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INTRODUCCION

La incidencia de los tumores del sistema nervioso central (SNC) en la edad pediatrica en México es de 17

casos por millon en menores de 15 afios.

Los ependimomas constituyen un importante grupo dentro de los tumores cerebrales, ocupando el tercer
lugar en frecuencia. Y representan entre el 8% y 10% de los casos en la mayoria de las series
internacionales publicadas '. Estos tumores tienen la capacidad de originarse en cualquier lugar del
sistema ventricular o del canal espinal, aunque el sitio mas comun es en la fosa posterior; seguido de el
nivel supratentorial, en una relacion 2:1. Entre ambas localizaciones abarcan el 90% de los casos

reportados. Y en el 10% restante ocurren en el neuroeje.

Los nifios tienen la incidencia mas elevada de ependimomas con edad de presentacion mas frecuente en
menores de 5 afos (50% de los casos) y los de neuroeje, es raro encontrarlos en nifios menores de 12 afios.
Una edad joven al diagndstico esta asociada con un pronostico desfavorable en algunos estudios y puede
ser reflejo de una localizacion infratentorial y de la morbilidad a largo plazo por radioterapia en nifios
pequefios . Son el glioma més frecuente de la médula espinal y esta localizacion es mas comun en

adultos.

En los ultimos 30 afios, los porcentajes de supervivencia para el Ependimoma se han incrementado
debido a la mejoria en las técnicas quirirgicas y tratamiento post quirtrgico. Sin embargo, esta mejoria se

retrasa por el pobre entendimiento de la patogénesis molecular del Ependimoma.

El pronostico difiere en los tumores intracraneales y los de médula espinal. La reseccion quirtrgica
seguida de la quimioterapia y/o radioterapia son los tratamientos mas comunes para los tumores
intracraneales, pero los pacientes frecuentemente recaen. La supervivencia global y la supervivencia libre
de enfermedad y progresion a 5 afios son del 50% al 60% y del 30% al 50%, respectivamente. Los
pacientes con tumores localizados en médula espinal tienen usualmente un pronostico favorable después
de la reseccidn macroscopica total, mientras que la progresion del tumor local es la causa principal de
muerte en pacientes con ependimomas intracraneales, resultando una supervivencia global a 5 afios del
60%. Por el contrario, la recurrencia es rara para los ependimomas localizados en la médula espinal y la
reseccion macroscopica total utilizando microscopia quirurgica, no necesita ser tratada con terapia

adyuvante.



Existen estudios que apoyan la creencia de que la clasificacion de los ependimomas basada en sus
caracteristicas citogenéticas, puede ayudar a la identificacion util de un marcador prondstico y proveer
pistas para el entendimiento del desarrollo de estos tumores. Y evidencian, ademas, que los ependimomas

intracraneales y de médula espinal podran ser subdivididos °.

Los ependimomas fueron agrupados en celulares, epiteliales y mixopapilares, de acuerdo a los criterios
microscopicos establecidos en 1937 por Kernohan. Sin embargo, como esta variabilidad histoldgica no
predecia alguna forma de comportamiento bioldgico, mas adelante tuvieron que ser estratificados sobre la
base del grado de anaplasia relacionandolos con el tiempo de supervivencia posterior a la cirugia (Mabon,

1949).

La agresividad biologica se clasifica en grados de malignidad como grado I, subependimoma
(intraventricular y frecuentemente sintomatico) y Ependimoma mixopapilar que frecuentemente ocurre en
la cauda equina. Los ependimomas grado II, que tienen un numero de variantes histopatologicas, muestran
zonas evidentes de un fenotipo celular ependimario (por formacion de rosetas ependimarias y algunas
veces en canales). Las pseudo rosetas peri vasculares se identifican mas comiinmente pero no son

especificas para los ependimomas.

El sistema de clasificacion histologica actual y mas frecuentemente utilizada por la Organizacion Mundial
de la Salud (O. M. S., 2000), reconoce dos variantes principales en nifios: Ependimoma clasico (grado II)
y Ependimoma anaplasico (grado III). Sin embargo, a pesar de numerosos estudios, la relacion entre el

grado histologico y la agresividad del tumor permanece incierta °.

Los ependimomas de grado II de malignidad son diferentes de los de grado III en base al bajo porcentaje
mitético y bajo nivel de polimorfismo nuclear, pero la linea limite entre ambos permanece ain sin
definirse. La necrosis y la proliferacion micro vascular no tienen el mismo significado en este tipo de
tumor como en los tumores astrociticos del adulto. La mayoria de los ependimomas (grado II de
malignidad) muestran inmunoreactividad para la proteina glial 4cida fibrilar (GFAP), proteina S-100 y al
antigeno de membrana epitelial (EMA)".

