SO U Ty

2z

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

PROGRAMA DE MAESTRIA EN CIENCIAS MEDICAS, ODONTOLOGICAS Y DE
LA SALUD.

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI, HOSPITAL DE ONCOLOGIA.

TiTULO:

Progresién tumoral y estado funcional posterior a radioterapia en pacientes pediatricos
y adultos jévenes con gliomas de linea media con la mutacion H3F3A K27 M.

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE
MAESTRO EN CIENCIAS MEDICAS

Presenta: Maria Fatima Chilaca Rosas

Médico Adscrito al servicio de Radioterapia en el hospital de
oncologia del Centro Médico siglo XXI.

Direccion: Avenida Cuauhtémoc 330, colonia Doctores, 06720.
Correo electronico: fatychro@hotmail.com

Teléfono: 56276900 extension: 22545

Tutora Principal:

Nombre: Dra. Patricia Pifia Sanchez

Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Oncoldgicas,
hospital de Oncologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI.
Direccion: Avenida Cuauhtémoc 330, colonia Doctores, 06720.
Correo electronico: patricia_1307@yahoo.com.mx

Teléfono: 56276900 extension: 22710y 22705

CIUDAD DE MEXICO, FEBRERO 2020


mailto:fatychro@hotmail.com
mailto:patricia_1307@yahoo.com.mx

e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Comité Tutoral:

1.-Dra. Iris Feria Romero

Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Neurolégicas del Hospital de
Especialidades “Bernardo Sepulveda” del Centro Médico Nacional Siglo XXI.
Correo electronico: irisferi@yahoo.com.mx

Teléfono: 5556276900 extension21365

2.-M. en C. Héctor Urueta Cuellar

Unidad de Genética del Hospital General de México “Eduardo Liceaga”.
Correo electronico: uuch1506@gmail.com

Teléfono: 27892000 extensién1278

Correo electronico: uuch1506@gmail.com

3.-Marcos Gutierrez de la Barrera

Adscripcion: Division de Investigacion en el hospital de oncologia del Centro
Médico Nacional Siglo XXI.

Correo electronico: marcosgub@gmail.com

Teléfono: 56276900

Dr. Fabio A. Salamanca Gémez
Responsable de la sede de Centro Médico siglo XXI:

CIUDAD DE MEXICO, FEBRERO 2020


mailto:uuch1506@gmail.com
mailto:marcosgub@gmail.com

Colaboradores:

Dra. Alicia Georgina Siordia Reyes

Jefe de servicio de Patologia del Hospital de Pediatria del Centro
Médico Nacional siglo XXI.

Correo electronico: alicia.siordia@imss.gob.mx

Teléfono: 56276900 extension 22350

M. Gustavo Vazquez Morales

Jefe de Servicio de Epidemiologia

Medicina Familiar 06, Delegacion 2 Norte

Correo electronico: gustavo.vazquez@imss.gob.mx
Teléfono: 5516450142



Y | wsturomeicwo pa stcuro soan
wﬂ DIRICCION DE MESTACIONIS MEDICAS ngafub

Dictamen de Autorizado

Comité Local de Investgacién en Salud 3602 con ndmero de registro 17 C1 09 015 087 ante COFEPRIS y nimero de registro ante
CONBIOETICA CONBIOETICA 09 CEI 022 2017062
HOSPITAL DE ONCOLOGIA, CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI

FECHA Jueves, 19 de julio de 2018.

M.E. MARIA FATIMA CHILACA ROSAS
PRESENTE

Tengo el agrado de noticarle, que el prolocoko do investigacion con tiluko:

Asoclacion predictiva de la mutacion HIF3A K2TM con progresion tumoral posterior al tratamiento de Radioterapla en
Paclontes Pedidtricos y Jovenes Adultos con Diagndstico de Glioma de Tallo

que sometio a consideracion para evaluacion de este Comité Local de Investigacion en Salud, de acuerdo con las recomendaciones
do sus Integrantes y de los revisores, cumple con la calidad metodoldgica y los requerimientos de élica y do investigacion, por lo que el
dictamenes A U TOR1ZA DO conel numero de registro institucional

No de Registo

SR VWA e



T Direccion de Prestaciones Medicas
"kli F:"'. ILL] Limeipd sl B pdmden Invesgbiate v Polleas de Enlad
S — Coordnacson de Ivestigacsin en Sakd |

Solicitud de Enmienda

FECHS: Viemnes, 12 de julio de 2019

Estimado Sinuhé Barroso Bravo

Presidente Comité Local de Investigacién y Etica en Investigacién Mo, 3602
PRESEMNTE

Por medio del presents solicto de la maner= mas atenta, se sirva realizar la enmienda &l protocolo de
investigacién con titule: “Asociacién predictiva de la mutacibn H3F3A K2PM con pregresién turmoral

posterior al tratamiento de Radictermpla en Paclentes Pedidtricos v Jowvenes Adultos con Dizgndstico de
Glinma de Talln® que s mglktrd a través del STRFICTS ante &t Camité | acal de Tovestigacan an Salod

En los puntos gue a continuaddn se exponen:

Cambio metodaldgico

Cambios solicitados:
Carta dé conse ntimd ento informado
Cronograma de sctividad e
Iinetr uimssnto & de reco leccibdin

Protocobo

i e !

& decide agregar en bos o ibedos de inclusidn gue & seleocionaran pacientes con glomas de bnea media y no sblo de tallo;
deimd & S incrementa ¢ perodo de valoradiin por & proyecto 2012 - 2018.Por lo previamente @mentado, & consecuente i
o de titulbo, por bo mual s& solicita por medio de ¢sta misma enmienda, como Tue rfeoomend sdo por & seoretario del

Atentamente

or{a). MARLA FATIMA CHILACA ROSAS

investigador principal del Protocolo



Direccién de Prestaciones Médicas
: \ GOBIERNO DE ‘ @ Unidad Médica de Alta Especialidad
LY MEXICO | s Hospital de Oncologia del CMN “Siglo Xx/"
Direccién General

Direccion Médica

Of. No. 371201.200200/DM/381/2019
Ciudad de México, 29 de Noviembre de 2019

Dra. Teresa Imelda Teresa Fortoul van der Goes

Coordinadora del Programa de Maestria y Doctorado en Ciencias Médicas,
Odontolégicas y de la Salud

Por medio de la presente le informo que la Médico Especialista Maria Fatima Chilaca Rosas,
alumna del programa que Usted dignamente coordina, es la Investigadora Responsable del
proyecto “Progresion tumoral y estado funcional posterior a radioterapia en pacientes pediatricos y
adultos jévenes con gliomas de linea media con la mutacién H3F3A K27M", autorizado (R-2018-
3602-016) por el Comité Local de Investigacion (17 C1 09 015 057, COFEPRIS) y por el Comité Local

de Etica en Investigacién (09 CEl 022 2017082, CONBIOETICA) de la Unidad Médica de Alta
Especialidad Hospital de Oncologia.

Sin otro particular, reciba un cordial saludo.

Atentamente,

M.E. Sinuhé Barroso Bravo
Presidente del Comité Local de Investigacion

cme

AR
— 2019

AMILLANG EAVATA

Av. Cuauhtémoc No. 330 Colonia Doctores

Alcaldia Cuauhtémoc, Ciudad de México,, C. P. 06720,
Tel. (S5) 56276900, Ext.21952



iNDICE

Abreviaturas

Hoja de datos de tesis

Resumen

Introduccion

Marco teorico

Justificacion

Planteamiento del problema (pregunta de investigacion)
Objetivo general y objetivos especificos

Hipotesis

= © o N o g bk wbd-=

0.Metodologia y disefo de estudio
e Universo del estudio
e Poblacién, criterios de inclusion y exclusion
e Tamano de muestra y muestreo
e Desarrollo del estudio: técnicas y procedimientos
11.Resultados
12.Discusion
13.Conclusiones
14.Referencias

15. Anexos

33
43
47
48
52



1.Abreviaturas, siglas y acronimos

ADN Acido desoxirribonucleico
ARN Acido ribonucleico
CL Control local tumoral
CBTRUS Central Brain Tumor Registry of The United States.
EGFR Receptor del factor de crecimiento epidérmico
Gy Gray, dosis de radiacién ionizante absorbida en un volumen de
materia.
IHQ Inmunohistoquimica.
IRM Imagen por Resonancia Magnética
MGMT Metilguanidina metiltransferasa
OR Razén de Momios.
PCR Polymerase Chain reaction
PET Positron emission tomography
PGFR Receptor del factor de crecimiento plaquetario.
QT Quimioterapia
RT Radioterapia
RTG Reseccion tumoral gruesa o reseccion tumoral maxima
RTOG Radiation Therapy Oncology Group
SLP Sobrevida libre de progresion
SG Sobrevida global.
SNC Sistema nervioso central
TC Tomografia computada
VPP Valor predictivo positivo
VPN Valor predictivo negativo
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3. Resumen

Titulo: Progresion tumoral y estado funcional posterior a radioterapia en pacientes
pediatricos y adultos jovenes con gliomas de linea media con la mutacion H3F3A
K27M.

Marco tedrico: Los gliomas son los tumores del sistema nervioso central mas
frecuentes en los pacientes pediatricos y adultos jovenes. En recientes afos se han
enfocado multiples esfuerzos en el estudio de los gliomas con localizacién de linea
media, debido a que los pacientes que presentan dicha neoplasia tienen una
mediana de sobrevida de 12 meses. Las principales alteraciones bioldgicas
moleculares encontradas han sido las relacionadas con la mutacion del gen que
codifica a la histona 3 y su asociacion como factor prondstico de muerte; sin
embargo, su valor predictivo con los manejos oncoldgicos aun se encuentra por

definirse.

Objetivo: Identificar y comparar la diferencia en progresion tumoral, periodo libre de
progresion, estado funcional; posterior al tratamiento de radioterapia de acuerdo con
la expresion proteica H3F3A K27M por la mutacion del gen H3-3A de pacientes

pediatricos y jovenes adultos con diagnostico de glioma de la linea media.

Materiales y Métodos: El presente estudio retrospectivo, valoro el tejido tumoral de
pacientes con diagnostico de glioma de linea media, tratados en el periodo 2012-2018
en el servicio de radioterapia del Hospital de Oncologia de Centro Médico Siglo XXI.
La extraccion y amplificacion del ADN se identificé la presencia de la mutacion H3F3A
K27M por secuenciacion Sanger, la expresion de la proteina mutante por
inmunohistoquimica con un anticuerpo especifico, asi como la asociacion con

desenlaces clinicos como estado funcional y sobrevida libre de progresion.



Resultados: Se encontro registro de 109 pacientes pediatricos y jovenes adultos en
el rango de edad 1-39 afios con diagnostico de glioma de linea media en el periodo
2012 al 2018. Sin embargo, solo 32 pacientes cumplieron con los criterios de inclusion
para el analisis del estudio y 77 pacientes fueron excluidos por falta de tejido de

biopsia.

