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TT 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

TT resumen

Introducción: Los astrocitomas son los tumores ce-
rebrales más frecuentes en la edad pediátrica, y su 
pronóstico depende de múltiples factores como son: la 
estirpe histológica, localización, edad de presentación y 
el grado de resección quirúrgica. Con el advenimiento 
de la biología molecular, se han encontrado factores pro-
nósticos genéticos. La apoptosis, que es la muerte celular 
programada, por lo general se encuentra subexpresada en 
los tumores malignos, permitiendo la replicación sin me-
dida de la célula tumoral.
Objetivo: Determinar si existe correlación entre la ex-
presión de la apoptosis, con la respuesta a tratamiento y 
sobrevida en niños con astrocitoma. 
Métodos: Cohorte retrospectiva. Se revisaron los ex-
pedientes clínicos y radiológicos de todos los pacientes 
con astrocitoma y se obtuvo muestra del tejido tumoral 
del banco de tumores del sistema nervioso central; se de-
terminó el grado de expresión de la apoptosis. Análisis 
estadístico: Epidemiología descriptiva 
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TT IntroduccIón

Los tumores cerebrales representan el tumor sólido 
más frecuente en la edad pediátrica, siendo los astro-
citomas los más comunes.1 A nivel mundial representan 
60% y son más frecuentes en el sexo masculino, la raza 
blanca y en menores de cinco años.2 En estudios realiza-
dos en población del D. F, la incidencia es de 17 casos 
por millón por año. La frecuencia de presentación de 
los tumores cerebrales es de 12%.3 

Los estudios publicados sobre factores pronósticos 
en pacientes con gliomas, se basan en estudios clínicos y 
de población, como el de Ohgaki y Kleihues.4 

La apoptosis o muerte celular programada, es una 
forma de suicidio celular genéticamente definida, que 
ocurre de manera fisiológica durante la morfogéne-
sis, la renovación tisular y en la regulación del sistema 
inmunitario. Se considera que la apoptosis es un me-
canismo fisiológico de muerte que se desencadena por 
diversas señales, las cuales pueden ser fisiológicas o es-
tímulos exógenos ambientales. Las vías de señalización 
de la apoptosis son dos: la intrínseca y la extrínseca. La 
vía intrínseca (mitocondrial) se desarrolla cuando la célu-
la esta expuesta a un gran estrés como ocurre cuando se 
daña la cadena de DNA; la vía extrínseca (citoplasmática) 
es activada cuando algún ligando pro-apoptótico como 
Apo2L/TRAIL (de la familia de los Factores de Necrosis 

Tumoral) se une a un receptor pro-apoptótico como el 
DR4 y DR5.5 Tanto la vía intrínseca como la extrínse-
ca convergen en la activación de enzimas intracelulares 
denominadas caspasas, quienes finalmente llevan a la des-
trucción de las proteínas celulares y con esto la muerte 
de la célula.6,7 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 citotóxicos y la radioterapia.8 Estos nuevos 
agentes incluyen aquellos para la vía extrínseca como el 
ligando del receptor uno del factor de necrosis tumoral y 
aquellos de la vía intrínseca como los de la familia BCL-2 
como oligonucleótidos antisentido.9 El fracaso en la in-
ducción de la apoptosis constituye una de las principales 
causas de la resistencia a la quimioterapia en los tumo-
res malignos.10 Dado que determinados hechos celulares 
pueden ser explicados por trastornos en la regulación de 
los genes responsables de la apoptosis, como es el caso 
de la transformación y progresión tumorales,11 se postula 
que debe de existir una relación entre la subexpresión en 
las vías de la apoptosis y la presencia de alteraciones cro-
mosómicas.12-25

El objetivo del presente trabajo fue determinar si 
existe correlación entre la expresión de la apoptosis con 
la respuesta al tratamiento y sobrevida en niños con as-
trocitoma.

