Keywords: Ependymoma, neurospheres, prognostic, Mexico.

> INTRODUCCION

Antecedentes: Los tumores del SNC son los tumores s6-
lidos mas frecuentes en la edad pedidtrica, en México la
incidencia es de 17 por millon cada ano y suceden 560
nuevos casos por ano.! El ependimoma es el tercer tumor
mas frecuente en la infancia.”

En la niflez, los tumores cerebrales son bioldgica
e histologicamente heterogéneos y varian de lesiones
localizadas de bajo grado a tumores de alto grado con di-
seminacion en el neurogje.’ La mortalidad en estos casos
ha disminuido 23% desde 1975, debido a los avances
en el tratamiento con quimioterapia.* Con el desarrollo
de nuevas técnicas para diagndstico inmunohistoqui-
mico y de biologia molecular, se ha logrado un mayor
conocimiento sobre el comportamiento biolégico de los
tumores, estableciendo subgrupos morfologicamente
similares pero con un diferente comportamiento biol6-
gico. En los tumores malignos existe una sobre expresion
de ciertos antigenos que le confiere mayor agresividad.’
La sobre expresion de Ki67 se relaciona con mal pronos-
tico en pacientes con tumores de alto grado,® asi como
también CD133 implica mayor vascularidad y agresivi-
dad. Estas y otras alteraciones encontradas se han asociado
con la evolucién clinica y el resultado histopatolégico,
encontrando una fuerte relaciéon, lo que nos obliga a con-
tinuar con esta linea de investigacion.

Recientemente, algunos grupos han logrado en-
contrar c€lulas madre en tumores cerebrales y se han
logrado cultivar tanto de tejido cerebral sano como tu-
moral, con diferencias en la expresion de antigenos.” Con
el uso de un modelo para generacién de astrocitomas de
alto grado, fue posible identificar subpoblaciones celu-
lares concretas dentro del tumor, que eran capaces de
transmitir este tumor cuando a nivel clonal se trasplan-
taban en el cerebro de ratones inmunodeficientes. La
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aportacion de los tumores cerebrales ha sido decisiva a la
hora de aceptar la existencia de células madres tumorales,
porque fueron las primeras que se definieron,®” y por-
que el avance en la identificacion y seguimiento de estos
tumores ha permitido su localizacién en nichos cerca de
los tejidos neovasculares formados con el crecimiento del
tumor.'” La posibilidad de identificacién nace al obtener
un anticuerpo monoclonal que reconocia un antigeno
de superficie de las células madre neurales denominado
CD-133."" Se localizaron células CD-133+ en el glio-
blastoma multiforme y se encontré que era la fraccion
CD-133+ la que mejor inducia nuevos tumores cerebra-
les, tras su trasplante en nuevos ratones, al compararla con
la fraccién CD-133-.° La identificacién de células CD-
133+/nestina+, permitié descubrir la proximidad de estas
células cerca de los capilares nuevos que se forman con el
crecimiento del tumor.'

El crecimiento de las células madre tumorales se
identifica mediante la formacion de neuroesferas y en al-
gunos estudios se ha demostrado que la formacién de estas
en tumores malignos tiene un gran peso prondstico, de
tal manera que aquellos que tienen mayor formacién
de neuroesferas indican ripida progresion tumoral y
muerte a corto plazo independientemente de la edad, gé-
nero 'y de la expresion del antigeno Ki-67,'% p53, BCL-2
y otros marcadores inmunohistoquimicos.

El cultivo de estas células se ha estado empleando
de manera reciente con resultados muy alentadores en
la identificacion de nuevos factores prondsticos y nuevas
estrategias terapéuticas.

La finalidad de este trabajo es presentar un caso clini-
co de un paciente quien desarrolla un tumor cerebral de
alto grado cuyas células fueron cultivadas mediante este
tipo de crecimiento, presentando formacién de neuroes-
feras renovables, lo cual no se relaciond con el resultado
histopatologico, pero si con la evolucidn clinica fatal ra-
pidamente progresiva.
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Figura 1.

Resonancia magnética, con la que se corrobord la
presencia de una masa tumoral en fosa posterior,
de aproximadamente 10 ¢cm por 10 cm.

Figura 2.
Resonancia magnética con la que se observa la
infiltracion al tallo y su extension por debajo de
foramen magno hasta la tercera vértebra cervical.

Figura 3.
Imagen de cultivo tumoral, basal.