Los datos que se relacionan mas con el pronoéstico en los pacientes con ependimomas son el incremento en

la celularidad asi como el incremento en la actividad mitotica.

El éxito de toda la histopatologia es proveer, en base al analisis del tejido tumoral, la mayor informacion

como sea posible para el clinico, informandolo de todos los detalles para cualquier proceso patologico



presente; y formar las bases de oportunidad de tratamientos mas apropiados y un juicio del pronostico.
Hasta el momento, este proceso se basaba principalmente en el analisis morfologico.

Nuevas técnicas al momento estan siendo introducidas para permitir un analisis detallado del genoma y
transcriptosoma del material clinico, imposible en el pasado; y la integracion y expresion de los datos

genéticos con la informacion histologica.

Respecto a los tumores cerebrales pediatricos se apoyan las siguientes generalidades: a) un alto grado de
desbalance genomico estd manifestado en estos tumores; b) un elevado nimero de aberraciones se
correlacionan con la biologia agresiva del tumor; y ¢) los cambios genéticos no aleatorizados estan

asociados con tipos particulares de tumor °.

Los ependimomas se caracterizan por un ambiente clinico variable. Los estudios citogenéticos revelan
numerosas aberraciones cromosomicas en los ependimomas. En particular, la incidencia de un 30% a 50%
de aberraciones involucra el cromosoma 22, incluyendo monosomia 22 asi como deleciones de 22q
(hallazgo mas frecuente). Respecto a la localizacion del tumor detectado por Hibridacion Genémica
Comparativa (CGH, por sus siglas en inglés); en los tumores intracraneales ganancias en el cromosoma 1q
y pérdidas en cromosomas 6q, 9 y 13 fueron frecuentes, mientras que ganancias en el cromosoma 7 fueron
reconocidas casi exclusivamente en tumores espinales y fueron asociadas con otras aberraciones
cromosomicas incluyendo frecuentes pérdidas del cromosoma 22q. En contraste a los adultos en los cuales
los tumores espinales predominan, cerca del 90% de todos los ependimomas pediatricos son de origen
intracraneal y tienen un pronostico mas pobre que los adultos. Esto podria explicarse por las diferencias
dependientes de edad en la localizacion del tumor 6 reseccion quirurgica, hallazgos en el nivel gendmico
que sugieren también discrepancias biologicas. Estos hallazgos sugieren que el desarrollo de los

ependimomas en edades tempranas es frecuentemente independiente de la inestabilidad cromosomica °.

Gracias a novedosas tecnologias de microanalisis, la expresion de miles de genes puede ser estudiada
simultaneamente. En tumores cerebrales, los estudios de expresion genética recientemente incluyen

tumores astrociticos, oligodendrogliales asi como neuroepiteliales embrionarios.

En un estudio retrospectivo realizado en Praga de 31 pacientes pediatricos con ependimomas
intracraneales, Zamecnik y colaboradores estudiaron las implicaciones de pronostico del sistema actual de
clasificacion, caracteristicas de inmunohistoquimica e histologicas y estado de ploidia estimado por
citometria de flujo. Concluyendo que la inmunopositividad del gen p53 y/o MIB-1 LI >5% (después de

reseccion parcial) o MIB-1 LI >15% (después de reseccion completa) fueron los indicadores mas fuertes



de agresividad del tumor y pobre pronoéstico de la enfermedad con disminucion de la supervivencia libre

de enfermedad y supervivencia global a 7 afios .

La identificacion del cancer como un trastorno de genes, ha abierto las posibilidades de clasificar a los
tumores de acuerdo a las alteraciones genéticas que resaltan su patogénesis y que regulan su ambiente
maligno, lo cual tiene utilidad clinica en el diagnéstico diferencial llevando a la identificacion de aquellos
genes que contribuyen a dicha tumorogénesis. Dos grandes clases de genes criticos para el desarrollo de
todos los tipos de tumores, incluyendo tumores cerebrales, son actualmente reconocidos: genes supresores
de tumor, los cuales codifican genes que inhiben la proliferacion celular y desarrollo del tumor; y los
oncogenes, los cuales codifican proteinas que estimulan la proliferacion y median las actividades
biologicas importantes para invasion, angiogénesis, escape inmune y otras caracteristicas de malignidad.
El reconocimiento de cambios genéticos especificos de los tipos de tumor en particular, puede proveer

oportunidades para desarrollar tratamientos mas efectivos y menos toxicos.

Los ependimomas de las diferentes partes del SNC son histolégicamente indistinguibles. Gilbertson
recientemente ha demostrado que dichos tumores disponen diversos patrones de comportamiento clinico y
anormalidades cromosomicas, dependientes de su localizacion, que sugieren que son una coleccion de
diferentes enfermedades desde el punto de vista molecular. Lo anterior bajo el estudio de la combinacion
de la expresion del gen oligonucléotido y prueba de hibridacion genomica comparativa (CGH) para
describir las alteraciones moleculares en los ependimomas pediatricos y de adultos. Encontrando que los
ependimomas contienen distintos patrones de expresion genética y ganancias y pérdidas cromosomicas
dependientes de la localizacion anatomica del tumor e independientes de los parametros clinicos o grado
histologico®.