El 46.9% (15) de los pacientes analizados para este estudio, se informd que residian
en el area metropolitana y presentaban una mediana de edad de 10 afos con
predominio del sexo femenino, siendo la mayoria de los pacientes pertenecientes al
grupo pediatrico en el 71. 9 % (23). La presentacién clinica inicial fue de mal estado
funcional KNF < 70 por el déficit neurolégico de tipo motor 93.75% de los casos. En el

71. 9 % pacientes fueron tratados con radioterapia y quimioterapia.

La presencia de la expresion de la proteina H3F3A K27M en pacientes pediatricos y
jovenes adultos fue 26.1% y 33 .3%, respectivamente. En el 66.6% de los pacientes
que presentaron la mutacion no se modificé el estado funcional de KNF < 70, y los
pacientes sin la mutacién el 86.9% mejoraron el estado funcional. En los pacientes
que presentaron la mutacion se encontré una mediana de SLP de 1 mes y sin la
mutacion 4.5 meses. La dosis y modalidad de radioterapia no modifico la SLP de los
pacientes que presentaron la mutacion en el tejido tumoral. La presencia de la
mutacion H3F3A K27M confirid progresion en el 100% en comparacién de 52.2% a

los que no presentaron la mutacion.

Conclusiones: El estado funcional fue relevante, debido a que la mayoria de los
pacientes inicialmente se encontraron con cuadros clinicos avanzados; y la presencia
de la mutacion se asocid a un peor estado funcional después del manejo de
radioterapia. La SLP al manejo con radioterapia se encontré modificada solo en la
poblacién adultos jovenes con la presencia de la mutacién, y fue independiente de la

dosis de radiacion.



4. Introduccién

Los tumores del sistema nervioso central (SNC) representan la primera causa de
incidencia de tumores sélidos en el paciente pediatrico (1), y la tercera causa de
incidencia de tumores sélidos en los jovenes adultos, comprendiendo el término de
jovenes adultos a los pacientes de 18-39 afios (2, 3). Los gliomas son los tumores
de SNC con mayor frecuencia, en pacientes pediatricos y jévenes adultos; en el
42.3% y 33% respectivamente. En México, la prevalencia de los tumores de SNC
ocupa aproximadamente el 12% de causa de cancer en la poblacion, siendo los

astrocitomas los gliomas mas frecuentes (4, 5).

Los gliomas son tumores que se originan en las células de la glia, conformados de
astrocitos y oligodendrocitos. Los astrocitomas son el subgrupo de tumores mas
frecuentes de los gliomas presentandose hasta en un 40- 50% (6). En la mayoria de
los gliomas del subgrupo de tumores astrociticos, aun es reducida la informacion de
los factores asociados a la carcinogénesis como: la exposicién a la radiacion ionizante
y sindromes genéticos. A la fecha se han identificado caracteristicas histolégicas
asociadas a las alteraciones moleculares y clinicas con impacto prondstico en el

control tumoral, sobrevida libre de progresion y sobrevida global (7).

5. Marco teoérico

Las caracteristicas clinicas de los tumores de localizacion de la linea media se
encuentran relacionadas por el efecto de masa a estructuras circundantes y su
extension, ocasionando: alteracion del origen real de los nervios craneales, sindrome
de fosa posterior, alteraciones motoras/ sensitivas por involucro del tracto

longitudinal e inclusive datos de hipertension intracraneal (8).



Diagnéstico clinico

Una adecuada historia clinica con exploracion neuroldgica extensa es importante
para tener sospecha de lesiones neoplasicas de la linea media, y sirven para la
justificacién de solicitud de estudios paraclinicos complementarios. Inicialmente es
recomendado por guias de practica clinica nacionales, institucionales (IMSS) e
internacionales, la tomografia computarizada de craneo para valorar lesiones que
puedan estar condicionando los datos clinicos de hipertension intracraneal (9).
Posteriormente, el estudio recomendado para la certeza diagnostica es la

resonancia magnética con gadolinio como contraste.

En caso de la disponibilidad del recurso de la resonancia magnética
multiparamétrica (ponderaciones funcionales como perfusién, difusion y bioquimica
como la espectroscopia), sera el estudio de eleccion para una adecuada valoracién
diagnostica, caracterizacion morfologica y funcional de la lesién tumoral como la

evaluacioén del crecimiento o progresion (10).

La informacion recopilada por estudios paraclinicos sera util para el diagnéstico y
planeacién del tratamiento oncoldégico de cirugia y radioterapia, como para el
seguimiento posterior al manejo oncolégico, con intervalos de 3-4 meses hasta por
3-5 afos(11), como se muestra en la figura 1, siendo relevante destacar que en la
mayoria de las instituciones en nuestro pais, no se realizan las evaluaciones con
resonancia multiparamétricas por falta de infraestructura y recursos humanos

capacitado.

Y con lo previamente mencionado una vez realizada la planeacion de toma de
biopsia o reseccidn quirdrgica maxima posible segura, se realiza el analisis del tejido
tumoral histolégico, inmunohistoquimica para valoraciéon de expresiéon que daran

caracteristicas de subtipo de neoplasia y datos de comportamiento bioldgico.
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Figura 1. Diagnéstico y tratamiento en tumores gliales: En la primera parte superior la guia de abordaje o trabajo
diagndstico en tumores gliales de linea media en pacientes pediatricos y jovenes adultos (marcado por linea
discontinua); y en la figura restante se sefialan las principales recomendaciones de las guias internacionales
europeas y americanas para el manejo en este grupo de pacientes con dicho diagndstico ya confirmado.

Abreviaturas= EANO: European Association of Neuro-oncology(ﬁ), NCCN: National Comprehensive Cancer

Network, MGMT met: mutacion por metilacion del promotor del gen de metilguanidina(ﬁ). Los tres asteriscos rojos
muestran que la determinacion de la mutacion H3F3A K27M en nuestra institucion (IMSS), no se realiza de forma
rutinaria como parte del diagndstico molecular.

Clasificacién histolégica

En 2007, la OMS estableci6 una clasificacion mediante las caracteristicas
histolégicas como la atipia nuclear, actividad mitética, proliferacion endotelial y
necrosis; agrupando a los tumores en 4 grupos |-V, dentro de los cuales lo tumores
de la categoria | y |l pertenecian a tumores de comportamiento menos agresivo o
de bajo grado y los tumores pertenecientes a la categoria lll y IV dentro de los cuales
encontrabamos a los denominados astrocitoma anaplésico (con o sin componente
oligodendroglial) y glioblastoma multiforme, siendo estos ultimos de comportamiento
agresivo o alto grado con peor pronéstico(6).



En 2016 la OMS ante la evidencia de diferentes biomarcadores prondsticos, generé
una nueva clasificacion de los tumores de sistema nervioso central con importantes
modificaciones para el grupo de tumores tipo gliomas y tumores astrociticos(1), de
acuerdo a caracteristicas: moleculares, cromosomicas y mutaciones génicas con

impacto en la sobrevida global como se muestra en la tabla 1.

La mutacién del gen IDH1 que codifica a la expresion de la proteina mutada de la
enzima isocitrato-deshidrogenasa 1, genera el aumento de la funcién enzimatica por
la pérdida de afinidad por el isocitrato y aumento significativos en la afinidad por o-
cetoglutarato y NADPH (nicotinamida-adenina-dinucleétido-fosfato), contribuyendo
a la gliomatosis(14). Inicialmente la mutacion fue identificada en tumores de sistema
nervioso central del subtipo de astrocitomas de bajo grado que no son de
localizacién de linea media, y se encontré que en jovenes adultos su presencia fue
un factor de buen pronéstico para la SLP (6.3 vs 3 afios) y posteriormente como un
valor predictivo para el tratamiento multimodal [1], (15). Sin embargo, existen
limitaciones en paises en desarrollo como el nuestro, que, por falta de
infraestructura para la toma de biopsia estereotaxica, y la limitacion en el diagndstico
de los pacientes por imagen de resonancia multiparamétrica, limitando el

diagndstico preciso (Figura 1).

Ademas, la presencia de la mutacion del gen que codifica para la histona 3, y la
expresion de la proteina mutada H3K27M en gliomas de localizacion de linea media
(tdlamo, hipotalamo, tallo, mesencéfalo, médula oblonga, médula espinal), siendo
un marcador diagnostico en este grupo de pacientes y les confiere un peor
prondstico de sobrevida global a diferencia de los pacientes que no presentan la

mutacion.

En relacion con la evaluacion de la expresion de la proteina mutada H3F3 K27M,
ésta puede ser determinada por IHQ debido a que se han realizado estudios en el
que se ha validado que dicha técnica tiene un VPP como VPN del 100%, confirmada
por la deteccion de la mutacion del gen H3- 3A mediante secuenciacién, presenta

un VPP del 100%, tabla 2 (16). En la actualidad, en nuestro medio se continua



usando la previa clasificacion de 2007 por falta de recursos materiales como

previamente comentado.

Tabla 1. TUMORES ASTROCITICOS DIFUSOS Y OLIGODENDROGLIALES

Astrocitoma Difuso, IDH mut Grado I
Oligodendroglioma IDH mut y 1p-19q del Grado Il
Astrocitoma Anaplasico, IDH mut Grado llI
Oligodendroglioma Anaplésico, IDH mut y 1p-19q del Grado lll
Glioblastoma, IDH mut Grado IV
Glioblastoma, IDH Silvestre Grado IV
Glioma Difuso de linea media H3K27M mutante (Pediatrico) Grado IV
OTROS TUMORES ASTROCITICOS

Astrocitoma pilocitico Grado |
Astrocitoma de células gigantes subependimarias Grado |
Xantoastrocitoma Pleomorfico Grado Il
Xantoastrocitoma Pleomorfico Anaplasico Grado Il

Abreviaturas: IDH= Isocitrato deshidrogenasa y mut= mutado.

Recientemente se han encontrado semejanzas en la sobrevida global en pacientes

pediatricos y jovenes adultos con la presencia de la mutacion H3F3A K27M,

reportandose una ocurrencia del 54% y un HR:3.6 de riesgo de mortalidad

estableciéndose en el metaanalisis (17), por lo que ha cobrado mayor importancia

el estudio de los pacientes por el prondstico sombrio.

Tabla2 Impacto en la sobrevida de los tumores gliales con la presencia de la mutacion H3 K27M en
poblacién pediatrica y adulta:

Autor Tipo de N Método de deteccion Resultados de gen H3.3 mutado
(Estudios en Estudio vs H3.3 gen no mutado (afios)
pacientes pediatricos)
Khuong — Quang 2012  Cohorte 42 Secuenciacién por -HR:4.27 1C95(1.26-14.47)
A8) Sanger -0S=0.73+/- 0.48 vs 4.59+/-5.5
Venneti 2014 (16) Cohorte 241  Secuenciacion por -HR:3.5 1C95(1.17-10.5)
— 203(P) Sanger con validacion
38 (A) de IHQ con VPP 100%
Buczkowicz 2014 (19)  Cohorte 66 Secuenciacion por -HR:2.7 1C95(1.35-5.7)
- Sanger -0S=0.63+/- 1.77 vs 1.84+/-1.77
Castel 2015 (20) Cohorte 89 Secuenciacioén por -HR:5.1 1C95(1.95-6.89)
— Sanger -Mediana de Sobrevida=9.2
meses
Korshunov 2015 (21) Cohorte 162  Secuenciacion por -HR:2.84 1C95(1.38-5.87)
- Sanger -0S=1.04+/- 0.4 vs 2.22+/-1.46
Cohorte 77 Secuenciacioén por -0S=0.87+/- 0.25 vs 4.54+/-0.82

Karreman 2018 (22)

Sanger /IHQ




Autor Tipo de N Método de deteccion Resultados de gen H3.3

(Estudios de Estudio mutado vs H3.3 gen no
pacientes adultos mutado
jovenes) (meses)
Meyronet 2017 (23) Cohorte 21 Sistema Mudltiple para -Mediana de Sobrevida = 17
- reconocimiento de meses para la mutacion vs 19.6
polimorfismo o para el gen silvestre.
mutaciones de un soélo
nucledtido
Kleinschmidt- Cohorte 28 IHQ -0S=9.3
DeMasters(24) 15(P)
— 13(A)

Abreviaturas: N= numero de sujetos estudiados, P= sujetos pediatricos, A= sujetos adultos, Vs= contra, IC=
intervalo de confianza, HR= hazard ratio, IHQ=Inmunohistoquimica, OS= sobrevida global.