> PRESENTACION DEL CASO

Nifa de un ano 11 meses de edad, con padecimiento
de dos meses de evolucion previo a su diagnostico, con
disminucién de fuerza muscular de ambas extremidades
inferiores, vomito, cefalea y crisis convulsivas, en ese or-
den de aparicion. Se le realizé un estudio tomogrifico,
con el que se evidencié hidrocefalia secundaria a masa
tumoral en fosa posterior. Se coloco vdlvula de deriva-
cién ventriculoperitoneal y posteriormente se realizé
resonancia magnética, corroborando masa tumoral en
fosa posterior de aproximadamente 10 cm por 10 cm,

que infiltraba el tallo y se extendia por debajo de foramen
magno hasta la tercera vértebra cervical (Figuras 1y 2).
Los resultados de laboratorio no revelaron alteraciones
considerables.

Con base en este diagndstico, se realizd resec-
cién tumoral parcial, con informe de patologia de
un ependimoma clisico. De la muestra tumoral se
realizaron cultivos, encontrando formaciéon de neu-
roesferas renovables en cuatro cultivos (Figuras 3 a
6). Se inici6 tratamiento con base de carboplatino,
ifosfamida y etoposido el 26 de octubre de 2010, sin

Figura 4.
Imagen cultivo tumoral. Posterior a siete dias (Pase 1)

Figura 5.

Imagen cultivo tumoral. Posterior a 15 dias (Pase 2)

Figura 6.
Imagen cultivo tumoral. Posterior a 18 dias (Pase 3)
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complicaciones agudas. Se logrd su estabilizacion y una
buena recuperacion postquirdrgica, por lo que fue posi-
ble egresarla. Después de siete dias, se ingresd a urgencias
por deterioro neuroldgico progresivo de 12 horas de
evolucion. Es valorada por neurocirujano descartando
disfuncién valvular por lo que es manejada con medidas
antiedema, ventilacién mecinica y aminas vasoactivas sin
presentar respuesta favorable al tratamiento. Presentd paro
cardiorespiratorio, sin respuesta a maniobras avanzadas y
fallece por progresion tumoral ocho horas posterior a su
ngreso.

El informe de inmunohistoquimica mostrd positi-
vidad para CD-133 en 80%; positividad para BCL-2 en
60% asi como para Ki-67 en 70% vy sobre expresion de
p53 en 80% de las células estudiadas.

> DiscusioN

El cultivo de neuroesferas en tumores cerebrales ha
sido utilizado, encontrando diferentes patrones de cre-
cimiento en relaciéon con el grado de malignidad del
tumor. En los primeros estudios realizados, se demostrd
su capacidad neoplisica al trasplantar estas neuroesferas
de células madres tumorales en animales de experimen-
tacion, observando crecimiento tumoral de la misma
estirpe celular.’® La interpretacion de esta formacion de
neuroesferas implica una mayor agresividad de las células
madres tumorales, asi como una mayor capacidad de di-
seminacién. Trabajos previos han sugerido que, ademas
del crecimiento, la expresion de algunos genes y protei-
nas, como nestin y CD-133, asociada a las células madres
tumorales se relaciona con un pobre prondstico clinico.'
Esta correlacion entre la formacidn de neuroesferas y la
severidad clinica, empieza a tener un peso en el pronds-
tico de estos pacientes y pareciera muy consistente; sin
embargo, no explica la hipétesis de que el mal prondstico
esté asociado con la actividad de las células madres tumo-
rales cerebrales.'?

El crecimiento de neuroesferas se ha estado compa-
rando con algunos antigenos de proliferacion celular para
determinarlo como factor prondstico. En este sentido, se
ha demostrado que las neuroesferas tiene una mayor aso-
ciacion con el resultado clinico cuando se asocia con el
antigeno Ki-67, demostrando la severidad de las células
tumorales independientemente del grado tumoral, edad
y proliferacién celular.'>1

En nuestro caso, se informa sobre la asociacidén
que existe entre la evolucidn clinica térpida y el cre-
cimiento de neuroesferas renovables, pero no asi con
la histologia senalada como tumor de bajo grado. En la
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bibliografia si se ha informado sobre la asociacion de la
mala evolucién clinica con el crecimiento de neu-
roesferasal.’® Estos resultados nos obligan a continuar
utilizando estos procedimientos para lograr un me-
jor conocimiento sobre el comportamiento biologico
tumoral. De mayor peso adn es que nuestro paciente
haya demostrado positividad para marcadores de mal
prondstico, como el Ki-67, el BCL-2, el CD-133 y la
sobre expresion del oncogén p53, lo que nos obliga a
realizar un estudio integral del comportamiento bio-
logico del tumor de cada caso en particular de manera
individualizada, sin conformarse con el solo informe
histopatoldogico para plantear una estrategia terapéutica.

