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I. RESUMEN

Antecedentes: Los tumores del Sistema Nervioso Central representan el 25% de las
neoplasias infantiles. La ultima revision del 2016 integra entidades definidas tanto por
histologia como por sus caracteristicas moleculares y define una nueva entidad:
Glioma difuso de la linea media H3K27M mutado. Los gliomas difusos de linea media
con mutacién de H3K27M estan asociados con comportamiento clinico agresivo y mal
prondstico, incluyendo aquellos histolégicamente de bajo grado. Las células madre
tumorales pueden ser cultivadas in vitro, donde generan cuerpos esféricos constituidos
por varias poblaciones celulares, dentro de las cuales se encuentran precursores de
astrocitos, neuronas, oligodendrocitos, ademas de las mismas células madres; estas
estructuras son conocidas como “neuroesferas”.

Objetivo: Describir la expresion inmunohistoquimica de H3K27M en los cultivos

primarios de gliomas pontinos intrinsecos difusos de pacientes pediatricos.

Material y métodos: Se presentan los datos de una serie de casos de pacientes
pediatricos con glioma pontino intrinseco difuso con expresién de H3K27M por
inmunohistoquimica. Se identificd el cultivo primario y se describid el crecimiento de

neuroesferas. El analisis estadistico fue de tipo descriptivo.

Resultados: Se identificd en la base de datos del Servicio de Patologia 5 muestras con
diagndstico de glioma pontino intrinseco difuso y que contaron con expresidén para
H3K27M por inmunohistoquimica. El 60% reportaron diagndstico histopatolégico de
astrocitoma difuso y el 40% glioblastoma. El 60% presentd formacidén de neuroesferas

en su cultivo primario y de estos el 100% corresponde a glioblastomas.

Conclusiones: La mayoria de los pacientes que presentaron expresion por
inmunohistoquimica de H3K27M desarrollaron neuroesferas por cultivo primario
representando el 60% de los casos. No todos los pacientes que presentan la mutacién,
desarrollan neuroesferas, sin embargo esto puede estar sesgado por la técnica que se
utiliza para el cultivo primario, dada que la cantidad de muestra que por ser biopsia y
repatirse para varios estudios pudiera no ser suficiente para el desarrollo de

celularidad.
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Il. ANTECEDENTES

La incidencia total de tumores cerebrales primarios corresponde a 21.4 por 100.000
habitantes, siendo de 5.42 por 100.000 habitantes en pacientes de 0-19 afos.(1) Los
tumores del Sistema Nervioso Central representa el 25% de las neoplasias infantiles. Se
reporta incremento en la incidencia de 2.7 a 3.3 casos por 100,000 desde 1994 y en la
primera década de la vida. Predominio en raza blanca y en los primeros 2-3 afios son
mas frecuentes de localizacidén supratentorial. El tumor cerebral primario mas comun
es el glioma que representa en 60-70% de los casos. Histolégicamente, los gliomas
pueden ser astrocitos, oligodendrocitos o células ependimarias; asi en base a su
morfologia se clasifican como Astrocitomas, Oligodendrogliomas o Ependimomas
respectivamente.(2) Existen dos factores que son constantes como factores de riesgo
en el incremento de la probabilidad de tumores del sistema nervioso central:
Alteraciones genéticas y exposicion a radiacion ionizante. Los factores para el
desarrollo de gliomas especificamente no estan del todo claros, pero se ha descrito
exposicién ocupacional a productos solventes o pesticidas. Se ha sugerido también
asociaciéon con citomegalovirus basandose en la deteccion de ARN del mismo. Hay dos
picos de incidencia, uno en el grupo de edad de 0 a 8 afios y el segundo ya en los
adultos con un ligero predominio masculino.(2)

La primera separacion en el sistema de clasificacion de los tumores del sistema
nervioso central en nifios, de la de adultos, fue una adaptacién a la clasificacion del
ano 1979 y fue publicada en 1985.

La clasificaciéon de tumores de sistema nervioso central de 2016 integra entidades
definidas tanto por histologia como por sus caracteristicas moleculares. Esta ultima

revision se muestra a continuacion:
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Figura 1. CLASIFICACION DE LOS TUMORES DE SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DE LA OMS

2016. (3)

Diffuse astrocytic and oligodendroglial tumours

Diffuse astrocytoma, IDH-mutant
Gemistocytic astrocytoma, |IDH-mutant
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Diffuse astrocytoma, NOS
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Anaplastic astrocytoma, NOS

Glioblastoma, IDH-wildtype
Giant cell glioblastoma
Gliosarcoma
Epithelioid glioblastoma

Glioblastoma, IDH-mutant

Glioblastoma, NOS

Diffuse midline glioma, H3 K27M-mutant

Oligodendroglioma, IDH-mutant and
1p/19g-codeleted
Oligodendraglioma, NOS

Anaplastic oligodendroglioma, IDH-mutant
and 1p/19g-codeleted
Anaplastic oligodendroglioma, NOS

Oligoastrocytoma, NOS
Anaplastic oligoastrocytorna, NOS

Other astrocytic tumours
Pilocytic astrocytoma

Pilomyxoid astrecytoma
Subependymal giant cell astrocytoma
Plecmorphic xanthoastrocytoma
Anaplastic pleomorphic xanthoastrocytoma

Ependymal tumours
Subependymoma
Myxopapillary ependymoma
Ependymoma

Papillary ependymoma

Clear cell ependymoma

Tanycytic ependymoma
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Other gliomas

Chordoid glioma of the third ventricle
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Neuronal and mixed neuronal-glial tumours

Dysembryoplastic neuroepithelial tumour
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Anaplastic ganglioglioma

Dysplastic cerebellar gangliocytoma

(Lhermitte-Duclos disease)

Desmoplastic infantile astrocytoma and
ganglioglioma

Papillary glioneuronal tumour

Rosette-forming glioneuronal tumour
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Medulloblastoma, group 3
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Medulloblastomas, histologically defined
Medulloblastoma, classic
Medulloblastoma, desmoplastic/nodular
Medulloblastoma with extensive nodularity
Medulloblastoma, large cell / anaplastic
Medulloblastoma, NOS

Embryonal tumour with multilayered rosettes,
C19MC-altered

Embryonal tumour with multilayered
rosettes, NOS
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CNS neuroblastoma