Resultados: De los 10 pacientes estudiados, siete co-
rrespondieron a histología de bajo grado, un astrocitoma 
anaplásico y dos glioblastoma multiforme. Por localiza-
ción: cuatro fueron supratentoriales, dos en cerebelo y 
cuatro en tallo cerebral. Todos presentaron una altera-
ción en la vía de la apoptosis ya sea en la vía extrínseca o 
en la intrínseca, siendo mas común la expresión del gen 
TRAIL para la primera, y una alteración en la vía de las 
caspasas para la segunda presentándose en seis pacientes
Discusión: No encontramos una vía o un gen que 
estuviera persistentemente alterado; sin embargo, encon-
tramos como alteración más común en éstos pacientes 
la vía intrínseca regulada por las caspasas. Este estudio  
es importante por que es el primero que integra alteracio-
nes genéticas con la clínica y la histopatología.

Palabras clave: Apoptosis, astrocitoma, niños, México.

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

Keyword: Apoptosis, astrocytoma, children, Mexico.
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TT métodos

El presente estudio se realizó en la UMAE Hospital de 
Pediatría Centro Médico Nacional Siglo XXI. De mane-
ra subsecuente, se incluyó a 10 pacientes con diagnóstico 
de astrocitoma confirmado por el servicio de Patología. 
Se recolectaron los datos clínicos así como de imagen y se  
estudiaron tanto las vías intrínsecas como extrínsecas de 
la apoptosis.

Para la determinación de las vías de la apoptosis se 
realizó el siguiente procedimiento: 

Extracción de RNA total: A partir del tejido tumo-
ral extraído, inmediatamente después de la resección, 
se llevó a cabo la extracción de RNA total, siguiendo el 
protocolo de Chomczynski y colaboradores (1987) mo-
dificado, mediante TRIzol Reagent (Invitrogen) de la 
siguiente manera:

Se pesó y homogenizó el tejido manteniéndolo 
siempre dentro de nitrógeno líquido; después se adicio-
naron 700 mL de TRIzol, agitándose y dejándose cinco 
minutos a temperatura ambiente. Se añadieron 40 mL 
de cloroformo, se agitó durante 15 segundos y se dejó 
reposar cinco minutos a temperatura ambiente. Se cen-
trifugó nuevamente durante 15 minutos a 13 000 rpm a 
4°C. Se recuperó la fase acuosa y se adicionó isopropa-
nol en relación 1:1; después se llevó a cabo una tercera 
centrifugación de cinco minutos a 7500 rpm a 4°C. Se 
decantó el isopropanol y se lavó la pastilla con etanol al 
70%; esta pastilla se centrifugó durante 10 minutos a 
7500 rpm a 4°C, se decantó el etanol y se secó la pastilla 
a temperatura ambiente, para finalmente hidratarla con 
30-50 ml de H2O DEPC.

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

La cuantificación se llevó a cabo en un espectrofo-
tómetro (Eppendorf Biophotometer), calibrado a una 
longitud de onda de ultravioleta a 260 nm; 

Para llevar a cabo PCR  de cada uno de los genes 
seleccionados, se utilizaron los iniciadores diseñados para 
este estudio. Para dicho diseño, se realizó una búsqueda 
de la secuencia de RNAm correspondiente a cada uno 
de los transcritos en la base de datos Entrez nucleotide del 
NCBI, posteriormente se utilizó el programa OLIGO, 
copiando las secuencias encontradas, dónde se comenzó 
a buscar una región polimórfica, que presentara menos 
de 40% de CG, ya que un contenido mayor eleva la 
TM (temperatura en que se alinean); ubicando la posi-
ción donde la G sea más negativa ya que esto le confiere 

mayor estabilidad, flanqueándola con dos secuencias 
complementarias en los extremos 5´-3´. Se analizaron 
la formación de dímeros y la auto complementariedad 
(plegamiento), la longitud del fragmento obtenido y 
finalmente se calculó el porcentaje de compatibilidad 
de los iniciadores u oligonucleótidos. La reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR) para cada gen se realizó 
con los respectivos programas de amplificación, partien-
do del siguiente programa estándar: desnaturalización 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 extensión final a 72°C por cinco 
minutos.