En conclusion, consideramos necesario la realizacion
de estudios clinicos siguiendo esta linea de investigacion,
con la finalidad de establecer nuevos factores prondsticos
y dianas para tratamiento dirigido de manera integral para
cada nino.
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Caso clinico

Neurotoxicidad por ifosfamida. Informe de un caso y

revision de bibliografia

Ifosfamide neurotoxicity. Case report and literature review

Enrique Lépez-Aguilar,’ Ana Carolina Sepilveda-Vildésola,” Ana Paulina Rioscovian-Soto,” Berenice
Aguilar-Romain,* Volkmar Wanzke-del Angel,’ Fernando Cerecedo-Diaz’

> RESUMEN

Se presenta el caso de un paciente masculino de 13 afios
cinco meses que, desde los 12 anos, curs6é con diagnos-
tico de tumor neuroectodérmico primitivo. Recibid
tratamiento con quimioterapia con base en ifostamida,
cisplatino, VP16 y vincristina con reducciéon del vo-
lumen tumoral en 90%. Completd siete esquemas de
quimioterapia. Posteriormente present6 datos de toxici-
dad neuroldgica por ifosfamida grado cuatro y a seguir,
la muerte. La dosis acumulada de ifostamida, fue de 36
g/m?SC.

Dentro de los factores de riesgo conocidos para pre-
sentar este efecto secundario, tales como hiponatremia,
hipoalbuminemia, dosis acumulativa de ifostamida mayor
de 60 g/m?SC, niveles séricos de creatinina, administra-
ci6n de otros firmacos, carcinomatosis pélvica, antecedente
de radioterapia al sistema nervioso central y el estado clinico
previo del paciente, Gnicamente present6 hipoalbumine-
mia, ya que fueron descartadas todas las posibles patologias
responsables del deterioro neurolégico.

En algunas series, la toxicidad por ifosfamida se
informa hasta en 30% a 40% con dosis alta de ésta. La
mayor parte de estos informes son en poblacion europea
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> ABSTRACT

We report a case of a 13 years old male with the diagnosis of
peripheral primitive neuroectodermal tumor at the age of 12. He
received chemotherapy with ifosfamide, cisplatine, VP16 and
vincritin for seven cycles with reduction of the 90% of the tumor
mass. After the seven cycle of chemotherapy he presented signs of
neurologic toxicity secondary to ifosfamide stage four and finally
death, with a cumulative dose of 36 g/m? SC

Among the factors known for this kind of complications we can
find hyponatremia, hypoalbuminemia, cumulative dose over 60
g/m?, serum creatinine, association with others drugs, pelvic car-
cinomatosis, central nervous system radiotherapy, none of which
the patients presented , except for hypoalbuminemia, other causes
were also discarded.

The ifosfamide toxicity is reported in some series up to 30-40%
secondary to a high dose, most of the reported cases happen in
European and in Asians series, however is unknown de frequency
in Latin-American population

Keywords: Neurotoxicity, ifosfamide, chemotherapy, Mexico
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y algunos son de poblacién asidtica; sin embargo, no se
conoce este dato en Latinoamérica. Se han propuesto di-
ferentes teorias para explicar los mecanismos implicados
en la neurotoxicidad de la ifosfamida. Se presenta este
caso, asi como revision de la bibliografia.

Palabras clave: Neurotoxicidad, ifosfamida, qui-
mioterapia, México

> INTRODUCCION

El tratamiento del cancer en la edad pedidtrica, de manera
general ha incrementado la sobrevida hasta en 70% de
los casos.

La ifostamida es un andlogo estructural de la ciclo-
fosfamida, la cual se ha asociado a toxicidad mediada
por metabolitos toxicos, debido a que la actividad de
CYP3A5 y CYP2B6 presente en el rindn y el higado,
puede producir toxicidad renal a nivel de los tabulos
proximales. La inhibicién del complejo C-I (NADH-
ubiquinona oxido reductasa) a nivel mitocondrial se ha
relacionado con elevaciones significativas de NADH,
deplecion de NAD y disminucién del flujo a través de la
piruvato deshidrogenasa, sugiriendo que esta inhibicidn
corresponde a la lesion primaria de la nefrotoxicidad. Los
defectos en la actividad del complejo C-I pueden resultar
en el inicio de la cascada metabdlica que exacerba la dis-
funcién mitocondrial que se desarrolla en el tratamiento
con ifosfamida.! Sin embargo, ésta se ha limitado con la
administracion conjunta de mercaptoetilsulfonato (MES-
NA), el cual reacciona con los metabolitos urotdxicos de
la ifosfamida; la acroleina y 4-hidroxiifostamida, con la
consecuente detoxificacién. Se han buscado diferentes
alternativas para prevenir el dafo renal, entre las que estd
la utilizacion de N- acetilcisteina, ya que en estudios in
vitro se ha demostrado la deplecion intracelular de gluta-
tién con la utilizacidén de ifosfamida, sin alterar la accidén
antitumoral de ésta.”