CNS ganglioneuroblastoma

CNS embryonal tumour, NOS

Altypical teratoid/rhabdoid tumour

CNS embryonal tumour with rhabdoid features

Tumours of the cranial and paraspinal nerves
Schwannoma

Cellular schwannoma

Plexiform schwannoma
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Melanotic schwannoma 956011 Ostecchondroma 9210/0
Neurofibroma 9540/0 Osteosarcoma 9180/3
Atypical neurofibroma 8540/0
Plexiform neurofibroma 9550/0 Melanocytic tumours
Perineurioma 95710 Meningeal melanocytosis 8728/0
Hybrid nerve sheath tumours Meningeal melanocytoma 87281
Malignant peripheral nerve sheath tumour 9540/3 Meningeal melanoma 8720/3
Epithelioid MPNST 8540/3 Meningeal melanomatosis 8728/3
MPNST with perineurial differentiation 9540/3
Lymphomas
Meningiomas Diffuse large B-cell lymphoma of the CNS 9680/3
Meningioma 9530/0 Immunecdeficiency-asscciated CNS lymphomas
Meningothelial meningioma 95310 AlDS-related diffuse large B-cell lymphoma
Fibrous meningioma 9532/0 EBV-positive diffuse large B-cell lymphoma, NOS
Transitional meningioma 9537/0 Lymphomatoid granulomatosis 9766/1
Psammomatous meningioma 9533/0 Intravascular large B-cell ymphoma 9712/3
Angiomatous meningicma 9534/0 Low-grade B-cell lymphomas of the CNS
Microcystic meningioma 9530/0 T-cell and NK/T-cell lymphomas of the CNS
Secretory meningioma 9530/0 Anaplastic large cell lymphoma, ALK-positive 9714/3
Lymphoplasmacyte-rich meningioma 9530/0 Anaplastic large cell lymphoma, ALK-negative ~ 9702/3
Metaplastic meningioma 9530/0 MALT lymphoma of the dura 9699/3
Chordoid meningioma 953811
Clear cell meningioma 953811 Histiocytic tumours
Atypical meningioma 953911 Langerhans cell histiocytosis a751/3
Papillary meningioma 9538/3 Erdheim-Chester disease 9750/1
Rhabdoid meningioma 9538/3 Rosai-Dorfman disease
Anaplastic (malignant) meningioma 9530/3 Juvenile xanthogranuloma
Histiocytic sarcoma 9755/3
Mesenchymal, non-meningothelial tumours
Solitary fibrous tumour / haemangiopericytoma** Germ cell tumours
Grade 1 881500 Germinoma 9064/3
Grade 2 88151 Embryonal carcinoma 2070/3
Grade 3 8815/3 Yolk sac tumour 2071/3
Haemangioblastoma 91611 Choriocarcinoma 9100/3
Haemangioma 9120/0 Teratoma 20801
Epithelioid haemangioendothelioma 9133/3 Mature teratoma 9080/0
Angiosarcoma 9120/3 Immature teratoma 8080/3
Kaposi sarcoma 9140/3 Teratoma with malignant transformation 9084/3
Ewing sarcoma [ PNET 9364/3 Mixed germ cell tumour 9085/3
Lipoma 8350/0
Angiolipoma 8861/0 Tumours of the sellar region
Hibernoma 8880/0 Craniopharyngioma 93501
Liposarcoma 8850/3 Adamantinomatous craniopharyngioma 235111
Desmoid-type fibromatosis 88211 Papillary craniopharyngioma 83521
Myofibroblastoma 8825/0 Granular cell tumour of the sellar region 9582/0
Inflammatory myofibroblastic tumour 88251 Pituicytoma 843211
Benign fibrous histiocytoma 8830/0 Spindle cell oncocytoma 8290/0
Fibrosarcoma 8810/3
Undifferentiated pleomorphic sarcoma / Metastatic tumours
malignant fibrous histiocytoma 8802/3 -
Leiomyoma B£890/0 The marphology codes are from the _Inle(nalimu Oasslica(on of Diseasas
Letomyosarcoma 2800/2 lor Oncalogy (ICD-Q) [742A). Behaviour is coded /D for benign tumours;
yo 11 for unspecified, borderline, or uncertain behaviour; /2 for carcinoma n
Rhabdomyoma 8900/0 situ and grade Il intracpithelial neoplasia: and /3 for malignant tumours.
Rhabdomyosarcoma 8900/3 The classification is modified from the previous WHO classification, taking
Chondroma T e
Chondrosarcoma 9220/3 laiics: Provisiongl lu.mouvgglllie& **Grading according 1o the 2013
Osteoma 9180/0 WHO Classification of Tumowrs of Soft Tissue and Bone.

Los astrocitomas de alto grado son tumores biolégicamente agresivos. Representan el
20% de los tumores cerebrales. Estos pueden localizarse en estructuras de linea media
incluyendo el tronco encefdlico 15%, tdlamo 13%, cerebelo 5% y medula espinal

3%.(4)(5)
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Los gliomas del tronco encefalico presentan una edad media de diagndstico entre 6y 7
anos. La relacion hombres y mujeres casi por igual e incrementa la frecuencia en
pacientes con NF1. Segun localizacién pueden clasificarse como difusos intrinsecos de
puente, focales de puente, medulares y de linea media. Los gliomas difusos son
malignos y pueden ser entre 75-80% astrocitomas anaplasicos y 20% glioblastomas. El
65% de los gliomas focales corresponden a astrocitomas de bajo grado y tiene
extension limitada a la medula. En cuanto a la localizacién cervicomedular, el 72% son

astrocitomas de bajo grado y pueden tener componente exofitico.