Estado Funcional en el paciente oncolégico

El estado funcional identifica las habilidades del paciente para poder realizar sus
actividades cotidianas. La escala de Karnofsky que es un constructo para la
evaluacion del estado funcional del paciente oncoldgico, originada en 1948 para la
evaluacion clinica de los pacientes oncoldgicos y su seguimiento posterior al manejo

con quimioterapia en el contexto paliativo(25).

La escala de Karnofsky se ha valorado como factor pronéstico en neuro-oncologia,
debido a que implica la evaluacién del estado de conciencia y funciones
neurolégicas que permiten realizar las actividades cotidianas de los pacientes. Sin
embargo, recientemente en neuro oncologia se ha tratado de utilizar otros
parametros que permitan evaluar la respuesta a los tratamientos con integracion de
imagenes radioldgicas como se ha descrito en los criterios RANO (Response

Assessment in Neuro-Oncology/ Asesoramiento de la respuesta neuro-oncolégica).

En los dos ultimos afios surgio la escala NANO (Neurologic Assessment in Neuro-
Oncology/ Asesoramiento neurolégico en neuro-oncologia) con el obijetivo
complementario de valorar los diferentes dominios como: la marcha, fuerza, ataxia,
sensibilidad, campos visuales, lenguaje, nivel de conciencia y conducta (ver anexo
2), encontrandose un puntaje alto como factor de mal prondstico para la sobrevida
global principalmente en la patologia de glioblastoma (26), aun en México no ha sido

validada.
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Tratamiento Multimodal

El tratamiento estandar para los gliomas de linea media en jévenes adultos y en
pacientes pediatricos mayores de 5 afos, es la reseccion segura en lesiones
exofiticas y es la piedra angular de tratamiento. Las lesiones que presenten
caracteristicas histolégicas de alto grado resecables deberan recibir manejo con
radioterapia adyuvante, y en caso de presentar algun criterio de irresecabilidad
inicial (localizacién, extension difusa, experiencia médica quirurgica y limitacion de
recursos institucional), con diagndstico por imagen unicamente y/o biopsia

estereotaxica, estara indicado la radioterapia como manejo definitivo(27).

El uso de terapia blanco como vemurafenib que se ha planteado en ensayos
clinicos, en subtipos de gliomas como el xantoastrocitoma pleomorfico(28), en casos
que presenten evidencia de alteraciones moleculares, adecuadamente
determinadas como la mutacién BRAF V600 y manejo consecuente con su inhibidor

especifico (29), mismos que no se encuentran disponibles de forma institucional.

Radioterapia en gliomas de linea media

En el caso de pacientes mayores de 3 afios de edad con caracteristicas de alto grado
con patrén difuso o sin posibilidad de manejo quirurgico, esta indicado el manejo de
radioterapia definitiva, con una dosis total de 54-55.8 Gy con fraccionamiento
convencional (1.8- 2Gy), logrando un control local en el 70-80% de los pacientes en
6-24 meses, y por consecuencia mejoria en el estado funcional a la respuesta de la
radioterapia, con el objetivo de mejoria de la calidad de vida (beneficio en alteracion
neurolégica); pero siempre con consideracion de toxicidad temprana ( edema), que
se vera relacionado con la localizacion tumoral, dosis total, volumen tumoral y
terapias asociadas. Y la toxicidad tardia por la radioterapia se debera valorar,
mediante las alteraciones neurocognitivas, neuroendocrinas y vasculopatias a partir
de 18 meses (30-32)
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Los factores predictivos que se han involucrado en los gliomas es la dependencia
de la dosis de radioterapia en relacion con el control local y consecuentemente SLP;
siendo el rango adecuado de dosis de 54-57Gy. Sin embargo, dosis mayores solo
se ha demostrado que confieren toxicidad grave, sin beneficio de control tumoral,
como se demostré con escalamiento de dosis en esquemas alterados tipo

hiperfraccionamiento(33).

El fraccionamiento alterado del tipo hipo fraccionamiento (tamafio de fraccién de
radioterapia mayor a 2Gy), ha demostrado no ser inferior en términos de CL y SG
en pacientes con gliomas de tallo y otros gliomas de linea media. En la comparacién
de radioterapia con esquemas hipofraccionados con el esquema convencional, ha
mostrado una tendencia de mejoria rapida del estado funcional por mejoria de
sintomas y signos neurolégicos en algunos pacientes, pero sin clasificacion previa

molecular (27, 34).

Recientemente se ha propuesto la presencia de la mutacion del gen H3.3,
especificamente la expresion de la proteina mutada H3F3A K27M como un factor
de radioresistencia por modificacion del microambiente tumoral (20). Algunos
autores han propuesto que la radioresistencia de los sujetos que presentan la
mutacion H3F3A K27M es por la modificacion del microambiente tumoral y la
alteracion en la expresion de los antigenos del complejo de
inmunohistocompatibilidad de las células neoplasicas de glioma irradiada, mediada
por la inmunoreactividad de linfocitos CD8 y ausencia de linfocitos infiltrantes de
tumores (respuesta celular), lo que es conocido inmunolégicamente frios “immune

cold”
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En relacion a lo mencionado, la radioterapia genera un aumento en la expresion de
los antigenos de clase | del complejo de inmunohistocompatibilidad de las células
neoplasicas de glioma irradiadas, con modificacién del microambiente tumoral
facilitando la respuesta celular inmunolégica y rechazo tumoral con posible

implicacion por el tipo de esquema de radioterapia(35).

Quimioterapia en el manejo de gliomas

Aun es controversial el papel de la quimioterapia adyuvante, en pacientes
pediatricos mayores de 3 afos, debido a que se ha relacionado que la aplicacién de
la misma, no mejora el prondstico en términos de SLE; y solo presenta beneficio en
la estabilidad de la enfermedad, pero sin beneficio en sobrevida global, como se ha
valorado en numerosos estudios y en reportes del grupo pediatrico de cancer con el

esquema a base de lomustina, vincristina y prednisona(36).

En estudios de adultos jévenes en los que se reportan la presencia de la metilacion
del promotor del gen que codifica para metilguanidina metiltransferasa que favorece
la radiosensibilizacion por el agente alquilante de temozolamida, demostré un
beneficio al manejo con radioterapia concomitante con impacto en SLE y SG como

demostrado en el estudio de Stupp y colaboradores. (37).

Y recientemente las guias americanas y europeas en adultos han recomendado que
ante la imposibilidad de la determinacion de la presencia de la metilacion del
promotor del gen de MGMT en pacientes con diagndstico de gliomas con mal estado
funcional se debera evitar manejo con temozolamida, pero si ofrecer al menos
manejo paliativo con radioterapia hipofraccionada. Sin embargo, existe evidencia
controversial en el paciente pediatrico, con el manejo de temozolamida
concomitante con radioterapia, por estudios en los cuales los pacientes pediatricos

no han presentado beneficio en términos de SLE o SG(38).
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Los pacientes menores de 3 afios posterior al tratamiento quirdrgico o biopsia con
caracteristicas histologicas e IHQ de bajo grado, la radioterapia se reservara solo
en casos de progresion de la enfermedad, debido a la morbilidad tardia que puede
conferir la radioterapia en edades tempranas. En caso de postergar la radioterapia,
se debera realizar manejo con quimioterapia con esquemas basados en lomustina,
vincristina, prednisona, ifosfamida, carboplatino y etopdsido(39), pero hasta el
momento no existe un esquema de quimioterapia que haya demostrado beneficio
clinico significativo en SG como en gliomas con caracteristicas de alto grado como
el estudio de Stupp en Adultos(40).

En nuestro servicio de radioterapia se encontraron resultados inferiores a los
reportados en la literatura mundial en sobrevida libre de progresion de 20.5% vy
sobrevida global de 64.5% en 6 meses en pacientes pediatricos manejados con
radioterapia fraccionamiento convencional y quimioterapia con diagnostico de glioma
difuso de tallo (41), lo que genera multiples preguntas relacionada a la posible

implicacion de la alteracion en la histona 3.

Alteraciones moleculares y funcional de H3-3A con impacto en el pronéstico

de sobrevida y progresion tumoral.

Recientemente, se han evidenciado diferentes mutaciones con afeccion en
mecanismos epigenéticos (42), principalmente en genes codificantes a proteinas de
histonas. La mutacion en el gen H3.3A y la consecuente expresion de la proteina
mutada H3F3A K27M (sustitucion del aminoacido de lisina por metionina en la posicién
27) se ha encontrado en gliomas principalmente de linea media, la cual su presencia
se asocia con un riesgo de muerte hasta 3.5 veces, encontrandose en algunos
reportes de literatura con una mediana de sobrevida menor a 18 meses en la poblacion

pediatrica secundaria a la progresion tumoral (ver figura 2A,2B y 3).(43, 44).
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Controversias en la presencia de la mutacion H3F3A K27M

El papel de la proteina mutada H3F3A K27M, aunque ha sido extensamente valorad

aun existen incognitas por resolver. En algunos casos de pacientes adultos con

0O,

la

mutaciéon H3F3A K27M de lesiones tumorales de linea media, a pesar de las

caracteristicas histolégicas de bajo grado los pacientes han presentado en 10-15 afios

recurrencias tardias y fulminantes(43); en otros casos la presencia de la mutacion

H3F3A K27M también se ha evidenciado en tumores con caracteristicas histolégicas

de gangliogliomas; por lo cual su completa comprensién, aun esta por definirse en los

tumores gliales/ astrociticos de pacientes pediatricos como en adultos (24).