Otro de los efectos secundarios asociados al uso de
ifosfamida, es la neurotoxicidad. El mecanismo por el
que la ifosfamida causa neurotoxicidad es complejo. Se
ha se ha sugerido que la cloroetamina, un metabolito de
la ifosfamida, estd implicado en su patogenia. La cloroe-
tamina se conjuga con la cisteina, formando tialsina que
se metaboliza a tialsina ketimina, que inhibe la unién de
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electrones a flavoproteinas y, como consecuencia, la res-
piracién mitocondrial. La consecuencia es la acumulacion
de NADH vy la prevencién de la inactivacion de clorace-
taldehido a un metabolito neurotéxico de la ifosfamida.
Este hecho se confirma por que los sintomas relacionados
con la encefalopatia por ifosfamida son similares a los ti-
picos de intoxicacion por alcohol, por el acetaldehido un
metabolito neurotdxico del etanol.?

El cuadro clinico que se presenta después de la ad-
ministracion de ifosfamida, varia desde datos clinicos
como somnolencia, letargia, irritabilidad, excitacion,
desorientacidén, confusion, debilidad, asterixis, alucina-
ciones y crisis convulsivas, hasta signos clinicos graves,
como la degeneracién del cerebelo, atrofia cerebral,
dolor secundario a neuropatia periférica, y degeneracion
subaguda del sistema nervioso central. Incluso existen re-
portes de trastornos del movimiento como hemibalismo,
corea o atetosis en pacientes pedidtricos.* La aparicién
de estos sintomas se ha observado desde el inicio del
tratamiento, de dos a 48 horas después del inicio de la
infusién de ifosfamida, hasta uno a tres dias después.® Sin
embargo, se han descrito secuelas psicologicas a largo pla-
20, hasta 10 semanas después de la administracién de la
ifostamida. Las anormalidades en el electroencefalograma
reportan una encefalopatia difusa.®

El objetivo del presente estudio es presentar un caso
de un paciente pediatrico que desarrollé neurotoxicidad
y muerte por ifosfamida, lo cual, es poco frecuente en la
poblaciéon latina, en contraste a lo que se reporta en
la poblacién europeos, asi como hacer el andlisis de las
diferentes causas.

I> PRESENTACION DEL CASO

Hombre de 13 anos cinco meses, que inicié su pa-
decimiento oncolégico a los 12 afos, cuando le fue
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diagnosticado un tumor neuroectodérmico primitivo en
el piso pélvico. Se inici6 quimioterapia con base en ifos-
famida, cisplatino y VP16 mds vincristina, con reduccion
de 90%del volumen tumoral. Posterior al sexto curso de
quimioterapia, presentd datos de nefrotoxicidad, motivo
por el que se inici6 terapia de remplazo, con sustitucion
oral de electrolitos y bicarbonato, aparentemente con
adecuado control. Recibid el séptimo esquema de qui-
mioterapia y posterior al término de este ciclo, la dosis
acumulada de ifosamida fue de 36 g/m*SC. Las pruebas
de funcidn renal fueron normales, con niveles séricos de
creatinina de 1.2 mg/dl. Se identificé hipoalbuminemia
de 2.3 g/dL que disminuy6 hasta 1g/dL durante su estan-
cia hospitalaria.

Un dia después del término de este ciclo, de forma
subita present6 afasia y sialorrea, sin respuesta a estimulos
externos, asi como hipotonia y alteraciones en su estado
de alerta, con disminucién de tres puntos en la escala de
Glasgow. Evolucioné con anisocoria, flexién de miem-
bro pélvico derecho; mantuvo automatismo ventilatorio,
sin datos de meningismo ni afeccién de los pares cra-
neales. Sus signos vitales se mantuvieron en limites
normales para su edad y sexo, sin presentar desequilibrios
hidroelectroliticos. Se realizé electroencefalograma que
mostro actividad de base anormal, alteraciones de la fre-
cuencia, amplitud y disfuncién cortico y subcortical, asi
como una serie de afeccidn encefalica difusa de naturaleza
estructural, ondas lentas delta-theta, de bajo voltaje. La
resonancia magnética mostrd atrofia cortico-subcortical
generalizada, sin alteraciones en la sustancia blanca.