GLIOMA PONTINO INTRINSECO DIFUSO

Son tumores de alto grado localizados en el puente del tronco encefélico y que se
caracterizan por ser infiltrativos. Representan entre 10 al 20% de los tumores
cerebrales e histolégicamente son astrocitomas. La sobrevida media es de 8-12 meses
con sobrevida global del 30% al afio del diagndstico. La evolucién clinica es menor a 6
meses y se caracteriza por la triada clasica: alteracién de pares craneales, signos
cerebelares y signos del tracto largo. La pardlisis del nervio craneal abducens como
presentacion primaria es un alto predictor clinico.(6)(4) El diagnéstico se basa en la
presentacion clinica, tiempo de evolucién e imagen por resonancia magnética. La
imagen caracteristica localizada en puente del tronco encefidlico se describe
hipointensa en ponderaciones T1 e hiperintensa en ponderaciones T2, poco realce al
medio de contraste y no es frecuente la presencia de calcificaciones y hemorragias.(7)
Se describen subgrupos con el propdsito de estudiar terapéuticas dirigidas. Entre estos
subgrupos se describen 3 subtipos histoldgicas y moleculares. El Subgrupo MYCN son

histoldgicamente de alto grado caracterizados por hipermetilacion y multiples
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rearreglos en el cromosoma 2p. El subgrupo Silente presenta escasas mutaciones
gendmicas. En cuanto el subgrupo H3K27M se encuentra presente la mutacion de la
histona 3, hipometilacion del DNA asi como multiples mutaciones entre ellas: TP53,
EGFR, ATRX, PAX3, TERT, PGFRA, NF1, MET.(6)

La biopsia es controversial, sin embargo actualmente ha incrementado la realizacién
de biopsia por estereotaxia ya que se ha demostrado miinima morbilidad con alto
rendimiento diagndstico. La mayor cantidad y calidad de tejido de biopsia ha permitido
estudios moleculares como la determinaciodn de la expresién de la mutacion H3K27M
y estudios para dirigir terapias.(6)

El Unico tratamiento comprobado, aunque limitado en incrementar supervivencia es la
radioterapia. La radioterapia mejora sintomatologia de forma transitoria y funcién
neuroldgica. La dosis recomendada es de 54 Gy durante 6 semanas. La quimioterapia
tiene aplicacién limitada ya que los estudios no han demostrado obtener resultados

superiores a la radioterapia.(6)

HISTONAS

Los organismos eucariontes presentan un nucleo que contiene el ADN condensado lo
gue conocemos como cromatina. La unidad basica es el nucleosoma el cual estd
formado por un octdmero de proteinas llamadas histonas, proteinas de baja masa
molecular, 2 de cada una de las histonas H2A, H2B, H3 y H4, rodeado por 147 pares de
base de ADN y éstas se encuentran mas compactas gracias a la incorporacién de la
histona H1 que es la que va a permitir el agrupamiento para formar la estructura

nucleosoma.(8)(9)(10) Figura 2.
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base pair at dyad
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Figura 2. Estructura de particulas del nucleo del nucleosoma y los heterodimeros de pliegue de
histona.(11)

Algunos estudios demuestran que el ADN organizado en el nucleosoma no es accesible
a la maquinaria transcripcional, este efecto se ve favorecido cuando las lisinas del
extremo amino-terminal no sufren modificaciones, de hecho las cargas positivas de
estos residuos permiten la interaccion electrostatica con las cargas negativas de los
grupos fosfatos del DNA, generando una organizacién mas cerrada y compacta.(9)(10)
La cromatina puede estar en estado de eucromatica la cual se encuentra laxa y puede
ser leida la informacién del ADN o en estado heterocromatina donde se encuentra
compacta e impide la lectura.(8) Existen proteinas modificadoras de histonas como
son: HMT — metiltranferasas, HAT — acetiltransferasas, HDAC — desacetilasas y cinasas
como MAPK y SAPK.(8)

Muchos tipos de cancer se asocian a numerosas mutaciones, que podrian derivar de
“inestabilidad epigenética” que implica deficiencias en la reparacion del ADN o en la
integridad cromosdmica. La metilacion del ADN es un mecanismo involucrado en la
regulacién durante el crecimiento, si esta es inadecuada lleva a un crecimiento

acelerado y la metilacion de zonas originalmente no metilables que corresponden
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comunmente a promotores de genes supresores de tumores, genes inhibidores de
cinasas dependientes de ciclinas o a genes de reparacion de ADN, esta directamente
relacionada con el origen y progresiéon de tumores.(8) La metilacion de la histona
consisten en la transferencia de la S-adenosil-L-metionina de uno a tres grupos
metilicos, a los residuos de la lisina o la arginina de las proteina de las histonas. La
transferencia es catalizada por los metiltransferasas de la histona (HMTs). La
metilacién de la lisina en H3 y H4 se implica en la activacién y la represion de la
transcripcién, mientras que la metilacion de la arginina se implica solamente en la
activacion de la transcripcién. La trimetilaciodn de K9 y K27 en la histona H3 son una
sefal para la represién de la transcripcion.(12)

Otro factor que se ha documentado es la alteracion en los mecanismos de acetilacién y
desacetilacion de histonas ya que se encuentran estrechamente relacionados con la
presencia de tumores, ya que la actividad anormal de las desacetilasas de histonas
reprime la transcripcién y conduce a neoplasias, dado que se ven alterados genes
directamente involucrados con el control del ciclo celular, la apoptosis, la reparacién
del ADN y la funcién del proteosoma.(8)

Las modificaciones que afectan como el material genético se empaqueta vy utiliza, sin
cambiar la informacidon genética, se denominan modificaciones epigenéticas. La
epigenética fué introducida por Conrad H. Waddington, quien la concibié como “el
analisis causal del desarrollo” implicando todas las interacciones de los genes con su
medio ambiente.(8) Las mas importantes son: las modificaciones postraduccionales de
las histonas como acetilacién, metilacién y otras que afectan tanto a la estructura
global de la cromatina como a la activacién o represién génica, el remodelado de la

cromatina por factores dependiente de ATP, que cambian la estructura, composiciéon y
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posicion de los nucleosomas y la metilacién del DNA en el di nucledtido C-G como
mecanismo silenciador en la transcripcién.

La hipometilacion da lugar a elementos repetitivos del DNA produciendo inestabilidad
gendmica, delecciones o traslocaciones cromosdmicas. Durante el desarrollo de un
tumor, el grado de hipometilacion del DNA va aumentando segun la lesién progresa
desde la proliferacién celular benigna al cancer invasivo.(13)(14)

Hay 2 variantes de la Histona 3: la H3.1 que se encuentra en areas del genoma
asociadas a silenciamiento génico y la H3.3 en genes transcipcionalmente activos. Se
realizé un estudio de la distribucion de las histonas en 85 pacientes pedidtricos

encontrandose en linea media y especificamente el 79% en puente. (7) Figura 3.