Lo anterior estudiado por el grupo holandés encabezado por Gilhuis y colaboradores quienes confirmaron
que los ependimomas mixopapilares eran muy diferentes a nivel genético a los ependimomas cerebrales y
espinales (grado II, O. M. S.) y los ependimomas anaplasicos cerebrales (grado III, O. M. S.). Y que las
alteraciones genéticas extensas y aneuploidia en dichos tumores por si mismos, no son un indicador de la

malignidad del tumor °.

Previamente en un estudio para detectar estas anormalidades genéticas en los ependimomas se concluyd
que estos tumores muestran un perfil balanceado significativo mas frecuente en nifios que en los adultos.
Los ependimomas clasicos y anaplasicos con ganancias en el cromosoma 1q tienden a ocurrir en la fosa

.  n , : 10
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La prueba CGH es altamente utilizada para la identificacion de imbalances cromosomicos en una amplia
variedad de tumores cerebrales. Esta técnica evita algunas de las limitaciones asociadas con la citogenética
convencional, tales como la dificultad para obtener metafases en las células tumorales de lento
crecimiento. Ademas, la CGH no requiere material de tumor fresco y pequefias piezas de tumor pueden
ser analizadas de manera exitosa. Por lo tanto, es una poderosa técnica para la descripcion citogenética de

las células tumorales con fines diagndsticos y pronosticos '

El niimero de alteraciones en las copias cromosomicas detectadas por citogenética clasica y CGH en los
ependimomas incluyen cromosomas 1, 6, 7, 9, 10, 13, 17, 19 y 22. Las deleciones son las mas comunes
con pérdidas en el cromosoma 22. El grupo Germano demostr6 esta pérdida alélica del cromosoma 22q
encontrada en 20 casos y fue significativamente mas frecuente en ependimomas espinales de adultos (mas
del 50%) que en los ependimomas pediatricos '*. Otros estudios demuestran que la pérdida del cromosoma
22 puede estar asociada con el subgrupo de ependimomas caracterizados por capacidad de proliferacion

B Por otro lado, ganancias han sido reportadas para el cromosoma 7. Estos hallazgos se han

baja
confirmado por datos de genética molecular que han identificado pérdidas en los cromosomas 6q, 9p, 10,
11q, 13q, 17py 19q.

Los genes especificos para estas pérdidas y ganancias alélicas son desconocidos, en la mayoria de los
casos'*.

Los ependimomas originados en la fosa posterior son factibles de contener deleciones del cromosoma 6q y
9p y se encuentran asociados con un porcentaje de supervivencia a 5 afios de solo el 50%. En contraste, la
mayoria de los ependimomas espinales (que afectan a los adultos mas comunmente) tienen una mayor
probabilidad de contener deleciones del cromosoma 22q y tienen un pronostico mas favorable. Otros

como el NF2, genes no supresores de tumor u oncogenes han sido también identificados en los

ependimomas.

En una serie realizada por Kramer y colaboradores de 23 casos de pacientes pediatricos con ependimomas
intracraneales supratentoriales y de fosa posterior en bisqueda de cambios genéticos implicados en el
desarrollo de estos y otros tumores del SNC; se demostro una region del cromosoma 6q la cual puede estar

involucrada en el desarrollo y/o progresion de los epedimomas en nifios "°.

La cirugia con una maxima reseccion es la piedra angular en el tratamiento de los ependimomas. Sin
embargo, existe controversia en la literatura en cuanto a la influencia de una amplia reseccion quirtirgica

sobre el pronodstico debido al numero limitado de pacientes y las diferencias en el pronostico que



dependen de los hallazgos histopatologicos y de la localizacion del tumor, creando conflicto en cuanto al

manejo ulterior (quimioterapia y radioterapia).

La cirugia en aquellos ependimomas de localizacion en fosa posterior rara vez es curativa por si sola y la

morbilidad quirGrgica es alta en un 20% a 36% en las series més recientes publicadas por Undijian '°.

En cuanto a la dosis de radioterapia (RT) se ha visto que influye en la supervivencia global. Con mejoria
de la misma de un 46% a 70% contra el 10% a 30% en aquellos pacientes que reciben mas de 45Gy- 55Gy

contra aquellos que reciben menos de 45Gy .

En relacion a la quimioterapia (QT) no se ha podido demostrar que tenga impacto significativo en la
supervivencia debido a que la mayoria de las series donde se utiliza esta modalidad de tratamiento, son

pequenias.