Un difa después, presentd mioclonias en ambas
extremidades inferiores. Se inicid tratamiento con feni-
toina. Posteriormente se agregaron pausas respiratorias y
midriasis bilateral, por lo que se inicid asistencia meca-
nica ventilatoria y se traslad6 a la Unidad de Cuidados
Intensivos Pedidtricos. Se realizd puncion lumbar que
descarté neuroinfeccion. Su evolucion clinica fue hacia
el deterioro, sin respuesta a apoyo con aminas. El pacien-
te fallecio a las 72 horas posteriores al inicio del deterioro
neurologico inicial.

> Discusion

La neurotoxicidad es un efecto asociado a la administra-
cién de ifostamida, hecho que se ha sefialado hasta en 30
a 40% de los pacientes que reciben dosis alta de ésta. Es-
tudios en poblacién pedidtrica francesa, describen casos
de pacientes pedidtricos que presentaron encefalopatia
asociada a la administracion de ifosfamida.” En el estu-
dio de Kerdudo y colaboradores, mencionan una forma
atipica de presentacion, con manifestaciones psiquidtricas
en ninos 'y adolescentes.® En bibliografia asidtica, también

Lopez-Aguilar E, et al.

existe referencia sobre este efecto adverso. Sin embargo,
en la literatura biomédica hispana, inicamente se ubican
informes de casos en pacientes espaioles, en los que la
neurotoxicidad se relaciona con factores predisponentes
para ésta patologia.’

En el estudio de Zieli ska y colaboradores, se reali-
z6 un estudio en 76 nifnos polacos que fueron tratados
con ifosfamida, para estudiar el rol que juegan las enzi-
mas glutation transferasa (GSTM1, GSTT1 y GSTP1)
en el metabolismo de la ifosfamida. Se trata de enzimas
responsables de la activacién o detoxificacion de com-
puestos electrofilicos, tales como los metabolitos toxicos
de la ifosfamida. Los subtipos mu, pi'y tetha son codifica-
dos por polimorfismos de los genes GSTM1, GSTP1 y
GSTT1. La supresion del que codifica para la clase mu
del GST y GSTT1 se ha identificado hasta en 50% de la
poblacién caucisica. La supresion del gen GSTT1 ocurre
en aproximadamente 20% de los europeos y en 60% de
los asidticos. En este estudio se observo que ademas de la
dosis total de ifosfamida y la coadministraciéon de otros
farmacos, los polimorfismos en el gen GSTP1 puede ser
uno de los determinantes de la neurotoxicidad.' No te-
nemos informes en la literatura hispanoamericana acerca
de estos datos.

Dentro de los factores predisponentes para el desa-
rrollo de neurotoxicidad, estin: hipoalbuminemia menor
de 3.3 g/dL, hiponatremia, la edad del paciente, dosis
acumulativa de ifosfamida, los niveles séricos de creati-
nina, administracién de otros firmacos, carcinomatosis
pélvica, antecedente de radioterapia al sistema nervioso
central, asi como el estado clinico previo del paciente.

Nuestro paciente cursd con hipoalbuminemia muy
por debajo de los valores mencionados en la bibliografia
como factor de riesgo para desarrollar neurotoxicidad.
Llegd hasta valores de 1mg/dL. Se menciona que la hi-
poalbuminemia es el factor con mayor peso; que los
valores séricos de creatinina y la dosis acumulativa de
ifosfamida, con OR de 4.3 segin algunos estudios.'? Se
cree que la ifosfamida, en presencia de hipoalbuminemia,
puede llegar a ser toxica por sus efectos sobre la funcion
hepiticay de forma secundaria en el metabolismo de ésta,
su metabolito neurotdxico es una proteina obligada, por
lo que la disminucién en los niveles de albumina permi-
te su paso en el sistema nervioso central. Es cierto que,
la funcioén renal previa, el antecedente de deterioro en la
funcién renal o incluso nefrectomia, se han visto impli-
cados en el desarrollo de neurotoxicidad, sin que existan
datos claros en este respecto. En este caso, el grado de
encefalopatia alcanzé el grado cuatro vy, tal y como se in-
forma en la bibliografia, no se evidenciaron cambios en
los estudios de imagen que se le practicaron.
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En cuanto a la dosis acumulativa de ifostamida, se
senala que se han presentado datos de neurotoxicidad
cuando esta excede los 60 g/m?SC. En nuestro paciente,
sOlo habia acumulado 36 g/m?, aunque es sabido que la
neurotoxicidad puede presentarse desde el primer cur-
so. Sin embargo, no contamos con estudios en pacientes
pediatricos latinoamericanos en los que reporten las cifras
acumulativas de ifosfamida para causar neurotoxicidad, ni
del porcentaje con el que esta complicacion se presenta.