Thalamus

B 33 0m
B s ka7m

. H3 K27 wildtype

other midline
structures

Figura 3. Distribucidn de la mutacion H3K27M en 85 pacientes pediatricos con Glioma Pontino
Intrinseco Difuso.(7)

La histona H3.3 es la principalmente involucrada en el desarrollo del cerebro asi como
en la expresion génica. K27 el residuo mas importante en las siete variantes de la
histona 3. Tambien se sabe que mutaciones en el TP53 juegan un papel importante

independiente de la mutacion.(15)
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MUTACION H3K27M

En la clasificacion de la OMS 2016 ahora llamados Glioma difuso de la linea media con
mutacién de H3K27M, implica la deteccion de la mutacidn sin embargo no es exclusiva
y biolégicamente la mutacion puede ocurrir en varios genes H3 incluidos H3F3A que
codifica para las variantes de histona 3, H3.3 y H3.1 respectivamente. (3)

La mutacidn de la histona H3K27M es la caracteristica molecular definitoria de muchos
tumores cerebrales. Se han descrito mutaciones de la histona H3.3 en el cerebro, las
cuales impresionan tener localizaciones especificas dentro del encéfalo.(16) La
H3K27M, por ejemplo, ha sido localizada a lo largo del tallo, con predominio en el
puente. La mutacion confiere importancia en la patogénesis de este tumor sin
embargo continua sin estar del todo clara.

Se describe como la sustitucion de lisina (K) para metionina (M) en la posicién 27, lo
qgue resulta en reprogramacién epigenética que se ha demostrado contribuye a la
tumorigénesis. Este residuo K27, es vulnerable a los cambios de metilaciéon y
acetilacién. Esta mutacion en si misma produce pérdida global de la di y tri metilacién

de histona H3K27M en las proteinas de las histonas.(17)(18)

Figura 4. Caracteristicas epigenéticas de los Gliomas Pontinos Intrinsecos Difusos.(19)
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Los tumores que expresan H3K27M mutada presentan disminucion en la trimetilacién
y aumento en la acetilacidon. La mutacién se localiza en sitios de transcripcién activa y
conlleva a la acumulacién de las proteinas BET que son lectores para las histonas
trimetiladas y resultan en la dependencia de BRD2 y BRD4 para la proliferacién de
éstas células. Se sabe que a pesar de la disminuciéon de la trimetilacion son
dependientes de la actividad de PRC2 para reprimir los genes supresores de tumores y
diferenciacion. (19)(20) Figura 4.

Se ha demostrado que la pérdida de esta mutacién o su eliminacién retrasan el
crecimiento tumoral. Los perfiles de expresiéon indican que la ausencia de la mutacién
H3K27M disminuye la proliferacion y aumenta diferenciacion dentro de linajes
representado en estos tumores. Estos datos sugieren que la pérdida mediada de
H3K27M directamente regula un subconjunto de genes liberando promotores
equilibrados y contribuye al fenotipo y crecimiento tumoral al limitar su diferenciacién;

la mutacidn es un objetivo terapéutico relevante.(20)(21)

La metilacién del DNA y las modificaciones de histonas son dianas atractivas para el
desarrollo de nuevos agentes terapéuticos, ya que el tratamiento con drogas que
inhiben la metilacidon en citosina y la desacetilacion de histonas pueden restablecer la
transcripcién génica.(22)(23)

La metilacién aberrante de histonas causado por la alteracién de las enzimas
modificadoras de la cromatina ha estado implicado durante mucho tiempo en el
cancer. En los casos de H3K27M que se encuentra en los gliomas difusos de puente
conduce a una reduccién global de la metilacién de histonas en el respectivo residuo

de lisina.(24)
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Los gliomas difusos de linea media con mutacion de H3K27M estan asociados con
comportamiento clinico agresivo y mal prondstico, incluyendo aquellos
histoldgicamente de bajo grado. Los gliomas con mutacién H3K27M demuestran un
amplio espectro de variacién morfoldgica que varia de astrocitos monomarficos bien
diferenciados al glioblastoma con células gigantes y epitelioides e incluso focos
indiferenciados. Es posible detectar la mutacién por dos principales técnicas:
determinacion proteica de la mutacion mediante inmunohistoquimica y molecular
mediante PCR. La inmunohistoquimica es util para identificar la mutacién vy
especificamente para su diagndstico. Mutaciones tanto en las histonas H3.3 como en
H3.1 se pueden detectar usando anticuerpo anti-H3K27M.

La especificidad y sensibilidad de H3K27M para las mutaciones K27M en H3.3 es del
100%. Otro anticuerpo que se ha utilizado para guiar el diagndstico de estos tumores
de forma indirecta es H3K27me3 (trimetilado), esta debe usarse siempre en conjunto
con la inmunohistoquimica de H3K27M ya que la pérdida de la expresién de
H3K27me3 es especifica para demostrar presencia de la proteina trimetilada pero no

para evidencia de la mutada.(5)(4)(25)

Existen diferencias entre las variantes de histona H3. Los tumores con H3.3K27M se
encuentran en 2/3 de los gliomas difusos del puente en donde estan asociados con
una supervivencia general mas corta. Los tumores H3.1K27M, por el contrario estan
restringidos a la protuberancia, los pacientes son mas jévenes y una supervivencia mas
larga y presentan mas frecuentemente alteraciones en el nimero por ganancia de

brazos completos de cromosomas.(5)(7)
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CULTIVO CELULAR Y NEUROESFERAS

El cultivo celular es una técnica que se basa en la obtencién de células individuales en
suspension a partir de un tejido, ya sea por método mecdanico o enzimatico y su
posterior incubaciéon en un medio de cultivo liquido o sélido. Esta tecnologia fue
ideada por Harrison en 1907 como un método para el estudio de la fisiologia celular
bajo condiciones controladas.(26)(27)

El cultivo de células se lleva a cabo a partir de tejidos cerebrales, en un medio
suplementado con los factores necesarios para su desarrollo.(28) Aparte de las
condiciones nutricionales, el cultivo debe contar con las condiciones diferenciales de
cultivos primarios exclusivos para expansion de neuroesferas y aquellos llevados a
cabo en el laboratorio, presencia o ausencia de neuroesferas en medio de
diferenciacién que contiene suero fetal bovino.(29) Una vez que se obtiene el cultivo
tumoral, se debe verificar que correspondan a celulas madre. Este objetivo se logra por
medio de anadlisis de autoregeneracion, marcadores de células madre, diferenciacién
en distintas lineas celulares y capacidad tumorogénica al ser implantadas en forma
subcutdnea o intracraneal en ratones.(30) El cultivo de neuroesferas se ha convertido
en el ensayo estandar para el andlisis del efecto de factores sobre la diferenciacién
neuronal y entender la biologia celular y molecular de las células madre en el sistema
nervioso central.(31) Las celulas madre neuronales poseen el poder de
autorenovacion, son multipotentes y mantienen una produccidn continua de
neuronas, astrocitos y oligodendrocitos en el sistema nervioso central. La neurogénesis
continla en el cerebro en zona discretas como la regidon subependimal que se

encuentra entre el ventriculo lateral y en el cuerpo estriado, la zona cerebelosa
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periventricular, la zona subgranular del girodentado del hipocampo y en el

revestimiento de los ventriculos laterales. (32)(33)(30)(34)(35) Figura 5.