Implicacion de la mutacién en la funcién celular

En el estudio de la mutacion en el gen que codifica para la histona 3.3, se ha
encontrado que la produccion de la proteina mutante (H3F3A K27M) genera la
reduccion de la proteina silvestre, afectando el patron de metilaciéon trans vy
consecuentemente el complejo de control epigenético regulador del
empaquetamiento del ADN, llamado complejo represor policomb 2, PCR2 (45),
facilitando a los factores de transcripcion de genes relacionados al crecimiento,

progresion y sobrevida tumoral, como: EGFR y VEGFR.
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Figura 2A. Se observa en la imagen las diferentes alteraciones moleculares de la lesiones neoplasicas de la localizacion
de linea media y de estructuras cerebrales, imagen tomada del trabajo de Lulla con colaboradroes y modificada con el
propésito de esquematizar la distribuciéon ya referida(46). 2B: se observa la estructura de la proteina histona 3 y su
conformacién de patrén de metilacion.
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Figura 3 Se observa las diferentes distribuciones de la localizacion de diferentes estructuras cerebarles y asociadas con

las mutaciones de la histona 3 y el ensombrecimiento de la sobrevida global(Q).
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Avances en el entendimiento de la patogenia del glioma difuso de linea media.

En la actualidad, se han realizado varios esfuerzos en la investigacion conjunta de
los pacientes pediatricos y joévenes adultos, con hallazgos de alteraciones
moleculares en gliomas de la linea media de mutaciones en genes que codifican
para las histonas 1y 3, siendo esta ultima la que se ha encontrado mayor afeccién

en la patogénesis y progresion.

La presencia de la proteina mutante H3F3A K27M en los tumores de linea media se
ha asociado con un compartimento biolégico agresivo de progresion que
incrementa el riesgo de muerte; relacionado dicho comportamiento a la alteracién
de mecanismos epigenéticos, inmunoldgicos e incremento de activacién de vias de
sefalizacion de crecimiento y sobrevida (35); condicionando microambientes

tumorales que pudiesen ser favorecedores a la radio resistencia (47).
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6.Justificacion

Los pacientes pediatricos y jovenes adultos con diagndstico de glioma de linea media
presentan un pobre prondstico por una mediana de supervivencia de 12 meses. En la
ultima década se han identificado factores prondsticos de sobrevida, siendo la
presencia de la mutacion del gen que codifica a la histona 3 el factor prondstico
molecular mas relevante en la fisiopatologia de esta neoplasia. La mutacion en el gen
H3-3, codifica una proteina mutante H3F3A K27M, generando cambio en su patrén de
metilacion. La presencia de la proteina mutante H3F3A K27M se ha encontrado en
una proporcion 40-80% de los pacientes reportados en la literatura con diagnéstico de

glioma de linea media, frecuentemente en el subsitio de tallo cerebral (17).

A pesar de los esfuerzos a nivel mundial, el tratamiento paliativo con radioterapia ha
sido el unico manejo con beneficio en esta neoplasia. La radioterapia se ha evaluado
con esquemas convencionales y alterados, ambos con beneficio semejante en término
de control tumoral con fines paliativos, pero con las limitantes que en la evaluacion de
los principales ensayos clinicos no se contaba con un perfil de biomarcadores como
la expresion de la proteina mutante H3F3A K27M vy su asociacion con desenlaces
clinicos u oncolégicos, que pudiesen afectar la conducta terapéutica (27). En la
literatura solamente se ha enfocado la evaluacion de la presencia de la proteina
mutante H3F3A K27M y su efecto en términos de sobrevida global y respuesta tumoral
como se observa en los trabajos de Castel et al 2015 (20), pero no se ha estudiado el
efecto en la clinica como el estado funcional basal y la modificacién posterior al

tratamiento de radioterapia.

En relacién con lo mencionado, el presente estudio evaluo la diferencia de la respuesta
al tratamiento de radioterapia por la presencia de la proteina mutante H3F3A K27M
en términos de periodo libre de progresion tumoral y el estado funcional; con la
finalidad que dicha informacién, apoye el disefo de estudios prospectivos en un futuro
proximo y que permitan evaluar cambios en la conducta terapéutica de radioterapia

para su rapido otorgamiento y beneficio clinico.
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7.Planteamiento del problema

Por lo previamente comentado y con los hallazgos en los ultimos afios respecto a la
expresion de la proteina mutante H3F3A K27M como factor prondstico de sobrevida
global, surgio el interés de valorar si la presencia de la proteina mutante H3F3A K27M
se relaciona con la respuesta a radioterapia, evaluada mediante la progresion, SLP,
y en los desenlaces clinicos como la modificacion del estado funcional de los pacientes
en nuestra poblacion de pacientes pediatricos y jovenes adultos, por lo que nos

cuestionamos:

Pregunta de investigacion:

¢, Cual es la diferencia en progresion, el periodo libre de progresién tumoral y el estado
funcional después del tratamiento de radioterapia entre quienes tienen o no la
expresion proteica H3F3AK27M por la mutacién del gen H3-3 de pacientes pediatricos

como jovenes adultos con diagndstico de glioma de la linea media?

8.0bjetivo general:

Identificar y comparar la diferencia en progresién tumoral, periodo libre de progresion,
estado funcional; posterior al tratamiento de radioterapia de acuerdo con la expresién
proteica H3F3AK27M por la mutacién del gen H3:-3 de pacientes pediatricos y

jovenes adultos con diagndstico de glioma de la linea media.

Objetivos especificos:

1. Describir las caracteristicas clinicas y lugar de residencia de los pacientes

pediatricos y jovenes adultos con diagndstico de glioma de linea media, asi

como caracteristicas del manejo oncologico.
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2. Determinar la presencia y frecuencia de la mutaciéon del gen H3.3 que
producira la proteina mutada H3F3A K27M, mediante la amplificacion por PCR
y posterior secuenciacién de tejido tumoral, en pacientes pediatricos y jovenes

adultos con diagndstico de glioma de linea media tratados con radioterapia.

3. Determinar la expresién de la proteina mutada H3F3A K27M mediante la
técnica de inmunohistoquimica y frecuencia, en las muestras de tejido tumoral
embebido en parafina, en pacientes pediatricos y jovenes adultos con

diagndstico de glioma de linea media tratados con radioterapia.

4. Determinar y comparar el desenlace oncoldgico de progresion, periodo libre
de progresion tumoral mediante la evaluacién de respuesta a radioterapia por
imagenes de resonancia magnética funcional, posterior al tratamiento de
radioterapia, en pacientes pediatricos y jovenes adultos con diagnéstico de
glioma de linea media tratados con radioterapia, por presencia de la mutacién
H3F3A K27M.

5. Identificar y comparar la evaluacion clinica de estado funcional por escala de
Karnofsky basal y después del tratamiento de radioterapia de los pacientes
pediatricos y jovenes adultos con diagndstico de glioma de linea media de los
pacientes tratados con radioterapia, por presencia de la mutacion H3F3A
K27M.

9. Hipétesis de trabajo

Los pacientes pediatricos y jovenes adultos con diagnodstico de glioma de linea media
que presenten la expresion proteica H3F3A K27M tendran al menos un 30% de
mayor progresion tumoral (20), consecuentemente menor sobrevida libre de
progresion con mayor deterioro del estado funcional medido por la escala de

Karnofsky, en comparacion a quienes no tienen la expresion proteica H3F3A K27 M.
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9. Material y métodos

Diseio

El estudio realizado fue observacional longitudinal retrospectivo comparativo para
valorar la asociacion de la mutacion H3F3A K27M con la progresion tumoral después
del tratamiento a radioterapia mediante el periodo libre progresion y estado funcional.

Estableciendo el tiempo cero posterior a la ultima sesion de radioterapia.

Universo de trabajo para poblacién diana:

Se valor6 a todos los pacientes pediatricos y jovenes adultos con diagnéstico de
gliomas de linea media de la unidad médica del servicio de radioterapia del hospital
de oncologia de Centro Médico Nacional siglo XXI. Avenida Cuauhtémoc 330,
Doctores, 06720 Ciudad de México, CDMX.

Periodo: 01 de enero 2012 a diciembre 2018.

Fuente de informacion: Expedientes clinicos, radiolégicos y de patologia de los

pacientes que cumplieron los criterios de inclusidn que a continuacion se comentan:

Criterios de inclusion:

. Se incluyo a todos los pacientes con edad de 1- 39 afios con diagnéstico de glioma de
linea media reportado por el Servicio de Patologia Institucional, basados en los
criterios diagnosticos histolégicos de la OMS 2007; y tratados en el servicio de

Radioterapia del hospital de Oncologia de centro Médico siglo XXI, ciudad de México.

. Se incluyeron los bloques de tejido embebido en parafina correspondientes a los
pacientes que cumplan el previo criterio comentado, y que contaron con una muestra
biolégica de tejido parafinado con al menos 70% de tejido tumoral, evaluado por

patélogos oncologos.
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Criterios de exclusion:

Pacientes con concurrencia o antecedentes de diagndstico de cancer previos 5 anos
(excepto lesiones benignas o en tumores en relacion con sindromes genéticos como

neurofibromatosis 1/ 2, Sindrome de Esclerosis Tuberosa y Sindrome de Turcot).

Criterios de eliminacion:

Pacientes en los que la muestra de ADN obtenida del tejido tumoral de los bloques de
parafina sea inferior a los minimos necesarios (30 ng con 1.7 de pureza en la relacion
260 / 280) para la amplificacion por PCR y/o para la determinacién de la proteina

mutada por inmunohistoquimica.

Tamano de muestra (muestra prevista)

En relacién con el principal objetivo del estudio de comparacién de los desenlaces
oncolégicos ( progresiéon, SLP) entre pacientes que presenten la mutacion H3F3A
K27M de los que no la presentan, en pacientes pediatricos y adultos jovenes con
gliomas de linea media, y en relacion al unico estudio que valoré la respuesta a la
radioterapia fue el realizado por Castel et al 2015, encontrando de los pacientes con
la presencia de la mutacion H3F3A K27M respuesta a radioterapia en el 55%, y sin
embargo con mayor respuesta a la radioterapia hasta en el 85% de los pacientes que

no presentaron la mutacion, es decir 45% y 15% progresion, respectivamente.

Por lo previamente comentado, los pacientes con la mutaciéon H3F3A K27M tendran
una probabilidad proporcional de mayor progresion de al menos 30%; retomado esta
informacion con el propdsito para el calculo de compromiso de tamano de muestra,
con una o para evitar el riesgo de cometer el error tipo | de 5%, asi como poder del
80% para evitar el error tipo Il, en la plataforma G*Power-2®, para calculo de tamano

de muestra para estudios comparativos con  proporciones de dos grupos
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independientes ( no mutados y mutados) P1=0.85, P2=0.55, respectivamente. Se

obtiene un tamafio de muestra de 30 pacientes para cada grupo, un total de 60.

Basado el calculo del software en la férmula siguiente:

Donde;

N = (Zaz + Zp)? * (p1(1-p1)+p2(1-p2)) / (p1-p2)? = 60 pacientes

n = Tamafo de muestra
Z = Distribucion en el que el valor de la media es igual a 0 y desviacion estandar igual a 1

o = Error tipo |
3 =Error tipo Il

P1 = Prevalencia en el grupo de estudio
P2 = Prevalencia en el grupo control

Muestreo

Tipo: Muestreo no aleatorio por conveniencia

Tabla 3. Definicion de variables del estudio

Mutacion del gen
H3.3

Variable
Independiente

Proteina
H3F3AK27M Mut
Variable
Independiente

Progresion o]
Crecimiento
Tumoral

Variable de

Dependiente

Periodo Libre de
Progresion
Variable de
Dependiente

DEFINICION CONCEPTUAL

Alteracion genética en ADN de
tejido tumoral en el gen de la
histona 3, mutacion  de
ganancia.