Para tratar y prevenir la neurotoxicidad inducida por
ifostamida, dos compuestos han sido comtinmente utili-
zados: el azul de metileno y la tiamina."

Este informe cobra aun mds valor, ya que existen muy
pocos casos descritos en pacientes pedidtricos en Améri-
ca Latina. Esto en parte, puede deberse a las diferencias
genéticas senaladas en el metabolismo de la ifosfamida, de
las cuales desconocemos la frecuencia exacta con la que se
presenta. En nuestro pais, y en América Latina, existe
un subregistro de los casos de cancer y de las complica-
clones que surgen en el tratamiento de éste, por lo que
es dificil asegurar que se debe por completo a estas dife-
rencias genéticas. Sin embargo, no es un fenémeno que
se presente con frecuencia en ésta poblacién, incluso en
estereporte de caso se observaque enlosciclos previosno se
presentaron datos de neurotoxicidad y que ésta no fue
secundaria a otros factores de riesgo. Nuestro hospital,
es un centro de referencia en el pais, siendo la ifosfamida
uno de los firmacos mds utilizados en los esquemas de
quimioterapia que se aplican. La neurotoxicidad es una
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complicacién que no se ha presentado en el porcenta-
je de pacientes reportados en la literatura internacional,
lo que nos hace suponer que esta poblacién debe tener
caracteristicas diferentes a la poblacién europea y los
mecanismos descritos anteriormente pudieran estar en
relacion a estas diferencias.
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siempre que se disponga de ellas. cada fotografia impre-
sa llevard al reverso una etiqueta que indique el nimero,
posicién de la imagen, titulo del trabajo y nombre del
autor principal. Cuando se anexen fotografias en ver-
sion electronica debe considerarse lo siguiente:
 El formato debe ser TIFF o JPG (JEPG)

* Solo si el tamano real de las imadgenes resulta exce-
sivo, las imdgenes deben reducirse a escala; dada la
pérdida de resolucién, no deben incluirse image-
nes que requieran aumento de tamano.

* La resolucién minima aceptable es de 300 dpi. Si
las fotografias son obtenidas directamente de cama-
ra digital, la indicacion debe ser «alta resoluciony.

9. Se debe senalar en el texto el lugar donde se incluirdn
las imdgenes.

10. Dentro del archivo de texto deben aparecer los cua-
dros y pies de figura; las ilustraciones, esquemas y
fotografias deben ir en archivos individuales.

11. Cuando los cuadros o figuras sean obtenidos de otra
publicacidn deberd entregarse carta de autorizacién de
la editorial que los publico o del titular de los derechos
de autor.

12. Para las notas al pie de pagina se deben utilizar simbolos
convencionales. Las siglas o abreviaturas se especificardn
también en los pies de los cuadros/figuras, no obstante
haber sido mencionadas en el texto.

13.Las referencias deben numerarse progresivamente
segun aparezcan en el Texto, en estricto orden crono-
logico ascendente; el namero correspondiente deberd
registrarse utilizando superindices. Deben omitirse las
comunicaciones personales y se anotard “en prensa”
cuando un trabajo ha sido aceptado para publicacion
en alguna revista; en aso contrario referirlo como
“observacién no publicada”. No usar la opcién auto-
mdtica para la numeracion.

14. Cuando los autores de las referencias son seis 0 menos
deben anotarse todos; cuando son siete o mas se indi-
can los seis primeros seguidos de “y cols” o “etal”.

15. Las referencias deberan ser incluidas segtin las normas
de Vancouver vigentes.

ALGUNOS EJEMPLOS DE REFERENCIAS:

Publicacién periddica:

You Ch, Lee KY, Chey RY, Menguy R. Electrogas-
trographic study of patients with unexplained nausea,
bloating and vomiting. Gastroenterology 1980;79:311-
314.

Libro

Murray PR, Rosenthal KS, Konbayashi GS, Pfaller MA.
Medical microbiology. 4 th ed. St Louis, MO: Mosby;
2002; p. 210-221.
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Capitulo de libro:

Meltzer PS, Kallioniemi A, Trent JM. Chromosome
alterations in human solid tumors. En: Volgestein B,
Kinzler KW, editores. The genetic basis of human can-
cer. New York: McGraw-Hill;2002. p. 93-113.