Zona subventricular

Giro dentado del hipocampo Revestimento de ventriculos
laterales

Figura 5. Zonas de localizacion de fuentes de células madre neuronales.(32)

Estas células madre neuronales se identificaron por la presencia de los siguientes
marcadores: CD133", 512, CD34", CD45, CD247"°.(32)(36)

Las celulas madre normales son fenotipicamente similares a las cancerigenas vy
comparten su habilidad de proliferar, de autorrenovarse y de proporcionar celulas
diferenciadas. (35) Las celulas madre se encuentran en el blastocisto, trofoblasto
placentario, células embrionarias, en organos especificos como ser higado, pancreas y
cerebro.(32)(33) En las células madre no tumorales existen mecanismos que regulan su
proliferacién y diferenciacion, que en las células tumorales estos mecanismos no
funcionan adecuadamente. Las neoplasias estan constituidas por células tumorales y
de estroma no tumoral. Las células madre cancerigenas se aislaron por primera vez en
cancer hematoldgico en seres humanos que mostraron una capacidad de
autorrenovacion ilimitada.(37) Las celulas madre neuronales, cuando proliferan, dan

origen a las células progenitoras. Estas células progenitoras se transforman en células
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diferenciadas como las neuronas, astrocitos y oligodendrocitos y estas células
progenitoras pueden convertirse en células tumorales por alteraciones epigenéticas y
genéticas.(33)

Las células madre tumorales pueden ser cultivadas in vitro, donde generan cuerpos
esféricos constituidos por varias poblaciones celulares, dentro de las cuales se
encuentran precursores de astrocitos, neuronas, oligodendrocitos, ademas de las
mismas células madres; estas estructuras son conocidas como “neuroesferas”.(28)

A partir del modelo de neuroesferas descrito por Reynolds y Weiss en el afio 1992 para
detectar celulas precursoras en cerebro adulto, demostrd que las células con
capacidad de sobrevivir en suspension formando colonias flotantes estaban
enriquecidas por células madre tumorales. Estas poblaciones representaban el 2% de

la linea celular y contenian la Unica fraccidon tumorogénica de la linea celular.(37)

Por otra parte se ha observado que las neuroesferas son agregados celulares
complejos que consisten en un minoria de células madre tumorales juntos con celulas
progenitoras y celulas mas diferenciadas documentandose tasas de menos de 1% que
logran reproducir una nueva generacién de forma repetitiva por lo que autores
cuestionan el uso de estos cultivos para interpretar las caracteristicas moleculares de

células madre tumorales.(30)
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lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los tumores del sistema nervioso central representan el 25% de las neoplasias
infantiles, de los cuales los gliomas representan el 50% de estos tumores. En estudios
recientes se ha demostrado que la mutacién H3K27M se ha asociado a una
presentacion mas agresiva de la enfermedad y a un peor prondstico; asi mismo se han
estudiado células madre neuronales tumorales con capacidad proliferativa conocidas
como neuroesferas que se obtienen por cultivo primario de donde derivan las células
de los gliomas y que se han demostrado ser de mal prondstico, por la expresién de
H3K27M seria esperado que los pacientes que tienen esta mutaciéon tengan mayor

desarrollo de neuroesferas, sin embargo no existen estudios que lo demuestren.

Por ello, nos planteamos la siguiente pregunta de investigacion:

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢El desarrollo de neuroesferas en los cultivos primarios de pacientes pediatricos con
gliomas pontinos intrinsecos difusos es mas frecuente en los que expresan H3K27M

por inmunohistoquimica?
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IV. JUSTIFICACION

Los pacientes con gliomas pontinos intrinsecos difusos que tienen expresiéon de
H3K27M vy desarrollo de neuroesferas han demostrado ser factores de mal prondstico
de manera independiente. La poblacién de estas células es resistente a los farmacos
convencionales debido a propiedades que incluyen recambio lento, alta expresion de
proteinas exportadoras de farmacos, aumento de las proteinas de reparacion del ADN,
alteraciones de las vias de sefializacion de la muerte celular y la falta de expresién de
las oncoproteinas sensibles a quimioterapia. (32)(36) Se esperaria que dicha mutacién
se asocie a mayor desarrollo de neuroesferas en los cultivos primarios. El conocimiento
del comportamiento bioldgico de estos tumores y de factores prondsticos
correlacionados a esta patologia permitird establecer nuevas direcciones en los

tratamientos de estos pacientes.

V. OBIJETIVO

Describir la expresiéon inmunohistoquimica de H3K27M en los cultivos primarios de

gliomas pontinos intrinsecos difusos de pacientes pediatricos.

VI. MATERIAL Y METODOS

Lugar de realizacion del estudio: Servicio de oncologia, laboratorio de investigacién en
oncologia “Dr. Diego Julio Arenas Aranda” y servicio de patologia de la Unidad Médica
de Alta Especialidad Hospital de Pediatria “Dr. Silvestre Frenk Freund”, Centro Médico

Nacional Siglo XXI, Instituto Mexicano del Seguro Social.
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Diseio del estudio:
* Serie de casos.

Universo de estudio: Muestras de biopsias de pacientes pediatricos con diagndstico
histopatoldgico de Glioma Pontino Intrinseco Difuso en el periodo comprendido entre

1 de Junio 2010 al 30 de Junio 2019.

Analisis Estadistico: El analisis estadistico que se realizé fué de tipo descriptivo, las

variables se expresaron como frecuencias simples y porcentajes.

Tamano de la muestra: Muestreo por conveniencia. Se incluyeron todas las muestras

disponibles en el periodo sefialado que cumplieron los criterios de seleccion.

VII. CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de inclusion

1. Diagnédstico histopatologico de Glioma Pontino Instrinseco Difuso
establecido en esta UMAE.

2. Diagnosticados durante el periodo del 1 de Junio 2010 al 30 de Junio 2019
sin tratamiento de quimioterapia o radioterapia.