Proteina mutada en el residuo
de lisina y sustituida por
metionina en la posicién 27, con
resultante H3F3A K27M

Presencia de Crecimiento o
presencia de lesién Tumoral por
determinacion de imagen de

Resonancia Magnética por
criterios EANO (anexo1),
después al tratamiento de

Radioterapia al mes.

Tiempo o periodo sin evidencia
de crecimiento o presencia de
una nueva lesién por estudio de

resonancia magnética  por
criterios EANO (anexo1),
posterior al tratamiento de

radioterapia.

DEFINICION
OPERACIONAL
Determinacion por
extraccion de ADN de
tejido tumoral parafinado,
posterior amplificacion y
secuenciacion Sanger.

Determinacion  por 2
patélogos y un tercero de
evaluacion, por técnica de
inmunohistoquimica,
como un patrén difuso en
nucleo.

Determinacion de la falta
de control tumoral de la
resultante del Control de
Imagen del tratamiento
de Radioterapia.

Determinacion en meses
del control tumoral de la
resultante del control de
imagen del tratamiento de
Radioterapia.

TIPO
VARIABLE
Cualitativa
Nominal

DE

Cualitativa
Nominal

Cualitativa
Categodrica
ordinal

Cuantitativa
discreta

ESCALA DE MEDICION

DEFINICION
-Presente
-Ausente

-Presente
-Ausente

1Respuesta Completa

2Respuesta Parcial

3Enfermedad Estable
4Progresion Tumoral

meses
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Estado Funcional
Basal

Karnofsky (KNF)
Variable de
Dependiente

Estado Funcional
Posterior a
Tratamiento
Karnosfky (KNF)
Variable
Dependiente

Edad (Variable
descriptora)

Sexo  (Variable
descriptora)

Tratamiento
quirdrgico

Dosis Total de
Tratamiento  de
Radioterapia

Técnica de
Tratamiento  de
Radioterapia

Tipo de
Fraccionamiento
de Radioterapia

Tratamiento  de
quimioterapia
(variable
confusora)

Escala que evalia el estado
funcional o de actividad de los
pacientes pediatricos y Adultos,
antes del tratamiento de
Radioterapia. ANEXO 2

Escala que evalua el estado
funcional de los pacientes
pediatricos y Adultos, posterior
al tratamiento de Radioterapia.
ANEXO 2

Tiempo transcurrido desde el
nacimiento de una persona
hasta la fecha actual.

Constitucion  érganica
distingue al nifio de la nifia.

que

Manejo de reseccion de tumor.

Dosis de manejo mediante
radiaciones  ionizantes  tipo
gamma, expresadas en unidad
de absorcion por kg de material
u organismo.

Planeacion y aplicacién de
dosis de radiacion ionizarte para
su distribucion dirigida a un
blanco de tratamiento.

Dosis por fraccion del manejo
mediante radiaciones ionizantes
tipo gamma, expresadas en
unidad de absorcién por kg de
material u organismo.

Esquema de tratamiento de
quimioterapia por via
intravenosa o via oral como
manejo oncoldgico.

Escala porcentual en
acuerdo a la capacidad
del realizar sus labores
diarias. Y en el paciente
pediatrico es la capacidad
de jugar y realizar sus
actividades al dia.

Escala porcentual en
acuerdo a la capacidad
del realizar sus labores
diarias. Y en el paciente
pediatrico es la capacidad
de jugar y realizar sus
actividades al dia.

Numero de afios de vida
que el paciente dice tener
al momento de ser
recabado para el
expediente clinico.

Constitucion érganica que
es recabada de lo
consignado en expediente
clinico.

Porcentaje de reseccion.
Reseccién maxima 100-
80%, reseccion subtotal
=<80-30% y Biopsia<29%

Determinacion dosis total
en acuerdo a guias
internacionales y criterio
médico, reportadas en
plan de sistema de
planeacion virtual.

Determinacion en
acuerdo a lo contorneado
para cada blanco tumoral
en acuerdo a guias
internacionales y criterio
médico.

Determinacion dosis total
en acuerdo a guias
internacionales y criterio
médico, reportadas en
plan de sistema de
planeacion virtual.

Identificacion de
aplicacién de manejo de
quimioterapia.

Cuasidimensi
onal,
constructo.

Cuasidimensi
onal,
constructo.

Cuantitativa
discreta

Cualitativa
Nominal

Cualitativa

Ordinal

Cuantitativa
Continua

Cualitativa
Nominal

Cualitativa
Nominal

Cualitativa
Nominal

Karnofsky: 0-100%

Karnofsky: 0-100%

Anos

Femenino
Masculino

-Reseccion Maxima
-Reseccion Subtotal
-Biopsia

Gy

-3D Conformal

-Intensidad Modulada
-Intensidad Modulada Dinamica
Volumétrica.

-Convencional
-Alterado hipofraccionado

-Temozolamida
-Esquema Hibrido
-Ninguno
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Descripcion general del estudio

Se realiz6 una valoracion de los expedientes de los pacientes que cumplieron los
criterios de inclusion, de los cuales se obtuvieron las muestras de proteina y de DNA
para realizar las determinaciones moleculares por Inmunohistoquimica y
secuenciacion. Los resultados se correlacionaron con los datos clinicos y se
recopilaron los desenlaces clinicos y oncologicos (Figura 4 y ver manual de

procedimientos en anexo 5).

ALGORITMO ANALISIS

Determinacion Edo. funcional y
molecular de progresion tumoral
H3F3A K27M por Imagen y SLP

Pacientes Valora
(2012-2018) de Sobrevida libre
de progresion

ESTUDIO: OBSERVACIONAL LONGITUDINAL
RETROSPECTIVO COMPARATIVO

Figura 4. Se muestra el flujo de la metodologia iniciando con la valoracién de los expedientes de los pacientes del 2012 al 2018 que
cumplan los criterios de inclusion, para posteriormente realizar las determinaciones de la mutacion genética y de la proteina mutante y se
analizara los datos clinicos con las determinaciones moleculares.

Extraccion de ADN y secuenciacion

Se realizo la recopilacion de los bloques de parafina previamente caracterizadas por
tincion con Hematoxilina / Eosina de los pacientes seleccionados para la valoracion
del tejido tumoral en su predominio (Patdlogo experto). La extraccion de DNA se
realizd por medio de ReliaPrep™ FFPE gDNA MiniPrep System de Promega siguiendo

las indicaciones del fabricante. Se verificd su integridad por medio de un gel de
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agarosa al 0.8 % con un desarrollo de 80 volts durante 90 minutos de corrimiento. Una
vez verificado y cuantificado por espectrofotometria (EPOCH); se amplifico la region
de interés por PCR convencional usando 100 ng de muestra con GoTag DNA
polymerase de Promega siguiendo sus recomendaciones. Los oligonucledtidos se

disefiaron previamente usando Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/) y

se analizaron usando las herramientas de IDT (Integrated DNA Technologies)
(https://www.idtdna.com/) y BLAST-N (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/) para evitar
homoduplex y heteroduplex de los oligonucleotidos y amplicones inespecificos,
respectivamente. Para la reaccion de secuenciacién se realizé con BigDyeTM
terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit de Applied Biosystem con el amplicon
previamente purificado por escision de banda de gel de agarosa usando el kit QUIAEX

Il de QIAGEN (ver manual de procedimientos).

Las muestras fueron secuenciadas usando el 3500 Series Genetic Analyzer de
Applied Biosystem. El andlisis de los datos se utilizd Sequencher DNA Sequence
Analysis Software de GeneCodes y la base de datos de GenBank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

Expresion de proteina mutada

Se valoro la expresidon proteica mediante la técnica de inmunohistoquimica por el
sistema de peroxidasa y diaminobencidina con un anticuerpo especifico para la
deteccion de la proteina H3F3A K27M mut (Medaysis®, catalogo RM0106, clona
RM192 a la concentracién 1:100) en el sistema automatizado ventana, en acuerdo a
la técnica validada por Venneti et al 2014 (18). El analisis de imagenes para la
evaluacion semicuantitativa fue mediante el sistema de patologia digital APERIO®,

ver manual de procedimientos.
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Recopilacién clinica de desenlaces

Se revisaron los expedientes clinicos y radiolégicos de los pacientes con diagnéstico
de glioma de linea media, tratados en el servicio de Radioterapia; y se valor¢ el estado
funcional como desenlace clinico posterior a radioterapia. La identificacion de la
progresion fue mediante la respuesta radiolégica a radioterapia por imagenes
mediante el reporte de Radiologia basado en los criterios de EANO/RANO (experto
en imagen oncologica) contemplando un primer control y se obtuvo la SLP mediante
los seguimientos de imagen a los 6, 9 y 12, meses, en acuerdo a las guias

internacionales.

Analisis de informacion:

El analisis estadistico se realizé con apoyo de la herramienta del paquete estadistico
Prism v6. Inicialmente se realizé6 un analisis descriptivo para la obtencion de
frecuencias absolutas y proporciones, asi como de distribucién de las caracteristicas
clinicas y lugar de residencia de los pacientes. Se realiz6 pruebas de normalidad como

la de Kolmogorov- Smirnov.

La estadistica inferencial realizada fue para establecer la diferencia entre variables
categoricas mediante prueba X? con su respectivo ajuste y exacto de Fisher, para
variables relacionadas (estado funcional previo y posterior a radioterapia) se realizé
ajuste de Mantel- Haenszel. Y se realizo las curvas de Kaplan Meier, para la sobrevida
libre progresién tumoral. El analisis de Log Rank se realiz6 para establecer la
diferencia entre el grupo de pacientes con presencia de la mutacion H3F3A K27M vy el

grupo que no la presenté.
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Normativa y aspectos éticos:

El presente estudio se realizé mediante la recopilacion de tejido tumoral parafinado y
expedientes clinicos-radiolégicos se considerd un estudio sin riesgo, con registro de
aprobacion por los comités de Investigacion y Bioética R-2018-3602-016. La
recopilacion de los resultados y la presencia del biomarcador del tejido tumoral de los
pacientes, asi como la documentacion del estudio de registros fue responsabilidad de
los investigadores y se salvaguardo siempre la confidencialidad y privacidad de los

pacientes.

De acuerdo con los principios de bioética vigentes se mantuvo la confidencialidad y
privacidad de los pacientes en el presente estudio. La informacion parcial resultante
del estudio ha sido utilizada con fin de informacién médica o investigacién, y para
presentaciones con el mismo fin, pero siempre se ha salvaguardo la identidad de los

pacientes.

Cumplimiento de la ley y bioseguridad:

El protocolo de este estudio cumplié con los aspectos éticos de investigacion en seres
humanos de acuerdo con los principios de la Declaracion de Helsinki, asi como del
Reglamento de la Ley General en Salud en materia de Investigacion para la Salud,

Titulo segundo, Capitulo I, articulo 17 bis1.