Se puede concluir que en los pacientes con ependimomas, la supervivencia reportada a 5 afios es de 27% a

58% y que esta cifra cae dramaticamente, cuando se incluye solamente pacientes pediatricos '’



JUSTIFICACION

Es importante e interesante encontrar como en diversas series publicadas, se comenta sobre el buen
prondstico que se le da a los pacientes portadores de un Ependimoma. Desafortunadamente, el escenario
que en la realidad se ve no es el mismo. Mucha de la literatura es confusa porque se incluyen grupos de
pacientes tanto adultos como niflos y cuando se hace la estratificacion se observa claramente como el peor

pronostico corresponde a los nifios.

El estudio extenso de los factores de riesgo para estos pacientes (su localizacién, comportamiento
histologico y alteraciones cromosdmicas) son necesarios en el ajuste del mejor tratamiento, de preferencia
individualizado a cada caso.

Y asi mismo determinar si existen subtipos de ependimomas que influyan en la respuesta al tratamiento y

que requieran diferentes abordajes terapéuticos.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

JEXISTEN DIFERENCIAS EN EL PATRON CROMOSOMICO DE LOS EPENDIMOMAS DE
ACUERDO A LA LOCALIZACION DEL TUMOR?

JEXISTEN DIFERENCIAS EN LA SUPERVIVENCIA DE LOS PACIENTES CON EPENDIMOMA DE
ACUERDO A SU LOCALIZACION, TIPO HISTOLOGICO O ALTERACION CROMOSOMICA?
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OBJETIVOS

1. Determinar las alteraciones cromosomicas de acuerdo a la localizacion del Ependimoma.

2. Determinar la supervivencia global y supervivencia libre de enfermedad de los ependimomas de

acuerdo a su localizacion, histologia y alteraciones cromosomicas.
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MATERIAL Y METODOS

UNIVERSO DE TRABAJO

El Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro Social,
centro hospitalario de tercer nivel que atiende a pacientes derechohabientes de la zona sur del Distrito

Federal asi como de los estados de Chiapas, Guerrero, Morelos y Querétaro.

CRITERIOS DE SELECCION

A. CRITERIOS DE INCLUSION:

e Pacientes menores de 17 afios de edad con diagndstico histopatologico de Ependimoma
confirmado en el servicio de Patologia de este Hospital.
e Pacientes con expediente clinico completo.

e Pacientes con bloques de parafina para estudio genético.

B. CRITERIOS DE ELIMINACION:

e Los pacientes que hayan abandonado tratamiento se excluiran para el analisis de supervivencia.

DEFINICION Y CLASIFICACION DE VARIABLES

A. VARIABLE DEPENDIENTE

1. SUPERVIVENCIA

Periodo de tiempo en afios, que inicia a partir del diagnostico hasta la fecha de la Gltima valoracién clinica

Escala de medicion: de razén

Unidad de medicion: nimero de afios

a) Supervivencia global:
Periodo de tiempo en afios desde la fecha en que se establece el diagnostico hasta la muerte o la ultima
evaluacion del paciente.
Variable cuantitativa discreta; escala de medicion en niimero de afios.

b) Supervivencia libre de enfermedad:

12



Periodo de tiempo que se encuentra entre la desaparicion clinica de la enfermedad por cualquier
método terapéutico y su reaparicion.

Variable cuantitativa discreta; escala de medicion en nimero de afios.

B. VARIABLES INDEPENDIENTES:

1. HISTOLOGIA DEL TUMOR
Estudio microscopico del crecimiento tisular producido por la proliferacion continua de células anormales
con capacidad de invasion y destruccion de otros tejidos.
Variable cualitativa, nominal.
Unidad de medicion: ependimomas benignos o diferenciados o clasicos; ependimomas malignos o de alto

grado o anaplésicos.

1. LOCALIZACION DEL TUMOR
Sitio con aumento de tamafio de caracter patologico de un tejido u 6rgano, secundario a la proliferacion
de las propias células de la zona afectada.
Variable cualitativa, nominal.

Unidad de medicion: supratentorial, infratentorial.

2. EDAD
Tiempo transcurrido en afios desde el nacimiento hasta la fecha del diagnoéstico.
Variable cualitativa, discreta.

Unidad de medicion: afios

3. SEXO
Distincion entre masculino y femenino.
Variable cualitativa, nominal, dicotomica.

Unidad de medicién: femenino, masculino.

4. ALTERACION CROMOSOMICA
Afectacion de todo el cromosoma o de un segmento cromosomico.
Variable cualitativa, nominal, dicotomica.

Unidad de medicion: presente, ausente.

13



C. VARIABLES DE CONFUSION:
1. QUIMIOTERAPIA

Tratamiento del cancer mediante farmacos especificos que retrasan la tasa de crecimiento de las células

tumorales.

Variable cualitativa, nominal.