Criterios de eliminacion:

1. Muestra sin cultivo primario.
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Método:

De la carpeta de registro de las biopsias realizadas en el hospital previo consentimiento
informado para su toma, se incluyeron las que contaron con resultado de glioma
pontino intrinseco difuso, se buscé cual fue el reporte de histopatologia y el resultado
de inmunohistoquimica para H3K27M y en el laboratorio de oncologia se buscaron los

cultivos primarios de los pacientes incluidos.

Poblacion de estudio: Todos los pacientes derechohabientes al Instituto Mexicano del
Seguro Social del Hospital de Pediatria, CMN SXXI y casos referidos a nuestro hospital
de otros hospitales de provincia y Ciudad de México con diagndstico de glioma pontino
intrinseco difuso que cumplieron los criterios de inclusidn. Se estudiaron los casos del

1 de Junio 2010 al 30 de Junio 2019.

Especimenes: Se realizd una revision de los archivos de patologia, recolectandose
todos aquellos casos con diagndstico de glioma pontino intrinseco difuso con

expresion de H3K27M del 1 de Junio 2010 al 30 de Junio 2019.

La evaluacion de las laminillas fueron valorados por un mismo patdélogo asi como por
el tesista, desconociendo datos clinicos del paciente. Se revisaron todas las muestras
de pacientes con cultivo celular de Astrocitomas del mismo periodo y se determinaron

lo que desarrollaron neuroesferas.
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VIIl. VARIABLES
Nombre Definicion conceptual | Definicion Unidad de Escala de
operacional medicion medicion
Histologia del Diferenciacién y tipo Tipo histoldgico Astrocitoma Cualitativa
tumor predominante descrito en el Grado I, I, 1l nominal
celular de un tejido reporte de ]
en su evaluacion patologia. Glioblastoma
microscopica
Neuroesferas en Técnica para la Obtencién de celulas | SI Cualitativa
Cultivo Celular obtencidn de celulas | individuales a traves nominal
individuales a traves | de la biopsia del NO dicotémica
de un tejido tumor

IX. DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

1. Antes del inicio del estudio, el proyecto fué sometido a evaluacién por el Comité

Local de Investigacion en Salud para su aprobacién.

2. En la base de datos se identificaron las muestras con resultado histopatoldgico de

glioma pontino intrinseco difuso.

3. Se solicitaron los resultados de las biopsias para revisar si contaban con

inmunohistoquimica para H3K27M .

4. En la base de datos del laboratorio de oncologia se revisé si contaban con cultivo

primario.

5. De acuerdo con los registros se documentd la expresion de la mutacion,

localizacién e histologia del tumor y la presencia de cultivo primario.

6. Todos los datos se anotaron en una hoja de recoleccién de datos (Anexo 1).
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X. ASPECTOS ETICOS

El estudio se apegd a los lineamientos de la Declaracién de Helsinki y al Reglamento de
la Ley General de Salud en Materia de Investigacidén para la Salud vigente, acerca de

investigacion en seres humanos.

Este proyecto no requirid de consentimiento informado, los datos se recabaron de la
base de datos del laboratorio de oncologia y patologia y la informacién se mantuvo

confidencial.

Riesgo de la investigacidn

De acuerdo con lo establecido en el Reglamento y conforme a los aspectos éticos de la
investigacion en seres humanos, Titulo Il, Capitulo I, articulo 17, fraccion I, que la

clasifica como investigacion sin riesgo. (modificada en Abril de 2014).

Contribuciones y beneficios del estudio para los participantes y la sociedad:

Si bien no existe ningun beneficio directo a los sujetos de investigacidn, por otro lado,
los beneficios para la sociedad que brindara esta investigacion con los resultados que
obtuvimos corroborando el mal prondstico que confiere la positividad de la mutacién y

la asociacion con el cultivo primario.

Confidencialidad:

Para conservar la privacidad y confidencialidad de los resultados, la informacién se
manejo en una base de datos, la cual estuvo codificada para evitar que fueran
identificadas y solo los investigadores principales tuvimos acceso a esta informacién. De
igual forma, en caso que los resultados del estudio sean publicados, los nombres de los

participantes no seran divulgados.
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Forma de seleccidn de los pacientes:

Se incluyeron a todas las muestras con el diagndstico de glioma pontino intrinseco
difuso en quienes se les realizdé inmunohistoquimica y cultivo primario pertenecientes
al Hospital de Pediatria, CMN Siglo XXI, sin distincion de su nivel econdmico o sus

antecedentes culturales o religiosos.

Aprobacion del protocolo de investigacion:

El protocolo fué sometido a los Comités de Investigacion y Etica en Salud del Hospital
de Pediatria, CMN Siglo XXI para su revision con numero de folio de aprobacién: R-

2019-3603-087.

Recursos Materiales

. Equipo de computo equipado con Microsoft Office 2016 y conexidn a internet.
. Impresora
. Acceso a los expedientes clinicos y electrdnicos de los pacientes

Recursos Humanos

. Investigador principal residente de oncologia pediatrica
. Tutores del estudio
. Colaboradores del estudio

Recursos Financieros
. No se requirieron recursos adicionales a los disponibles para la realizacion del

estudio
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDAES

Actividad

Abril

2019

Mayo

2019

Junio

2019

Julio-

Agosto

2019

Sept-
Diciembre

2019

Enero

2020

Febrero

2020

Delimitacion del tema a
estudiar

Revisidn y seleccion de la
bibliografia

Evaluacién por el comité
local de investigacidn

Recoleccion de datos

Anidlisis de los datos

Elaboracion de informe
final

Presentacion de resultados
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XI. RESULTADOS

Se identificd en la base de datos del Servicio de Patologia 5 muestras con diagndstico
de glioma pontino intrinseco difuso y que contaron con expresién para H3K27M por
inmunohistoquimica. El 60% reportaron diagndstico histopatolégico de astrocitoma
difuso y el 40% glioblastoma, todos con localizacion en tallo encefalico
especificamente puente. De acuerdo a la ultima revisidn en la clasificacion del 2016,
estas 5 muestras se catalogan como una nueva entidad denominada glioma difuso de
la linea media H3K27M mutado.(3)

Tabla 1. Resultados de los pacientes con expresidn inmunohistoquimica de H3K27M vy su

cultivo primario.