Este estudio se clasifico como una investigacion sin riesgo de acuerdo al Reglamento
de la Ley General en Salud en materia de Investigacion, dado que se efectud revision
de bloques de parafina de un archivo que contienen tejido procedente de la biopsia
realizada a los pacientes como parte del procedimiento habitual en el diagndstico
patologico de gliomas de linea media, ademas de la revision de sus respectivos

expedientes clinicos (incluyendo el radiolégico).
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Los sujetos a los cuales pertenecian las muestras de tejido a estudiar no recibieron
algun beneficio directo como parte de este estudio; los resultados que se obtuvieron
no fueron aplicables a la practica clinica y por lo tanto, no se aplicaron para determinar
su tratamiento y establecer su prondstico. Los resultados que se obtuvieron en este
estudio representaron un beneficio indirecto, ya que se obtuvo conocimiento cientifico,

que un futuro puede contribuir como un beneficio social.

Por lo tanto, el balance riesgo/beneficio de este estudio, se incliné hacia el beneficio,
ya que no represento ningun riesgo para los sujetos de estudio debido a que se trabajo
unicamente con sus muestras de tejido. Se protegio el derecho de las pacientes a
solicitar nueva revision de su diagndstico mediante las laminillas y bloques, teniendo
el cuidado de conservar material en los bloques de tejido embebido en parafina que
fue utilizado para el estudio y en lo posible con el minimo volumen necesario utilizando

la técnica de microarreglo tisular.

Al final del estudio, los bloques de tejido embebido en parafina o laminillas que no se
retomaron para muestra del proyecto fueron devueltos al servicio de Patologia, y las
laminillas o muestras que se utilizaron para el proyecto de investigacion se
conservaran durante 5 afios en el laboratorio de Oncologia Molecular de la UMAE
Hospital de Oncologia, Centro Médico siglo XXI y se desecharan pasado ese periodo
de tiempo, lo previamente comentado en acuerdo a la normatividad PROY-NOM-037-
SSA3- 2013.

En relaciéon a la suspension del requisito de consentimiento informado, de acuerdo a
lo que se sefiala en las Pautas Eticas Internacionales para la Investigacién Biomédica
en seres humanos preparadas por el Consejo de Organizaciones Internacionales de
las Ciencias Médicas (CIOMS) en colaboracion con la Organizacion Mundial de la
Salud, en la pauta 4 en referencia al consentimiento informado individual subdivision
uso de especimenes bioldgicos archivado, se sefala que los registros médicos y las
muestras bioldgicas tomadas en el curso de la atencion clinica pueden utilizarse para

la investigacion sin el consentimiento de los pacientes/sujetos, si un comité de
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evaluacion ética ha determinado que la investigacion tiene un riesgo minimo o no tiene
riesgo, que no se violaran los derechos o intereses de los pacientes, que se asegura
la privacidad y confidencialidad o anonimato y que la investigacién ha sido disefiada
para responder una pregunta relevante o importante y seria impracticable si el

requisito del consentimiento informado fuera impuesto.

En la pauta 18 referente a la proteccion de confidencialidad se sefiala que los estudios
epidemioldgicos utiliza los registros médicos y generalmente es impracticable obtener
el consentimiento informado de cada paciente identificable, por lo que un comité de
evaluacion ética puede suspender el requisito de consentimiento informado cuando
esté en consonancia con los requisitos de la legislacion aplicable y existan garantias
seguras de confidencialidad, por lo que en relacion a lo anterior, en este estudio fue

apoyado por jefatura del servicio de Patologia de la unidad.

Factibilidad del estudio

El presente estudio fue factible debido a que se contd con la informacion clinica y la
muestra bioldgica en parafina (referente a la revision del material en las unidades de
oncologia ya comentadas con manejo de radioterapia). La tutora del proyecto la Dra.
Patricia Pifa tuvo amplia experiencia en determinaciones de biologia molecular, y
conto con la infraestructura necesaria para su realizacion, y el resto de consumibles
faltantes, fueron apoyados por el laboratorio de diagnéstico oncoldgico y por parte del

estudiante de maestria.

Ademas, en el hospital de Oncologia cont6é con el apoyo de expertos en Radiologia
Oncolégica, Patologia Oncoldgica, Oncologia Médica Pediatrica y asesores expertos

de diferentes unidades como se menciona a continuacion:
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Recursos humanos

1.

D. en C. Patricia Pifla Sanchez
Bidloga, Maestra en Ciencias Quimico-bioldgicas y Doctora en Ciencias

Biomédicas. Miembro del SNI nivel |. Coordinacién general del proyecto.

. Dra. Iris Feria Romero

Doctora en Ciencias Biolégicas. Miembro de la Unidad de Investigacion de
Enfermedades Neuroldgicas del Hospital de Especialidades.

Dra. Alicia Georgina Siordia Reyes

Médico especialista en Patologia con subespecialidad en Oncoldgia Pediatrica.
M. en C. Héctor Urueta Cuellar

Bidlogo, Maestro en Ciencias Bioquimicas. Miembro del departamento de
Genética, Laboratorio de Biologia Molecular, del Hospital General de México.
M.A.E. Maria Fatima Chilaca Rosas

Médico de Alta Especialidad en Radio Oncologia Pediatrica y Especialista en.
Radio Oncologia. Alumna de Maestria en Ciencias Médicas, IMSS/UNAM.

Infraestructura

e El laboratorio de Oncologia Molecular, Unidad de Investigacion en Enfermedades
Oncolégicas, Hospital de Oncologia, CMN SXXI, IMSS, se encuentran equipado para
efectuar analisis de inmunohistoquimica y biologia molecular.

e Archivo de bloques de parafina.

¢ Archivo de expedientes clinicos e imagen de los pacientes con la neoplasia.

Financiamiento

El protocolo se sometid en las convocatorias de financiamiento Institucionales por el FIS y en

convocatorias de la UNAM, en esta ultima con resultado favorable, pero finalmente el apoyo

financiero no se concluyo por disyuntivas administrativas.
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11. Resultados

Se encontré registro de 109 expedientes de pacientes pediatricos y jévenes adultos
con diagnéstico de glioma de linea media en el archivo del Hospital de Oncologia del
Centro Médico Nacional Siglo XXI, en el periodo comprendido entre 1 de enero de
2012 al 31 de diciembre de 2018 (Figura 5). Sin embargo, 61 pacientes que contaban
con expediente clinico, solo fue posible recuperar el tejido tumoral embebido en
parafina de 35 pacientes, posteriormente se excluyeron 3 pacientes por inadecuada
calidad de ADN, por lo que se analizaron para este estudio 32 pacientes. La zona de
residencia de los pacientes se distribuyé como se muestra en la figura 6, destaca que
el 46.9% pertenecen al area Metropolitana, y las caracteristicas clinicas de los

pacientes analizados se muestran en la Tabla 4.

109 PACIENTES REGISTRADOS CON

DIAGNOSTICO DE TUMOR DE LINEA MEDIA
(2012 - 2018)

PACIENTES PEDIATRICOS PACIENTES ADULTOS
n= 81 n=28

PACIENTES PEDIATRICOS PACIENTES ADULTOS
n= 47 n=14

PACIENTES PEDIATRICOS PACIENTES ADULTOS
n= 23 n=9

Figura 5. En el esquema se observa la pérdida de evaluacién de muchos casos de pacientes, con
relacion a la falta de toma de biopsia diagnostica, la obtencion de tejido adecuado y preservacion
que permitiese cumplir los criterios para el analisis del estudio.
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DISTRIBUCION GEOGRAFICA

30.0 m Estado de México
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Figura 6. En la grafica de frecuencia se observa que el lugar de origen de los 32 pacientes fue con
mavyor frecuencia se encontré Estado de México.

Tabla 4. Caracteristicas de los pacientes

n= 32 100%
Edad en grupo global
Mediana 10 afios
Rango (1-39)
Sexo (F:M) 1.3:1
-F 18 56.2
-M 14 43.8
Tipo de pacientes:
-Pediatricos 23 71.9
-Adultos Jovenes 9 28.1
Localizacion /Extension
-Pontino y/o extensién a mesencéfalo 20 62.5
-Talamo 8 25
-Otros sitios de linea media 4 125
Sintomas
-Alteracion de nervio craneal 20 62.5
-Déficit motor 30 93.75
Ataxia 28 87.5
Estado Funcional Basal
>/=80% 7 21.9
</=70% 25 78.1
Intervencion Quirdrgica
-Biopsia 32 100
-Reseccion Subtotal 0 0
Esquema de Radioterapia
-Convencional 30 93.8
-Alterado 2 6.2
Dosis de Radioterapia
>/=54Gy 14 43.7
</=55Gy 18 56.3
Modalidad de Radioterapia
-Conformal 29 90.6
-Intensidad Modulada 3 94
Quimioterapia
-Manejo hibrido c/s temozolamida (3-12 c) 23 71.9
-Ninguno 9 28.1

Abreviaturas: n= numero de sujetos estudiados, F= sexo femenino, M= sexo
masculino, KNF: Escala de estado funcional de Karnofsky y Gy=Gray.
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Determinacion de la presencia de la mutacién del gen H3.3

La determinacion de la presencia de la mutacion del gen H3.3 se realiz6 como parte
de la validez interna de la determinacion de la mutacion inicialmente por la prueba de
inmunohistoquimica. Se verifico la calidad del ADN y su integridad en gel de agarosa
al 0.8% (ver tabla 5y figura 7). La amplificacion de la secuencia de interés se realiz6
con los oligonucledtidos Forward primer: GTACAAAGCAGACTGCCCGCAAAT vy
Reverse primer: GTGGATACATACAAGAGAGACTTTGTCCC de las muestras
determinadas como positivas por IHQ (ver figura 8). Y después se realizé la reaccidon
de secuenciacién mediante la plataforma Sequencher 5.4.6 Gene Codes Corporation

(ver figura 9).

Tabla 5. Relacion de ADN y su pureza

Carril Muestra ng/pL 260/280 , s:=t=-—a S=izsea
100ph. 1 | B2 U3 FA LA 6= =K 9 10
1 H3-012 61 1.8 ol ) bl e i et e il L
2 H3-022 181 1.8
3 H3-019 94 1.8
4 H3-013 111 1.8
5 H3-014 134 1.8 -
6 H3-023 127 1.8
7 H3-005 326 1.8 )
Figura 7: Se observan el gel con 5uL de
8 H3-018 206 19 muestra a un voltaje de 80 volt/cm? durante 90
minutos y se revelo con Gel Red al 1x.
9 H3-025 208 1.8
10 Control 115 1.8
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100 pb

500 pb

Figura 8. Se observa en el gel de agarosa los productos de PCR con tamafio de 179pb, las muestras
de los casos de los pacientes positivos por IHQ presentes en los pozos con niumero de folio del 1-9 y
el numero 10 correspondiente al control.

® H3F3AEx2-13F Fragment base *¥28_ Base 28 of 113 ®
A_A A A_G [» C G C T cC G C A oW G A_G T G _C G C C
AA ARG CCGCTECCGCANDNG AG T C 6 C C

o o]
==
2| (o]
]
== ]
o]

L L - R T

LY

Comparacion entre secuencias

Top Sequence NM_002107 13 14 Total
82 AAG AAG ATG AAG

l 27 Lys Lys MET Lys 1

Total 0 1 0 1

Figura 9. Se observa la mutacién puntual por la técnica de secuenciacién de Sanger, y en la tabla
se muestra el codon implicado. Sequencher 5.4.6 Gene Codes Corporation.