Unidad de medicion: si, no.

2. RADIOTERAPIA (MODALIDAD Y DOSIS)

Tratamiento del cancer que incluye la localizacién precisa del tumor y la utilizacion de dosis fraccionadas

multiples, diarias o periddicas, de irradiacion durante un periodo de tiempo determinado. La unidad de

dosis absorbida es el gray (Gy) y es equivalente a 1 jule de energia absorbida por kilogramo de material.

Variable cuantitativa, continua.

Escala de medicion: Gy.

Unidad de medicion: si, no.

3. RESECCION QUIRURGICA DEL TUMOR.

Tratamiento de los tumores por medio de procedimientos operatorios, con o sin el uso de medicamentos.

Variable cuantitativa, discreta.

Escala de medicion: en porcentaje.

Unidad de medicion: mas del 50%, menos del 50%.

DESARROLLO DEL ESTUDIO

1.

Se revisaron los expedientes clinicos de los pacientes con diagnostico de Ependimoma de acuerdo
a los registros del servicio de Oncologia que se tienen desde el afio de 1996 y se incluyeron a
todos aquellos que cumplian los criterios de inclusion. Llenando hoja de recoleccion de datos.

(Anexo I).

Se analizaron los bloques de parafina con muestras del tumor al momento del diagnostico
mediante la técnica de Hibridacion Gendémica Comparativa para detectar alteraciones
cromosomicas, realizada por un médico experto en genética como sigue: el DNA del tumor se
marca con dUTP-biotina y el DNA normal con dUTP-digoxigenina., mediante "nick traslation".
Posteriormente estos DNA's se hibridan sobre cromosomas en metafase de células normales. El
sistema se revela con anticuerpos antibiotina-FITC (verde) y antidigoxigenina-RITC (rojo) y los

cromosomas con el colorante 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI azul).

14



Los cromosomas se observan mediante filtros de excitacion especificos y las imagenes de los 3
colores se capturan con el equipo Power Gene (para CGH), el cual contiene un programa para realizar
la cario tipificacion y andlisis de imagenes. Asi, las regiones que tifien para verde implican
amplificaciones o ganancias y en rojo pérdidas cromosomicas (ver Anexo Il para mayor descripcion

de la técnica).

3. Al final los resultados obtenidos mediante la técnica genética ya descrita se integran a una base de
datos. para ser posteriormente revisados y comparados de acuerdo a la localizacion e histologia

del tumor.

TAMANO DE LA MUESTRA

Se incluyeron a todos los pacientes pediatricos con diagndstico histopatologico de Ependimoma, que
hayan sido tratados en el Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI, durante el periodo
comprendido desde enero 1996 a diciembre 2005.

ANALISIS ESTADISTICO

Se realizaron estudios de frecuencias simples y se calcularon curvas de supervivencia global y

supervivencia libre de enfermedad de acuerdo al método actuarial.

Se realizaron pruebas de Log Rank a fin de determinar diferencias significativas entre las supervivencias

obtenidas de acuerdo a la localizacion, histologia y alteraciones cromosémicas.

RECURSOS HUMANOS Y TECNICOS

Se requirio tesista, tutor, genetista y médico patdlogo; asi como de la ayuda del personal de archivo para la
busqueda de los expedientes clinicos. Dentro de los recursos técnicos se utilizé una computadora personal
y programa Excel. Asi mismo en la unidad de Genética se cuenta con el equipo Power Gene para la
prueba de Hibridacion Gendémica Comparativa (CGH). Y en la unidad de Patologia se cuenta con los

bloques de parafina en los archivos de los pacientes a estudiar.
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RESULTADOS

En el periodo comprendido de enero 1996 a diciembre 2005 fueron vistos en el Hospital de Pediatria del
Centro Médico Nacional SXXI, un total de 62 pacientes con diagnostico de Ependimoma establecido por
el servicio de Patologia; de los cuales se eliminaron 20 pacientes por no encontrarse expediente clinico y
19 mas eliminados por no contar con bloques de parafina para realizar estudio de citogenética. Quedando
un total de 23 pacientes evaluables para analisis clinico y citogenética.

La relacion hombre: mujer fue igual a 0.93: 1, con ligero predominio del sexo femenino.

En cuanto a edad de presentacion los pacientes con Ependimoma del Hospital de Pediatria del Centro
M¢édico SXXI se presentaron con un rango de edades que va desde 3 meses hasta 14 afos. Con media de

edad de 6.7 afios.

La supervivencia global (SG) de todos los pacientes estudiados con Ependimoma a 1, 5 y 10 afios fue del
80%, 36% y 36% respectivamente. Y la supervivencia libre de enfermedad (SLE) para estos mismos a 1, 5

y 10 afios fue del 60%, 31% y 18% respectivamente. (Grafica 1, Anexo III).