Identificación de proteínas relacionadas con apoptosis y pro-
liferación celular mediante Inmunohistoquímica: Se tomaron 
secciones de tejido tumoral de aproximadamente 1cm³ de 
diferentes sitios. Las muestras se colocaron en frascos con 
formol al 10% en solución amortiguadora de fosfatos para 
su fijación, por un periodo no mayor de 48 horas. Una 
vez fijadas, las muestras se procesaron mediante técnicas 
rutinarias de histopatología, se incluyeron en parafina y se 
cortaran en micrótomo a cuatro micrómetros. Los cortes se 
tiñeron con Hematoxilina-Eosina. El examen histológico 
se llevó a cabo mediante microscopía óptica. 

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

La evaluación se hizo usando microscopía óptica.
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 
dilución del anticuerpo primario más alta que permitiera 
la detección adecuada de cada una de las proteínas en los 
cortes de tejidos tumorales de controles.

Igualmente se realizó técnica de microarreglos para 
la determinación de genes alterados tanto de la vía intrín-
seca como la extrínseca de la apoptosis

Análisis estadístico: De acuerdo con la escala de medi-
ción de las variables se realizó estadística descriptiva con 
medidas de tendencia central y de dispersión. 

TT resultAdos

En el presente trabajo, se incluyó a un total de 10 pacientes 
portadores de astrocitoma diagnosticados en el servicio de  
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Patología del Hospital de Pediatría CMN Siglo XXI 
del IMSS. De los 10 pacientes estudiados, en todos fue 
posible determinar las vías de la apoptosis, al contar con 
muestra suficiente para la extracción del RNA. La media 
de edad fue de 7.8 años con un rango de tres a 14 años. 
La relación hombre:mujer fue de 1.5:1, seis hombres y 
cuatro mujeres (Tabla 1).

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

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

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

En todos los pacientes se encontró alteración en al-
guna vía de la apoptosis, ya sea en la vía intrínseca como 
extrínseca.

Llamó la atención que en seis de los 10 estudiados, 
existió una alteración en las caspasas ya sea que estuvieran 
subexpresadas o sobre expresadas (Figura 1).

PAcIenteT–T1TcGlJ
Hombre de 14 años de edad: se diagnosticó en octubre de  
2008, con un glioblastoma multiforme intraventricular; 
se realizó resección parcial y recibió un ciclo de Quimio-
terapia (QT) con Ifosfamida, Carboplatino y Etoposido 
(ICE). 

Falleció en noviembre de 2008 por progresión tu-
moral (Figuras 2 y 3).

PAcIenteT–T2TVHI
Hombre de tres años de edad; se diagnosticó en agosto 
de 2007 con un astrocitoma de bajo grado de cerebelo, 
se realizó resección completa y se envió a Radioterapia, 
sin embargo fallece en octubre de 2007, por sangrado de 
tubo digestivo.

PAcIenteT–T3TmPG
Hombre de siete años de edad; se diagnosticó en octubre 
de 2007 con un astrocitoma de bajo grado de tálamo, se 
realizó resección parcial y se envió a radiocirugía en fe-
brero de 2008; sin embargo, presentó progresión tumoral 
en febrero de 2009, por lo que se realizó nueva resección 
y se inició Quimioterapia con ICE. Falleció en junio de 
2009 por progresión tumoral (Figuras 4 y 5).

Al realizar los microarreglos para las vías de la apopto-
sis, se encontró subexpresión de los genes BID y CASP8 
y sobre expresión de los genes IRAK y PKA.

PAcIenteT–T4TcVA
Mujer de 13 años de edad; se diagnosticó en septiembre 
de 2007 con un glioblastoma multiforme temporopa-
rietal, se realizó resección parcial e inició Quimioterapia 
con ICE. Falleció en diciembre de 2007 por progresión 
tumoral. (Figuras 6 y 7). Al realizar los microarreglos 

Tabla 1.
Características de los pacientes

Sexo Edad Localización Histología Sobrevida
Apoptosis
Sobre-Ex

Apoptosis
Sub-Ex

Estado 
Actual

M 14 SUPRA GM 1 mes Fabp7,sema5a, ptprz1,VEGF,thbs1 Bcl-2, IAP,cyt-c,ikbox Muerto