Encontrando que la frecuencia de la presencia de la mutacién en el gen H3.3 por grupo
de edades y localizacion como se muestra en la tabla 6, destacando que del subgrupo
de pacientes pediatricos con localizacion unicamente de tallo en el 42.8% (6
pacientes) presentd la mutacion, y en los pacientes adultos jovenes del subgrupo de
localizacién tallo representd el 33.3% (2 pacientes) y un solo paciente adulto con

localizacion en talamo con la mutacion homocigota.
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Tabla 6. Presencia de la mutaciéon H3F3A K27M* por grupo de edad y localizacién.

Grupo Pediatrico n=23 (100%)
H3F3A K27M (+) H3F3A K27M (-)
6(26.1%) 17(73.9%)
-Tallo 6(26.1%) 8(34.8%)
-Talamo 0(0) 6(26.1%)
-Linea Media 0(0) 3(13%)
Grupo Adulto joven n=9 (100%)
H3F3A K27M (+) H3F3A K27M (-)
3(33.3%) 6(66.7%)
-Tallo 2(22.2%) 4(44.5%)
-Talamo 1(11.1) 1(11.1%)
-Linea Media 0(0) 1(11.1%)

*|ldentificacion por inmunohistoquimica y corroborada por secuenciacion Sanger. Abreviatura:

n=numero total de sujetos por subgrupo de analisis de edad.

Expresién de la proteina mutada H3F3A K27M

En la determinacion de la expresion de la proteina H3F3A K27M, se obtuvieron cortes
de tejido tumoral de los 32 pacientes se sometieron al proceso recomendado por la
casa comercial del paquete de inmunohistoquimica Master Diagnostica®, ver manual
de procedimientos en el anexo. El analisis e interpretacion de la presencia de la
expresion difusa nuclear de la proteina mutada H3F3A K27M (véase figura 10), se
evidenciéo en 9 pacientes (6 pacientes pediatricos y 3 adultos joévenes), en igual
proporcion a lo previamente mencionado en la determinacion de la mutacién del gen
H3-3.
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Figura 10. En laimagen A se observa el tejido tumoral de un glioma difuso de alto grado
por caracteristicas histoldgicas con tincion de hematoxilina- eosina (40x); en la figura B
se observa el tejido tumoral de un paciente pediatrico con la inmuno-tincién nuclear
difusa con reconocimiento de la proteina mutada H3F3A K27M. En la figura C se
observa el tejido tumoral negativo a la inmuno-tincién del anticuerpo monoclonal de la
expresion de la proteina mutada H3F3A K27M. En la figura D se muestra la inmuno-
tincion positiva a la expresion de la proteina mutada H3F3A K27M en el tejido tumoral
de un paciente joven adulto.

Estado funcional de los pacientes pediatricos y jéovenes adultos.

El 78.1% de los pacientes previo a manejo con radioterapia presentaron <70% vy el
21.9 % con estado funcional de 80-90%. Después del manejo de radioterapia el
Karnofsky = 80% se presentd en el 75% de todos los pacientes (p <0.03); cuando se
agruparon por la expresion de la mutacién H3F3A K27M, se encontré que los
pacientes que presentaron la mutacién el 66.6% (5) no modifico el estado funcional
<70%, y los 23 pacientes que no presentaron la mutacién el 86.9% (20 pacientes)

presentaron = 80%, ver tabla 7 y figura 11.

37



Tabla 7: Modificacion del estado funcional por radioterapia

KNF previo a RT KNF Posterior a RT Valor
n= 32 n= 32 (p)
<70% 2 80% </=70% = 80%
25 (78.1%) 7 (21.9%) 8(25%) 24(75%) <0.05
H3F3A K27M H3F3A K27M (+) H3F3A K27M (+) H3F3A K27M (+)
(+) =7 =2 =5 =4

Tabla 10.3. Se observa mejoria del estado funcional después del tratamiento de Radioterapia
con diferencia estadisticamente significativa en los casos que se presentd la mutacion
predominantemente sin cambios en el estado funcional (p< 0.02), se analiz6é con prueba X2 con
ajuste de Mantel-Haenszel.

ESTADO FUNCIONAL Y LA PRESENCIA
DE LA MUTACION

20
15

10

ol

-'i-I

Mutacion H3F3A K27M (+) Mutacion H3F3A K27M (-)

BKNF <70 = KNFz=80
Figura 11. Se observa mejor estado funcional de KNF= 80 en los pacientes sin

la mutacion H3F3K27M (representado por el color gris) con diferencia
estadisticamente significativa (p< 0.05), se analizd con prueba exacta de Fisher.

38



Modalidad de radioterapia

La mayoria de los pacientes analizados recibié manejo con la técnica conformal en el

90.8% (véase figura 12), sin embargo, en la distribucion en proporcion de los pacientes

que presentaron la mutacion H3F3A K27M por técnica fue semejante (p=0.18).

MODALIDAD DE RADIOTERAPIA

25
20
® Mutacion H3F3A
15 K27M (+)
Mutacion H3F3A
10 K27M (-)
5 l

IMRT/VMAT CONFORMAL

Figura 12. Se observa el area gris del grafico los pacientes sin la
presencia de la mutacién y en azul la representacion de los
pacientes que presentaron la mutacién; para ambas
modalidades de técnicas de radioterapia IMRT/VMAT vy
Conformal, pero sin diferencia estadisticamente significativa (p=
0.18) por la presencia de la mutacion H3F3A K27M; se analizd
con prueba exacta de Fisher.
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Progresion y Sobrevida Libre de Progresion

La mediana de SLP fue de 6 meses en el grupo de pacientes pediatricos y 13 meses
para los pacientes adultos jovenes (véase figura 13). El 100% de los pacientes que
presentaron la mutacién progresaron y en el 52.2% de los pacientes que no
presentaron la mutacion.

La presencia de la mutacion H3F3A K27M decremento la mediana de SLP de 4.5y 1
mes (p=0.29 y p< 0.024) por grupo de edad pediatrica y adulto joven, respectivamente

(véase en figuras 14Ay 14B).

En el analisis de los pacientes que recibieron quimioterapia 71.8% vs 28.2% que no
recibieron (ver figura 15), no se encontro diferencia en la SLP (p=0.44). En referente
a la dosis de radioterapia (ver figura 16), tampoco se encontro diferencia en la SLP de

los pacientes que recibieron dosis menores a 55 Gy (p=0.44).

SOBREVIDA LIBRE DE PROGRESION

100 o
—— Pediatrico
—— Adulto joven
X 50- p =0.44
0 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I
0 20 40 60 80 100
meses

Figura 13. Curva de sobrevida libre de progresion por grupo
de edad, sin diferencia significativa p=0.44 (andlisis de log-
rank).
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Figura 14.A) Curva de sobrevida libre de progresion por
presencia de la mutaciéon en el grupo pediatrico no mostrando
diferencia estadistica (p=0.29). 14.B) Curva de SLE por
presencia de la mutacién en el grupo de adultos jévenes (p
<0.004), con significancia estadistica al analisis log- rank.
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SOBREVIDA LIBRE DE PROGRESION
CON LA MUTACION H3F3A K27M

100 - —— Quimioterapia

] —— Sin quimioterapia

] p=0.43
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° 50
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0 5 10 15
meses

Figura 15: Curva de sobrevida libre de progresion en pacientes con la
presencia de la mutacion por manejo de quimioterapia, sin diferencia
significativa al analisis de log-rank (p=0.43).

SOBREVIDA LIBRE DE PROGRESION
CON LA MUTACION H3F3A K27M

100 —— </=55Gy
] —— >/=54Gy
: p=0.43

2 :

50

04— —r 1 r I 1
0 5 10 15

meses

Figura 16: Curva de sobrevida libre de progresién en pacientes con la
presencia de la mutacion con diferente dosis de radioterapia, sin
diferencia significativa al analisis de log-rank (p=0.43).
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12. Discusion

Nuestro estudio encontré que la mayoria de los pacientes analizados fueron
originarios del area metropolitana de nuestro pais por la cercania a los centros de
tercer nivel de atencion institucional. La mediana de edad por la localizacion de
gliomas de linea media en el global de los pacientes fue 10 afos similar a los reportado
por Mackay y colaboradores(42); pero a la subdivision por subgrupos de edades: en
los pacientes pediatricos la mediana fue de 7 afios muy similar a lo reportado en la
literatura por el grupo de Kleinschmidt-DeMasters con mediana reportada de 8 afios,
y en el subgrupo de jovenes adultos del presente trabajo con una mediana de 26 afios
de edad dicha cifra inferior a lo reportado en por Kleinschmidt-DeMasters, pero
destacando que en dicho trabajo las edades de los pacientes adultos evaluados

incluyeron adultos mayores (24).

La presentacién clinica basal de nuestros pacientes fue ataxia en 87.5% y déficit motor
93.8%, y lamentablemente la descripcién de la evolucion de la mayoria de los
pacientes fue abrupta y con frecuencia relacionada con lesiones pontinas con afeccion
a mesencéfalo de forma difusa y/o extensa en el 62.5%, y en otros escenarios como
el de 4 pacientes con lesiones extensas desde el cuerpo calloso, protuberancia hasta

hipotalamo fueron considerados como afeccion extensa de la linea media.

Al valorarse en el subgrupo de los pacientes con la expresion de la proteina mutada
H3F3A K27M todos presentaron déficit motor, alteracién de nervio craneal y ataxia del
subgrupo de pacientes pediatricos y en el subgrupo de jévenes adultos presentaron
alteracion de nervio craneal y déficit motor en el 100% de los que expresaron la
proteina mutada; por lo que no se encontro diferencia clinica por subgrupo de edades

en contraste a lo reportado por el trabajo de Jiang y colaboradores (48).
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En los pacientes pediatricos como jovenes adultos, presentaron la expresion de la
proteina mutada H3F3A K27M en el 26.1% y 33.3%; respectivamente, sugiriendo una
menor proporcidon a 34.9% como reportado por Mackay y cols.(42), pero a la valoraciéon
de la presencia de la mutacion H3F3A K27M por subgrupos de localizacion, se
encontré que la proporcion especifica para la localizacion de tallo estuvo presente
hasta en el 42.8% concordante a lo publicado en la literatura, siendo importante

remarcar que la localizacién de tallo fue la mas frecuente.

Sin embargo, la lesiones con localizacion en talamo se encontré en pediatricos en
mayor frecuencia pero ninguna con la expresion de la proteina mutada H3F3A K27M,
y solo se encontré en poblacion adulta la presencia de la mutacién H3F3A K27M en
esta localizacion, siendo de forma contrastante con otras publicaciones en las cuales
se han evidenciado esta localizacién con mayor frecuencia en poblacién adulta con la

mutacion e inclusive de forma localizada a hipotalamo(49).