Por localizacion se encontraron 7 (35%) a nivel supratentorial, 13 (60%) a nivel de cerebelo y 1 (5%)
primario de neuroeje.

LaSGal, 5y 10 afios para los ependimomas localizados a nivel supratentorial fue del 63%, 23% y 11%
respectivamente. Y la SLE fue del 49%, 24% y 12% a 1, 5 y 10 afios respectivamente. (Grafica 2, Anexo
V).

La SG para los ependimomas de localizacién en cerebelo a 1, 5 y 10 anos fue del 88%, 42% y 31%
respectivamente. Y la SLE fue del 64%, 38% y 28% a 1, 5 y 10 afos, respectivamente. (Grafica 3, Anexo
V).

Por histologia, 6 (28%) fueron celulares y 15 (72%) anaplasicos.

Conuna SG a 1, 5y 10 afios para los ependimomas de tipo celular del 91%, 38% y 19% respectivamente.
Y una SLE del 74%, 39% y 19% a 1, 5 y 10 afios, respectivamente. (Grafica 4, Anexo VI).

Para los ependimomas del tipo anaplasico la SG a 1, 5 y 10 afios fue del 76%, 31% y 23%
respectivamente. Y la SLE fue del 56%, 30% y 18% a 1, 5 y 10 afios respectivamente. (Grafica 5, Anexo
VID).

Se estudiaron 9 pacientes desde el punto de vista genético de los cuales 3 pacientes (33%) se presentaron

con alteracion cromosomica repetida (1q12). (Ver Anexos X, X y XI).
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La supervivencia global para los pacientes con Ependimoma y con alteracién cromosémica a 1, 5y 10
afios fue de 50%, 50% y 0% respectivamente. Y la supervivencia global para el resto de pacientes sin

alteracion cromosémica a 1, 5y 10 afios, fue de 66%, 40% y 30% respectivamente. (Grafica 6, Anexo
VIID).
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DISCUSION

Los resultados obtenidos sin lugar a duda son de interés dado que hablan de una diferencia significativa en
la supervivencia de los pacientes con Ependimoma de acuerdo a su localizacion, histologia y presencia de

alteraciones cromosomicas.

Cabe sefialar que aquellos pacientes con Ependimomas localizados a nivel supratentorial tienen una menor
supervivencia que la obtenida en aquellos con Ependimomas localizados en cerebelo con una diferencia
estadisticamente significativa (p = 0.05). Esto se ha reportado en varias series como lo indican Yuichi y
colaboradores en un estudio realizado en 2001, sefialando en los tumores intracraneales una supervivencia

global y supervivencia libre de enfermedad a 5 afios del 50% al 60% y del 30% al 50%, respectivamente.

Asi mismo Korshunov y colaboradores en su estudio de correlacion de la expresion genética con la edad
del paciente, localizacion y grado del tumor, en el 2003 concluye que los pacientes con tumores
localizados en médula espinal tienen usualmente un pronostico favorable después de la reseccion
macroscopica total, mientras que la progresion del tumor local es la causa principal de muerte en pacientes

con ependimomas intracraneales, resultando una supervivencia global a 5 afios del 60%.

En cuanto a la histologia también se aprecia una ligera ventaja en aquellos pacientes con Ependimoma
celular sobre la de los pacientes con Ependimoma anaplésico; sin embargo, no existe una diferencia
estadisticamente significativa, que comparado con lo reportado en la literatura internacional y a pesar de
numerosos estudios, la relacion entre el grado histologico y la agresividad del tumor permanece incierta.
Lo anterior sefialado por Dyer y colaboradores en su estudio de imbalances genomicos en ependimomas

intracraneales pediatricos del 2002.
Asi mismo Hill y colaboradores en refiere que los Ependimomas celulares (grado II de malignidad) son
diferentes de los anaplasicos (grado III) en base al bajo porcentaje mitdtico y bajo nivel de polimorfismo

nuclear, pero la linea limite entre ambos permanece atn sin definirse.

Los datos que se relacionan mas con el pronodstico en los pacientes con ependimomas son el incremento en

la celularidad asi como el incremento en la actividad mitotica.

Lo mas trascendente en este estudio es que a pesar de que solamente desde el punto de vista genético se

estudiaron nueve pacientes, se encontrd una alteracion en el brazo largo del cromosoma 1, posicion 12 en
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tres de los pacientes estudiados. Lo cual se hace mas importante al cotejar la supervivencia obtenida en
estos pacientes que fue del 0% a 10 afos, comparado con la obtenida del 30% en los seis pacientes
restantes y sin alteracion cromosomica. Lo cual tiene diferencia estadisticamente significativa (p = 0.05) al

realizar el Log Rank test.