Base de datos o sistemas de recuperacion en internet:
Online Archive of American Folk Medicine. Los An-
geles: Regents of the University of California 1996.
[Consultado en 2007, febrero 1]. Disponible en http://

www.folkmed.ucla.edu/

Articulos de revistas en internet:

Kaul S, Diamond GA. Good enough: a primer on the
analysis and interpretation of noninferiority trials. Ann
Intern 2006 Jul 4;145(1):62-69. Disponible en http://
www.annals.org/reprint/145/1/62.pdf

Informacién obtenida en un sitio de internet:
Hooper JF. Psychiatry and the Law: Forensic Psychi-
atric Resource Page. Tuscaloosa (AL): University of
Alabama, Department of Psychiaty and Neurology;
1999 Jan 1. [Actualizado en 2006, Jul 8; consulta-
do en 2007, Feb 23]. Disponible en http://bama.
ua.edu/-jhooper/

Para informacién complementaria de estas normas para
los autores, se recomienda consultar la Gltima version de
Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical
Journals: Writing and Editing for Biomedical Publication (oc-
tubre 2008), del International Committee of Medical Journals
Editors, en las direcciones electronicas:

WWw.1cmje.org;
www.nlm.nih.gob/bsd/uniform_requirements.html

16.Los trabajos no aceptados se devolveran al autor prin-
cipal con un anexo explicando el motivo.

17. La Gaceta Mexicana de Oncologia enviara al autor prin-
cipal 10 ejemplares del nimero donde aparecerd su
articulo.

18. Los trabajos que se envien por correo o mensajeria de-
beran ir en sobre dirigido a:

Dr. Francisco Javier Ochoa Carrillo
Editor en Jefe
Gaceta Mexicana de Oncologia
Sociedad Mexicana de Oncologia
Tuxpan No. 59 PH
Col. Roma
Del. Cuauhtémoc, 06760, México, D. F.
Teléfonos: 5574 1454; 5574 0706
Fax: 5584 1273
E-mail: smeo@prodigy.net.mx
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Guidelines for Authors
1. The Gaceta Mexicana de Oncologia (GAMO, Mexi-

country, ZIP code), phone number (including
IDD or Country phone code), cell phone (to be

can Oncology Gazette) presents articles written in
Spanish by Mexican and foreign authors. Published
articles have been approved by the Editorial Commit-
tee of the Mexican Oncology Society.

. Articles can be sent via e-mail to smeo@prodigy.net.
mx or directly to the Gazette office. When sent to The
Gazette office, you must include the original manus-
cript plus two Xerox copies, and the corresponding
electronic document in CD, labeled with the article’s
title and an indication of the used software. In both ca-
ses, the format for copyright cession, original signed by
all authors, must be included; this format is included in
every issue of the Gazette and has a clause to declare that
the article hasn’t been published before.

. Conlflicts of interest. The authors should state in the
manuscript, any kind of economic or other nature that
may have influenced the implementation of the project
and in preparing the manuscript for publication.

. Text must be prepared by computer, using double-
spaced typing, 2.5 cm margins in the four sides, in 12
points Times New Roman type.

. Maximum lengths of the articles are: Editorials, 5 pages
(1700 characters each one) and 5 bibliography refe-
rences; original articles, 20 pages, and no more than 6
Figures and 45 references; clinical cases, 10 pages, and
no more than 6 Figures, 6 Tables, and 30 references;
monographs or bibliography revision articles, 15 pages,
and no more than six Figures and 45 references; articles
on Medicine History, 15 pages, and no more than 6
Figures and 45 references; letters to the Editor, 1 page,
1 Figure, 1 Table, and 5 references.

AN ARTICLE INCLUDES:

5.1. Front page: Short titles in Spanish and English
(maximum 8 words); name (or names) and
complete surname of the author o authors (no
more than 6 authors, including main author);
name of the institution to which he (they) is
(are) ascribed, specifying his (their) position in
it; complete address (street, home or registered
office number, community, municipality, city,

used only by the Gazette office), and fax num-

ber, as well as the main or the corresponding

author’s e-mail address.

5.2. Abstract, written in both Spanish and English
languages, with analogue paragraphs to each sec-
tion of the article (Introduction, Material and
Methods, and so on). The Abstract maximum
length will be 250 words and will have no abbre-
viations or acronyms and references.

5.3. Key words, both in English and Spanish lan-
guages (Palabras clave), according to the terms
established in MeSH (Medical Subject Hea-
dings); you will find such terms in http://www.
nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.htm

5.4. Text of the original article, including the fo-
llowing sections:
¢ Introduction (history, objectives or goals, and

hypothesis)

e Material and methods (ethic issues and sta-
tistical tests) o clinical case (as needed) °
Outcomes

e Discussion (main features of the article)
Conclusions

* Acknowledgments

* References

* Tables and/or Figures. The word imagen will
refer to drawings, diagrams, photos or gra-
phs, and the word tabla will be used for both
numeric and text tables.