El estado funcional para nuestro estudio fue relevante en la valoracion del estado
basal del paciente, debido a que la mayoria de los pacientes al diagndstico
presentaron cuadros clinicos avanzados (alteracién de nervio craneal, alteracion
motora y ataxia), en relaciéon con la extensién de la neoplasia como ya se ha
comentado. Encontramos que los pacientes con la presencia de la mutacion H3F3A
K27M no modificaban el estado funcional o no presentaban mejoria posterior al
tratamiento de radioterapia. Al respecto Demaria y Mackay han sugerido la asociacion
de falla de respuesta a radioterapia y su posible relacion de radioresistencia por
mecanismos de afeccidon en la respuesta inmune celular de linfocitos CD8 y

modificacién del microambiente (47, 50).

Aunque algunos hallazgos ya mencionados en referente a la proporcion de la
presencia de la mutacion y la falta de respuesta posterior al manejo de radioterapia
con repercusion de la falta de mejoria del estado funcional de los pacientes, se
encontrd en este estudio que no se asociaba al tipo de modalidad, esquema o dosis

total de radioterapia siendo estos datos importantes de este estudio.
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La evaluacion de la escala NANO, recientemente propuesta por las guias
internacionales de neuro oncologia para la practica clinica, no fue posible valorarse
en nuestros pacientes, debido a que los parametros no se recopilaron en todas las
valoraciones clinicas de la consulta externa pediatrica y de adultos jévenes, con
relaciéon a la propia naturaleza retrospectiva del estudio. Por lo previamente descrito
este trabajo nos permitié evidenciar la necesidad de complementar e implementar la
valoracion de esta escala NANO en la clinica médica de neuro-oncologia institucional

cotidiana.

En nuestro estudio se buscé la posible participacion de la dosis y modalidad de
tratamiento de radioterapia asociada a la SLP, pero no se encontré impacto en la
SLP; aunque en este respecto, existe informacion del posible beneficio de esquemas
alterados o por dosis en los tumores con la mutacion H3F3AK27M y la respuesta a la
radioterapia como en el trabajo de Demaria 2012(35), pero aun no se ha valorado en
ensayos clinicos los diferentes esquemas alterados con estos contexto clinico y la
posible implicacion biolégica y predictiva con el manejo oncoldgica en la presencia de
la mutacion H3F3A K27M.

La SLP fue reducida de manera importante por la presencia de la mutacion
encontrando una mediana en adultos y pacientes pediatricos de 4.5 meses vs 1 mes,
respectivamente; cobrando relevancia en el prondstico del paciente en nuestro
estudio, comparado con lo reportado por Jiang en los paciente adultos y pediatricos
de 16 y 10 meses, respectivamente(48, 51); por lo que genero el cuestionarnos la
posible implicacion del estado funcional al debut podria influir en la SLP,
independientemente de la presencia de la mutacion, en relacién a que los pacientes
acudieron de manera inicial con enfermedad clinica avanzada; pero dicha propuesta

debera ser explorada y confirmada en un estudio prospectivo.
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Ademas, se valoré la presencia de la quimioterapia en los pacientes pediatricos que
la recibieron, no encontrandose beneficio, pues solo se observo en las graficas de SLP
el efecto de la radioterapia, y lamentablemente en 4 pacientes pediatricos que
recibieron quimioterapia presentaron complicaciones graves relacionadas, en

ausencia o presencia de la mutacion.

En nuestro estudio encontramos como principales limitaciones: la naturaleza
retrospectiva, el numero de sujetos analizados en relacidén con la baja toma de biopsia
estereotaxica relacionada a la falta de recurso al diagnéstico extenso, y la falta de un

banco para el adecuado resguardo de tejido tumoral.

Por lo previamente comentado sera importante para futuros estudios prospectivos en
nuestra poblacién valorar y validar la toma de biopsia liquida de liquido
cefalorraquideo por punciéon lumbar, con procesamiento de la muestra mediante
amplificacion de ADN circulante tumoral mediante la PCR por punto final y
secuenciacion Sanger (52). Otra opcion como ya se ha comentado por otros autores
para una mejor precision del diagnéstico y valoracion de la agresividad y pronéstico
de la enfermedad mediante la determinacién de la técnica de PCR cuantitativa como

lo sugerido en su trabajo de Stallard y colaboradores (53, 54).

La validacion de la biopsia liquida permitiria obtener en la mayoria de los pacientes la
evaluacion de la presencia y ausencia de la mutacion H3F3 K27M vy
consecuentemente poder conocer el pronéstico del paciente, y sustentar en un futuro

ensayos clinicos, evitando las complicaciones por la toma de biopsia tradicional.

La informacion generada en el presente trabajo nos sugiere que en nuestra Instituciéon
se debera buscar diferentes vias para lograr el diagnéstico molecular como ha sido
remarcado en los criterios solicitados por la OMS 2016, lo cual es factible en funcién

de los resultados logrados en el presente trabajo.
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Un avance importante con este proyecto fue la validacion de la técnica de IHQ para la
expresion de la proteina mutada H3F3A K27M mediante secuenciacion Sanger para
el diagnostico en nuestra Institucidon. El presente estudio apoyo la obtencion de la
frecuencia de la presencia de la mutacion H3F3A K27M, ademas de que nos reveld
importante informacion clinica a considerar y las areas de oportunidad por valorar en
este grupo de pacientes, con lo que se generaron bases de datos para el desarrollo
de estudios prospectivos que puedan validar los resultados y generar informacion para
extender diferentes esquemas de radioterapia que puedan ofrecer algun beneficio
clinico en estos pacientes, y que permitan sustentar el modificar practicas médicas

clinicas institucionales.

Finalmente, el presente estudio es el unico trabajo que incluye pacientes de poblacién
latinoamericana con la presencia y ausencia de la mutacion H3F3A K27M en
pacientes pediatricos como adultos jovenes, y su relacién con sus caracteristicas
clinicas, estado funcional y desenlaces oncoldgicos posterior al manejo de
radioterapia; remarcando la importancia del beneficio de la radioterapia sin implicacion

dosis dependiente.

Conclusiones

La presencia de la mutacion H3F3A K27M confirié progresion en comparacion a los
que no presentaban la mutacion. El estado funcional fue relevante en la valoracion
basal del paciente, debido a que la mayoria de los pacientes se diagnosticaron con
cuadros clinicos avanzados; y la presencia de la mutacion afecto la mejoria del estado

funcional con el manejo de radioterapia.

Ademas, se encontré diferencias en los pacientes pediatricos y jévenes adultos como
la proporcion de la presencia de la mutacion y la localizacion de los pacientes que la
presentaron por subgrupo de edades. La SLP al manejo oncoldgico con radioterapia
se encontré modificada solo en la poblacion adultos jévenes, y fue independiente de

la dosis o0 modalidad.
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ANEXO1
INSTRUMENTO DE RECOLECCION

HOJA RECOLECCION (INSTRUMENTO) FOLIO:

PROTOCOLO: PROGRESION TUMORAL Y ESTADO FUNCIONAL POSTERIOR
A RADIOTERAPIA EN PACIENTES PEDIATRICOS Y ADULTOS JOVENES CON
GLIOMAS DE LINEA MEDIA CON LA MUTACION H3F3A K27M.

NOMSRE PAGIENTE; NSS:
EDAD:

RESIDENCIA:
CLINICA {DESCRIBA):
KARNOFSKY INICIAL:

DX PATOLOGICO: FECHA DE CAPTURA.

FECHA DE PRIMER ESTUDIO RM ANATOMICO Y FUNCIONAL/
DIAGNOSTICO (DESCRIBA)

TIFO DE TRATAMIENTOS:
| INECADYUWVANTE Y CUAL:

FECHA DE CIRUGIA: TIPC DE CIRUGIA:

[ JADYUVANTE, CUAL?:

| ESQUEMADEQUIMIOTERAPIA(DESCRIPCION):
DOSIS TOTAL DE RADIOTERAPIA Y TECNOLOGIA:

[ JKARNOFSKY POSTERIOR A RADIOTERAPIA:
DOSIMETRIA:

IC=__ IH=___ DMAX=



IMAGEN DE CONTROL POSTERIOR 3,6,9 12MESES POSTERIOR A
RADIOTERAPIA | ESPECIFIGUE FECHA, TIPO DE ESTUDIC ¥ CON
PARAMETROS EN CASDO DE ESTUDIO):

HALL AFGDS:

"3 MESES, CONTROL TUMORAL (EANC/RAND):

"6 MESES:

"8 MESES:

"12 MESES:

PERIODO LIBRE DE PROCRESION (MESES) =

DETERMINACICN DE MUTACION: ENCIERRE

HIF3A K27M : PRESENTE [ | AUSENTE []

DETERMINACION SEMICUANTITATIVA DE IHQ: REPORTE POR SISTEMA
APERIO +=1

e=2
+e2= 3
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ANEXO2

KARNOFSKY, 1984.

100 Normal, no complaints, no evidence of
disease

90 | Able to carry on normal activity

80 | Normal activity with effort

Unable to work, able to live at home cares for
most personal needs, a varying amount of
assistance is needed

Cares for self, unable to carry on normal

0 activity or to do active work

60 Requires occasional assistance but is able to
care for most needs

50 Requires considerable assistance and

frequent medical care

Unable to care for self, requires equivalent of
institutional or hospital care, disease may be
progressing rapidly

Disabled, requires special care and

s assistance

Severely disabled, hospitalization indicated,

30 although death not imminent

20 | Very sick, hospitalization necessary

10 | Moribund, fatal process progressing rapidly
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ANEXO 3

EANO/RANO

CR
Disappearance of all enhancing measurable and nonmeasurable disease
sustained for a minimum of 4 weeks
Stable or improved FLAIR/T2-weighted lesions
No new lesions
Stable or improved clinically
Patients cannot be receiving corticosteroids (physiologic replacement
doses are acceptable)

PR
>50% decrease (compared with baseline) in the sum of products of
perpendicular diameters of all measurable enhancing lesions sustained for
a minimum of 4 weeks
No progression of nonmeasurable disease
No new lesions
Stable or improved FLAIR/T2-weighted lesions
Stable or improved clinically
Corticosteroid dosage at the time of the scan should be no greater than the
dosage at the time of the baseline scan

SD
Patient does not qualify for CR, PR, or progression
Stable FLAIR/T2-weighted lesions on a corticosteroid dose no greater than
at baseline
Stable clinically

PD
>25% increase in sum of the products of perpendicular diameters of
all measurable enhancing lesions compared with the smallest tumor
measurement obtained either at baseline or best response following the
initiation of therapy. while on a stable or increasing dose of corticosteroids
Significant increase in FLATR/T2-weighted lesions compared with baseline
or best response following initiation of therapy. not caused by comorbid
events (e.g.. radiation therapy. ischemic injury, seizures, postoperative changes,
other treatment effects). while on a stable or increasing dose of corticosteroids
New lesions
Clinical deterioration not attributable to other causes apart from the
tumor (e.g.. seizures, medication side effects. complications of therapy.
cerebrovascular events. or infection) or decreases in corticosteroid dose
Failure to return for evaluation owing to death or deteriorating condition
Clear progression of nonmeasurable disease

2sponse; SD=Stable disease: PD=Progressive disease; FLAIR=Fluid-attenuated inversion-recovery
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