No. PQ DIAGNOSTICO TRATAMIENTO SOBREVIDA  MOTIVODE H3K27M NEUROESFERAS  FECHA DE

HISTOPATOLOGICO (MESES) DEFUNCION CULTIVO

PRIMARIO

1. 16-725-1 ASTROCITOMA ICE/TMZ (4) 12 Progresion ~ Mutado Sin crecimiento 09.06.2016
DIFUSO RT 54.8 Gy Tumoral

2, 15433 GLIOBLASTOMA ICE/TMZ (10) 13 Choque Mutado Con crecimiento 27.04.2015
Séptico

3. 151045 ASTROCITOMA ICE/TMZ (6) 12 Choque Mutado Sin crecimiento 11.09.2015
DIFUSO RT 54.8 Gy Séptico

4. 17-608 ASTROCITOMA ICE/TMZ (10) 13 Progresion ~ Mutado  Con crecimiento 05.05.2017
DIFUSO Tumoral

5. 15-354-1 GLIOBLASTOMA PACKER 4 Progresion ~ Mutado  Con crecimiento 02.04.2015
RT 54.8 Gy Tumoral

*|CE: Ifosfamida, Carboplatino y Etopdsido. *TMZ: Temozolamida. *RT: Radioterapia.
*PACKER: Vincristina y Carboplatino.

El 80% de los pacientes (n=4) recibieron tratamiento con esquema ICE que
corresponde a Ifosfamida, Carboplatino y Etopdsido con Temozolamida y el 20% que
corresponde a 1 paciente recibié esquema PACKER con Vincristina y Carboplatino. En
cuanto a la radioterapia el 60% recibieron tratamiento con un plan total de 54.8 Gy, sin
embargo no logré completarse en todos los casos por defuncién. Entre las muestras
que presentaron expresion de H3H27M, el 60% presenté formacidon de neuroesferas

en cultivo primario y de estos el 100% corresponde a los glioblastomas.
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Figura 6. A y B (H&E, 10x y 40x) Microfotografias con la evidencia de neoplasia homogenea con
patron difuso consistente con hallazgos histologicos de un Glioma de bajo grado. C. (H3K27M,
40x) Microfotografia con intensa expresion nuclear del anticuerpo con diagnostico categorico
de Glioma Difuso de la Linea Media (Grado IV de la OMS, 2016).
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Figura 7. A y B (H&E, 10 y 40 x) Microfotografias en las que se observa hipercelularidad y
pleomorfismo caracterizado por celulas de diferente tamano e hipercromacia nuclear
consistente con un Glioma de Alto grado. C (H3K27M, 40x) Microfotografia con expresion
nuclear del anticuerpo consistente con diagnostico de Glioma Difuso de la Linea Media (Grado
IV de la OMS, 2016).

Figura 8. Paciente No. 1 JGID. A. Resonancia Magnética corte axial. B. Biopsia de tumor en
medio de transporte (DMEM-F12/10% Antibidtico-Antimicético). C. Siembra celular. D.
Implantacién celular (5 dias). E. Muerte del cultivo (34 dias).

$

Figura 9. Paciente No. 2 MSJM. A. Resonancia Magnética corte axial. B. Biopsia de tumor
en medio de transporte (DMEM-F12/10% Antibidtico-Antimicético) C. Siembra celular. D.
Implantacién celular (22 dias). E. Proliferacion celular (31 dias).
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Figura 10. Paciente No. 3 RSG. A. Resonancia Magnética corte sagital. B. Biopsia de tumor
en medio de transporte (DMEM-F12/10% Antibiético-Antimicético) C. Siembra celular. D.
Implantacién celular (3 dias). E. Proliferacion celular (19 dias). F. Proliferacién celular (32
dias). G. Proliferaciéon celular (49 dias). H. Muerte celular (85 dias)
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Figura 11. Paciente No. 4 SMM. A. Resonancia Magnética corte coronal. B. Biopsia de
tumor en medio de transporte (DMEM-F12/10% Antibidtico-Antimicdtico) C. Implantacién
celular (24 hrs). D. Probable Neuroesfera (2 dias). E. Probable Neuroesferas (4 dias).

Figura 12. Paciente No. 5 LGRA. A. Resonancia Magnética corte sagital. B. Biopsia de
tumor en medio de transporte (DMEM-F12/10% Antibiético-Antimicético) C. Siembra
celular. D. Implantacién celular (4 dias). E. Proliferacion celular (16 dias). F. Proliferacion
celular (47 dias).
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XI1. DISCUSION

Estudios moleculares recientes han revolucionado el estudio de gliomas de alto grado
a los que en la clasificacion actual al contar con la expresion de H3K27M se conocen
como glioma difuso de la linea media H3K27M mutado.(7) La mutacién no se
encuentra en el total de casos, sin embargo a partir de su origen celular, se observa su
prevalencia en estructuras de la linea media y especificamente en puente. La mutacién
K27M en la histona H3.3 es un hallazgo frecuente entre los gliomas de puente en edad
pediatrica y es la histona mas frecuente para estudio entre los glioblastomas asi como
la mutacién H3K27M es la mas afectada entre los gliomas de puente.(4)

Entre los hallazgos significativos se reporta que los pacientes con presencia de la
mutacién H3K27M comparado con los que no la tienen presentan menor sobrevida, la
cual es independiente de la edad o la histologia del tumor y de esta forma se justifica
su definicion en la clasificacion de OMS como grado IV independiente de su histologia.
(38)(7). El cancer en Pediatria difiere en muchas maneras con respecto a los adultos
como por ejemplo su incidencia, biologia, respuesta y sobrevida.(34)

Existe una poblacion de células llamadas células madre neuronales tumorales las
cuales tienen propiedades de autoregeneracién, proliferacion y mantenimiento de
células clonales confiriendo resistencia a la quimioterapia convencional y la
radioterapia. (37) Uno de los retos es poder diferenciar entre las células tumorales y
células madre neuronales tumorales utilizando biomarcadores especificos, que dentro
de los avances de laboratorio mas notables en neurooncologia se encuentran los
estudios realizados utilizando cultivos de celulas tumorales, bajo condiciones
especiales demostrando ser un método eficaz para obtener mayores cantidades de

células madre tumorales capaces de ser utilizadas para estudios de biologia tumoral.
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Entre los pacientes que presentaron mutacion de H3H27M los cuales contaban con
realizacion de cultivo primario, el 60% presenté formacién de neuroesferas y de estos
corresponde al 100% de los glioblastomas. Se sugiere que las neuroesferas son de mal
prondstico, pero seria cuestionable si solo se tienen tumores malignos per se que
tienen dicho pronéstico.