Sin lugar a duda quien inicid estos estudios genéticos en tumores cerebrales fue Gilbertson quien a finales
de 1990 ya mencionaba la presencia de alguna alteracion cromosomica y la diversidad entre los
porcentajes de supervivencia. Y demostrdé que dichos tumores contienen distintos patrones de expresion
genética y ganancias y pérdidas cromosomicas dependientes de la localizacion anatomica del tumor e
independientes de los parametros clinicos o grado histolégico, que sugieren que son una coleccion de

diferentes enfermedades desde el punto de vista molecular.

En particular, la incidencia de un 30 a 50% de aberraciones involucra el cromosoma 22, (incluyendo

deleciones del brazo largo como hallazgo mas frecuente).

Respecto a la localizacion del tumor detectado por CGH; en los tumores intracraneales ganancias en el
cromosoma 1q y pérdidas en cromosomas 6q, 9 y 13 fueron frecuentes, mientras que ganancias en el
cromosoma 7 fueron reconocidas casi exclusivamente en tumores espinales y fueron asociadas con otras
aberraciones cromosomicas incluyendo frecuentes pérdidas del cromosoma 22q. Lo anterior referido en

estudios realizados por Korshunov y colaboradores.

Asi también en estudios realizados por el grupo holandés encabezado por Gilhuis y colaboradores,
confirmaron que los ependimomas mixopapilares (grado II, O. M. S.) cerebrales y espinales eran muy
diferentes a nivel genético a los ependimomas anaplasicos cerebrales (grado 111, O. M. S.).

Previamente Carter y colaboradores en un estudio para detectar estas anormalidades genéticas en los
ependimomas, concluy6 que los ependimomas clasicos y anaplasicos con ganancias en el brazo largo del
cromosoma 1 tienden a ocurrir mas frecuentemente en la fosa posterior en nifios y son mas agresivos que

en los adultos.

Asi mismo en una serie realizada por Kramer y colaboradores de 23 casos de pacientes pediatricos con
ependimomas intracraneales supratentoriales y de fosa posterior en busqueda de cambios genéticos
implicados en el desarrollo de estos y otros tumores del SNC; se demostr6 una region del cromosoma 6q

la cual puede estar involucrada en el desarrollo y/o progresion de los epedimomas en nifios.
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Es obvio que se debe aumentar el tamafio de muestra de estos pacientes para poder sustentar los resultados
obtenidos; sin embargo, los hallazgos preliminares apoyan y orientan hacia el inicio de una estrategia
terapéutica mas agresiva en los pacientes con alteraciones cromosomicas, que dicho sea de paso, los tres
en este estudio con alteracion cromosémica estaban localizados a nivel supratentorial y con estirpe

histologica anaplasica.
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CONCLUSIONES

1. La supervivencia global en los pacientes con Ependimoma de localizacion supratentorial, a 1, 5y 10

afios es menor que la encontrada en aquellos pacientes con Ependimoma de localizacion en cerebelo.

2. La supervivencia global a 1, 5 y 10 afios de los pacientes con Ependimoma de variedad histoldgica

anaplasico es menor que aquella encontrada en los pacientes con Ependimoma de histologia celular.
3. La supervivencia global a 1, 5 y 10 afios de aquellos pacientes con Ependimoma asociados a alguna

alteracion cromosomica es menor que la encontrada en aquellos pacientes con Ependimoma y sin

asociacion a alguna alteracion cromosémica.
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ANEXO 1

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS
COMPORTAMIENTO BIOLOGICO DE LOS EPENDIMOMAS DE ACUERDO A SU
LOCALIZACION, HISTOLOGIA Y ALTERACIONES CROMOSOMICAS.

FOLIO
1. Nombre:

Numero de afiliacion

Fecha de Nacimiento

Edad afios
Sexo: Masculino () Femenino ()
Fecha de diagnéstico:

Fecha de Recaida:

Fecha de Defuncion:

¥ ® =N kW

Fecha de ultima cita:

10. Estado actual del paciente:

11. Alteracion cromosdmica Presente ( ) Ausente () Especificar tipo:

12. Localizacion del tumor:

Supratentorial () Cerebelar () Otra ()

13. Histologia del tumor: Ependimomas benignos o diferenciados (celulares) () Ependimomas malignos
0 anaplasicos ()

PQ:

14. QT: Si No

Especificar tipo y tiempo:
15. Radioterapia: Si No Gy:
16. Cirugia realizada: Mas del 50% () Menos del 50% ()
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ANEXO 11
TECNICA DE HIBRIDACION GENOMICA COMPARATIVA (CGH)
3.1 Obtencion de DNA a partir de tejido fresco.
3.1.1 Se agregan 2.1ml de amortiguador de digestion por cada 100mg de tejido (NaCl 100 mM, Tris-HCL
10mM pH 8.0, EDTA 25 mM pH 8.0, SDS 0.5%, proteinasa K 0.1 mg/ml).
3.1.2. La muestra se incuba a 50° C con agitacion, durante 10 hrs.
3.1.3 Se realiza una extraccion volumen-volumen con fenol-cloroformo-isoamilico (25-24-1).
3.1.4 Se agrega al sobrenadante medio volumen de acetato de amonio 7.5 M y 2 volumenes de etanol
absoluto o 1 volumen de isopropanol, para precipitar el DNA.
3.1.5 La pastilla de DNA se lava con etanol al 70% y se resuspende en 300 pl de agua des-ionizada estéril.
3.1.6 La concentracion y pureza del DNA se determinan por espectrofotometria a 260 nm y 280 nm y la

integridad en gel de agarosa al 1%.