M 3 INFRA ABG 2 meses
Olig1,serpina3, camk2A,

timp1
Casp3,TrkA, foxg1b,mapk1, 

ccna1
Muerto

M 7 SUPRA ABG 20 meses Igfbp4,s100A4,mbp1,tgfb1, BID,CASP-8 IRAK-4,PKA Muerto

F 13 SUPRA GM 3 meses
Fabp7,ptprz1,bcan,YBOX1, CD63,arhe, 

VEGF,pine1, AKT, bcl2,PKa,IAP,cytC,IkBOX, 
thds1, top2a

IRAK4,p13k Muerto

M 9 TALLO AA 13 meses EGFR, AKT, igfvp2, Ki67, pbna, PKA, CASP3 Muerto

M 14 TALLO ABG 24 meses
Prkcb1,timp1,mcl1, BCL2,PKA,IkBOX,CN,RIP1, 

CASP3
Ccna1, spint2, mapk1, IRAK4, 

PKA, FLIP, TRAIL
Vivo

M 6 TALLO ABG 14 meses
Bmp2, ntrk2, dff45, CASP10, AKT, PKB, 

CALPAIN-A, TRADO, kik endog,
IRAK4, PKA, TRAIL, CALPAIN-

A
Muerto

F 4 INFRA ABG 19 meses
AF007150, AF079529, PKA, CYTC, TRK-A, 

interleucin1
Afo17986, tgfb2, IRAK4,TRAIL, 

CASP8
Vivo

F 4 TALLO ABG 2 meses BCL2,PKA,APAF-1,FLID,IL-1,IRAK2 JNK3A2 Vivo

F 4 SUPRA ABG 18 meses DES,CASP3,TrK-A,
IRAK4,PKA,CALPAIN-

A,CASP8,TNF
Vivo
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para las vías de la apoptosis se encontró subexpresión de 
los genes BCL-2, PKA, IAP, CytC e IKBa y sobre ex-
presión de los genes IRAK y P13K.

PAcIenteT–T5TGme
Hombre de nueve años de edad; se diagnosticó en no-
viembre de 2007 con un astrocitoma de alto grado de 
tallo cerebral, se realizó biopsia únicamente e inicio QT 
con ICE además de Radioterapia. Falleció en octubre de 
2008. (Figuras 8 y 9)

PAcIenteT–T6TsAm
Hombre de 14 años de edad; se diagnosticó en agosto de 
2007 con un astrocitoma de bajo grado de tallo cerebral,  
se realizó biopsia únicamente, recibió QT con ICE además  

de RT. Actualmente está vivo. Meses de sobrevida: 36 
(Figura 10). Al realizar los microarreglos para las vías de la 
apoptosis, se encontró subexpresión de los genes BCL-2, 
PKA, IkBa, Cn, RIPI, p53 y sobre expresión de IRAK, 
PKA, FLIP, Cn y TRAIL. En este caso llama la atención 
que el gen PKA se encontró 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 único de la vía extrínseca de la apoptosis, todos 
los demás corresponden a la vía intrínseca.

PAcIenteT–T7TmsJ
Hombre de seis años de edad; se diagnosticó en marzo de 
2008 con un astrocitoma de bajo grado de tallo cerebral, se 
realizó biopsia únicamente, inicio QT con carboplatino  
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Figura 1.
Expresión de la caspasas.
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y vincristina y por datos de progresión tumoral se cambió 
al mes a esquema ICE, además recibió Radioterapia 54 
Gy. Falleció en abril de 2009. (Figuras 11 y 12)

PAcIenteT–T8TAcV
Mujer de cuatro años de edad; se diagnosticó en enero 
de 2008 con un astrocitoma de bajo grado de cerebelo, se 
realizo resección parcial por lo que inició tratamiento con 
QT con carboplatino y vincristina además de Radiotera-
pia. Actualmente con 19 meses de sobrevida.
PAcIenteT–T9TsGb
Niña de cuatro años de edad; se diagnosticó en junio de 
2009 con un astrocitoma de bajo grado de tallo cerebral, 
se realizó biopsia únicamente e inicio QT con ICE. Ac-
tualmente tiene 22 meses de sobrevida.

PAcIenteT–T10TcVF
Niña de cuatro años de edad; se diagnosticó en diciem-
bre de 2007 con un astrocitoma de bajo grado parietal, se 
realizó resección completa. Actualmente está viva, con 
24 meses de seguimiento sin progresión.

dIscusIón

En el presente estudio se estudió de manera integral a 10 
pacientes pediátricos portadores de un astrocitoma.