6. In all manuscript pages should be the main author’s

name and surname with the middle name initial (in
Hispanic names, use whole name and first surname
with second name initial), in the left superior angle;
in the right superior angle should be page numbers
(v.gr.: 1/20, 2/20...).

. Every article must be sent with 3 copies of all Figu-

res or photographs included (when delivered at the
Gazette oftice). Diagrams should be professionally
drawn and the originals presented in paper or in the
computer program in which they have been prepared
(v.gr. PowerPoint or Word).



8. It will be better to present color clinical photos, if
available. All photos should be labeled on the back
side, indicating Figure number, article name, ima-
ge localization in the body of the article, and main
author’s name and surname. For electronic version of
photos consider the following:

* They should be presented in TIFF or JPG (JEPG)
format

* When real size is too large, present scale reduc-
tions; don’t include photos that would need to be
amplified, because of resolution losses.

* Minimal acceptable resolution is 300 dpi. Digital
photos should be done in high resolution and must
weight no less than 1 Mega

9. In the text should be indicated the point where ima-
ges will be included.

10. Text should include Tables and Figures foots, with
Figures presented apart, in individual documents.

11. When Tables and Figures are reproduced from ano-
ther publication, they must be accompanied by the
corresponding written authorization to do so, obtai-
ned from the original editor or copyright owner.

12.Use conventional symbols for footnotes. Abbrevia-
tions and initials used should be explained at Tables/

Figures foots, even if they are explained in the body

text.

13.References should be progressively numbered, as
they appear in the text; reference numbers should be
in superscript form (with no parenthesis or brackets),
after punctuation marks. Personal communications
should be omitted, and the indication “in press”
will be added when the quoted article has been ac-
cepted for publication; otherwise, the note will be
“unpublished work”. Don’t use Word’s automatic
numbering system.

14.When there are six o less authors, all of them must
be mentioned; when there are more than six authors,
include the first six and add “el al” (in Spanish, “y
cols.”).

15.References should be presented according to in force
Vancouver norms.

REFERENCES EXAMPLES:

Regular publication:

You Ch, Lee KY, Chey RY, Menguy R. Electrogastro-
graphic study of patients with unexplained nausea, bloating
and vomiting. Gastroenterology 1980;79:311-314.

Book:

Murray PR, Rosenthal KS, Konbayashi GS, Pfaller MA.
Medical microbiology. 4 th ed. St Louis, MO: Mosby;
2002; p. 210-221.
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Book chapter:

Meltzer PS, Kallioniemi A, Trent JM. Chromosome
alterations in human solid tumors. En: Volgestein B,
Kinzler KW, Eds. The genetic basis of human cancer.
New York: McGraw-Hill; 2002. p. 93-113.

Data base or Internet data recuperation systems:
Online Archive of American Folk Medicine. Los An-
geles: Regents of the University of California 1996.
[Accessed in February 1, 2007]. Available in http://www.
folkmed.ucla.edu/

Magazine articles published in Internet:

Kaul S, Diamond GA. Good enough: a primer on the
analysis and interpretation of noninferiority trials. Ann
Intern 2006 July 4;145(1):62-69. Available in http://
www.annals.org/reprint/145/1/62.pdf

Information obtained from an Internet site:

Hooper JF. Psychiatry and the Law: Forensic Psychiatric
Resource Page. Tuscaloosa (AL): University of Alabama,
Department of Psychiatry and Neurology; 1999 Jan 1.
[Updated in Jul 8, 2006; accessed in Feb 23, 2007]. Avai-
lable in http://bama.ua.edu/-jhooper/

For supplementary information on these authors’ norms,
it’s recommended to consult the last version of Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical
Journals: Writing and Editing for Biomedical Publica-
tion (October 2008), by the International Committee of
Medical Journals Editors, in these electronic addresses:
www.icmje.org; www.nlm.nih.gob/bsd/uniform_requi-
rements.

Html

16.If an article is not accepted, it will be returned to main
author, with an adjunct letter explaining the reasons.

17.The Gaceta Mexicana de Oncologia will deliver 5
copies of the issue where the article was published to
main author.

18. Articles sent by mail or a messenger company should
be in an envelope addressed to:

Dr. Francisco Javier Ochoa Carrillo
Editor en Jefe
Gaceta Mexicana de Oncologia
Sociedad Mexicana de Oncologia
Tuxpan No. 59 PH
Col. Roma
Del. Cuauhtémoc, 06760, México, D. F.
Teléfonos: 5574 1454; 5574 0706
Fax: 5584 1273
E-mail: smeo@prodigy.net.mx
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