3.2. Marcaje de la sonda. Método de corte y sintesis.
El procedimiento basicamente se realiza de acuerdo a los procedimientos recomendados por la casa
comercial Vysis Inc.
Todo el procedimiento se realiza a 4-6 ° C.
3.2.1. En un tubo Eppendorf de 0.5 ml se colocan los siguientes reactivos, en el siguiente orden:
17.5-X ul agua libre de nucleasa
X para obtener 1 ug de DNA
25 ul 0.2 mM Spectrum Green o Spectrum Red dUTP
5 ul 0.1 mM dTTP
10 ul dNTP mix
5 ul 10X nick translation buffer
10 ul nick translation enzyme
50 wul volumen total
3.2.2. La mezcla se incuba de 1-4 horas a 15 °C.
3.2.3. Se determina el tamafio de los fragmentos en gel de agarosa al 1%. Se considera adecuado el rango

de 300-3000 pb.
3.3. Mezcla de las sondas.

3.3.1. En un tubo Eppendorfde 1.5 ml se colocan:
a) 200 ng (10 pl) de la muestra de DNA marcada por corte y sintesis (de color verde).
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b) 100 ng (1 pl) del DNA normal (marcado en rojo).
¢) 10 pg de DNA-cot.
3.3.2. La mezcla se precipita con acetato de sodio 3M y 2.5 volumenes de etanol al 100%, a —20 °C.

3.3.3. La mezcla de las sondas se desnaturaliza a 73°C, por 10 min.

3.4. Co-hibridacion de la sonda con las metafases.

3.4.1. Se prepara una solucion de desnaturalizacion (formamida al 70% en 20XSSC, pH7) a 72-74°C, en la
cual se coloca la laminilla que contiene las células en metafase.

3.4.2. Se deshidrata la laminilla pasandola por 1 min en una solucién de etanol al 70%, posteriormente al
85% y finalmente al 100%.

3.4.3. Se coloca la laminilla en una platina a 45-50°C y se le agregan las sondas desnaturalizadas.

3.4.4. Inmediatamente se pone un cubreobjetos y se sella con cemento iris.

3.4.5. La laminilla se incuba en una cdmara humeda a 37 °C.

3.5. Lavado de la laminilla.
3.5.1. La laminilla se lava con la solucion de lavado (0.4X SSC/0.3 % NP-40) en bafio Maria a 73-75 °C.

3.5.2. La laminilla se seca a temperatura ambiente y en oscuridad.

3.6. Visualizacion de la hibridacion.

3.6.1. Se aplican 10 pg de DAPI II (azul) para contra-tefiir.

3.6.2. Las metafases hibridas se observan en el microscopio equipado con filtros de excitacion especificos
y las imagenes de los 3 colores se capturan utilizando el equipo Power Gene el cual contiene el programa
Quips (Vysis) que realiza la cario tipificacion y el analisis de imagenes. Asi las regiones que tifien para

verde representan ganancias o amplificaciones y en rojo, pérdidas.
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ANEXO III
GRAFICA 1

Supervivencia Global y Libre de Enfermedad de Pacientes con Ependimoma
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ANEXO IV
GRAFICA 2

Supervivencia Global y Libre de Enfermedad en Ependimomas Supratentoriales
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ANEXO V

GRAFICA 3
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ANEXO VI
GRAFICA 4

Supervivencia Global y Libre de Enfermedad en Ependimomas Celulares
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ANEXO VII
GRAFICA 5

Supervivencia Global y Libre de Enfermedad en Ependimomas Anaplasicos
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ANEXO VIII
GRAFICA 6

Supervivencia Global en pacientes con Ependimoma y alteraciones cromosomicas
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ANEXO IX
PACIENTES CON EPENDIMOMA Y REGION CROMOSOMICA CON ALTERACION
PACIENTE No. 1
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PACIENTES CON EPENDIMOMA Y REGION CROMOSOMICA CON ALTERACION

PACIENTE No. 2

ANEXO X
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ANEXO XI
PACIENTES CON EPENDIMOMA Y REGION CROMOSOMICA CON ALTERACION
PACIENTE No. 3
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