Como se ha comentado ampliamente, el compor-
tamiento biológico de los astrocitomas varía mucho 
independientemente de su histología, no así en cuanto a 
su localización se refiere, tal como se corroboró en el pre-
sente trabajo, siguen siendo de peor pronóstico, aquellos 
de localización en el tallo cerebral. 

Figura 2.

Figura 5. Figura 6. Figura 7.

Figura 3. Figura 4.
IRM al momento de la recaída.
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No obstante, aquellos que por histología corres-
pondían a un bajo grado de malignidad, pudimos 
encontrar que in vitro, podían tener un comporta-
miento tan agresivo como aquellos tipificados como 
de alto grado.

Recientemente se ha estudiado e involucrado de ma-
nera estrecha las vías de apoptosis con la evolución de la 
mayoría de los cánceres, incluidos los tumores cerebrales. 
El conocimiento actual de la apoptosis, como mecanismo 
regulador y homeostático de los tejidos explica ahora el 
desarrollo de tejido neoplásico en la mayoría de los casos. 
Y cualquier alteración o desbalance en éste mecanismo 
regulador, ya sea tanto en la vía extrínseca regulada por la 

familia del TNF (factor de necrosis tumoral y TRAIL) o 
la vía intrínseca mitocondrial, da como resultado el desa-
rrollo de un tumor.30-34

Recientemente se ha querido canalizar éste conoci-
miento, a fin de desarrollar moléculas que intervengan o 
favorezcan el desarrollo o estímulo de la apoptosis para 
tratar varios tipos de cáncer en la edad pediátrica 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 Pediatría. No 
pudimos encontrar una alteración genética constante o 
que se manifestara en una mayor proporción de los casos, 

Figura 8. Figura 9. Figura 10.

Figura 11. Figura 12.
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dado que encontramos tanto subexpresión como sobre 
expresión en los genes involucrados con la apoptosis. 
Sin embargo, llamó fuertemente la atención que alguna  
alteración 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 ejecución 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 vía extrínseca de la apoptosis, la 
estimulación de los receptores de la muerte del TNF 
CD-95 (apo-1/Fas) o TRAIL, permiten la activación 
del iniciador caspasa-8, que directamente se va a unir  
a la caspasa-3 o alternativamente unirse al receptor de la 
vía mitocondrial por vía del BID. El BID es miembro de  
la familia del BCL-2 que activa a la mitocondria para 
desencadenar la apoptosis.35-37

En este estudio, lo que se pretendió fue estudiar de 
manera integral tanto desde el punto de vista clínico, como 
histológico, radiológico y molecular a estos tumores,  
con el fin de entender a fondo su comportamiento bioló-
gico y a futuro poder dirigir de una manera más adecuada 
un tratamiento específico. Basados en que la evasión de 
la apoptosis es una característica de las malignidades en la 
infancia que contribuye a la carcinogénesis así como a la 
resistencia al tratamiento, se cree que el tener una apopto-
sis defectuosa en las células tumorales puede convertirse 
en resistencia tumoral. Para éste punto, las terapias blanco 
a la apoptosis se pueden dirigir directamente hacia las cé-
lulas cancerosas o incrementar la respuesta de los tumores 
pediátricos a las terapias convencionales tanto Quimiote-
rapia como Radioterapia.35,37

La idea de activar éstos receptores de la muerte de 
la familia del TNF es atractiva por su aplicación médica,  
dado que estos receptores están 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 más importancia. No pu-
dimos encontrar una correlación directa entre alteración 
de la vías de apoptosis y sobrevida dado que el tamaño de 
la muestra es pequeña y en todos los tumores que estu-
diamos encontramos una alteración en algunos de éstos 
genes; sin embargo, como ya se mencionó, se corroboró 
como muy importante y frecuente la identificación de 
la alteración de algunas de las caspasas, así como el gen 
TRAIL y BCL-2. El poder continuar este estudio nos 
permitirá ampliar más la muestra y poder estudiar a fondo 

éstas líneas celulares con el objeto de poder ajustar y ad-
ministrar tratamientos blanco mejor dirigidos.
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