Se ha descrito que las neuroesferas favorecen un comportamiento biolégico de mayor
regeneracién de celulas tumorales y por lo tanto una mayor proporcién de crecimiento
tumoral generando un panorama mas sombrio para nuestros pacientes.

Las celulas madre neuronales tumorales juegan un papel importante en la resistencia
al tratamiento asi como el desenlace del paciente, por lo tanto dirigir tratamientos a
estas células podria proporcionar una herramienta importante sobre la progresion y
recurrencia del tumor cerebral. Se evalla la hipotesis de que estas células derivan de
poblaciones madre neuronales enddgenas y no de la desdiferenciacion de las células
gliales maduras. (35) Por décadas pasadas la teoria de tumorogénesis cerebral se
fundamentaba en la existencia de células derivadas de un Unico linaje, sin embargo se
ha demostrado la presencia de un espectro de distintos tipo celulares que componen
los tumores presentando células con mayor potencial para la replicacién y capacidad
de desarrollar nuevos tumores, conocidas como celulas madre tumorales.

Nuestro primer caso es un paciente masculino de 2 afios con diagndstico
histopatoldgico de Astrocitoma Difuso, recibié tratamiento con esquema ICE/TMZ por
4 cursos mas radioterapia sin completar tratamiento ya que fallecid por progresion
tumoral. Es un paciente que contaba con resultado histopatoldgico de glioma de bajo
grado antes que se considerara la nueva clasificacion, no hubo crecimiento de

neuroesferas, sin embargo ante localizaciodn se dirigia tratamiento con esquemas para
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alto grado por la experiencia obtenida en nuestro hospital del comportamiento de los

tumores en esta localizacion.

El segundo paciente, femenino con diagndstico de glioma de alto grado que
corresponde a un glioblastoma, con crecimiento de neuroesferas en su cultivo
primario, fue tratado con ICE/TMZ completando 10 cursos, falleciendo en 13 meses y

motivo de defuncién choque séptico secundario a quimiotoxicidad.

Entre los pacientes estudiados, el tercer paciente, masculino con diagndstico
histopatoldgico de astrocitoma difuso, no presentd crecimiento de neuroesferas y fue
tratado con un esquema altamente quimiotdoxico. Debemos revalorar en un estudio
subsecuente si ameritaba dar una quimioterapia tan agresiva considerando que el
reporte de patologia fue de un astrocitoma difuso mas alld que la localizacion sea en
tallo cerebral. Esto quiere decir que debe darse el valor a los halldzgos en los cultivos
celulares asociado con el reporte de patologia dado que el cuestionamiento seria que
el paciente fallecid por toxicidad secundaria a un esquema de quimioterapia mas
agresivo de lo que en realidad ameritaba y dar una quimioterapia menos intensa como
en el caso de astrocitomas de bajo grado sin crecimiento de neuroesferas que
corresponde el esquema Packer.

El paciente No.4 con diagndstico histopatodlogico de astrocitoma difuso, con
crecimiento de neuroesferas, fue tratado con quimioterapia de alta intensidad y sin
embargo fallecié por progresion tumoral debido al comportamiento ya comentado de

estos tumores.
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Nuestro 5to paciente contaba con diagndstico histopatoldgico de glioblastoma, sin
embargo llama la atencidon que siendo de histologia agresiva y presentando cultivo
primario con crecimiento de neuroesferas, el esquema de quimioterapia administrado
fué el correspondiente para un tumor de bajo grado con esquema Packer lo que

pudiera justificar porque el paciente falleciera por progresién tumoral.

Debido a la ubicacién de estos tumores a menudo impiden su biopsia y cirugia para su
estudio, sin embargo el contar con ellas proporciona material para realizar estudios

moleculares que nos permitan dirigir el tratamiento.(6)

Entre las limitaciones de las neuroesferas, se ha postulado la posibilidad de que sean el
resultado de la manipulacion del ambiente experimental y reflejen un artefacto mas
que un evento. Otra parte importante, es la ausencia actualmente de un protocolo
estandarizado para comparar resultados ya que se han utilizado diferentes
componentes y diferentes concentraciones de los mismos.(39) Se ha documentado en
varios estudios realizados una relacidon estadisticamente significativa entre la
formacion de las neuroesferas y un deterioro mayor en la evolucién en un tumor del
neuroepitelio primario, tanto nifios como adultos.(30)(40) Los estudios realizados
sobre analisis del riesgo de muerte y progresion de acuerdo a formacidon o no de
neuroesferas en los diferentes subgrupos histoldgicos demuestran que los pacientes
con tumores de estirpe embrionaria si presentan relacién significativa con muerte y
progresion. En el caso de los tumores gliales como los de nuestro estudio muestran

evidencia para la relacién con progresion, no asi con el riesgo de muerte.(40)
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Xil. CONCLUSIONES

La mayoria de los pacientes que presentaron expresion por inmunohistoquimica de
H3K27M desarrollaron neuroesferas por cultivo primario representando el 60% de los
casos. No todos los pacientes que presentan la mutacion, desarrollan neuroesferas, sin
embargo esto puede estar sesgado por la técnica que se utiliza para el cultivo primario,
dada que la cantidad de muestra que por ser biopsia y repatirse para varios estudios

pudiera no ser suficiente para el desarrollo de celularidad.

Es importante en base a lo comentado en los casos 3 y 5 que el tratamiento sea

dirigido a la histologia y presentacion de neuroesferas para evitar progresion tumoral

en tumores de alto grado y toxicidad en tumores de bajo grado.
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XIV. RECOMENDACION

» En los pacientes con diagndstico histopatolégico de glioma, referido en la
actual clasificacion de la OMS como glioma difuso de linea media al presentar
por inmunohistoquimica la expresién de H3K27M, recomendamos se estudie
por cultivo primario la formaciéon de neuroesferas, ademas de la realizacién de
estudio moleculares como la secuenciacion y anadlisis de perfiles
transcriptomicos que aporten conocimientos sobre el comportamiento
biolégico del tumor y permitirnos tomar consideraciones en su tratamiento de

forma oportuna.
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XVI. ANEXO

Hoja de Recoleccién de datos

“PRESENCIA DE NEUROESFERAS EN CULTIVOS PRIMARIOS
DE GLIOMAS PONTINOS INTRINSECOS DIFUSOS DE
PACIENTES PEDIATRICOS Y EXPRESION
INMUNOHISTOQUIMICA DE H3K27M ”

Paciente No.

Reporte de Biopsia:

Fecha de Inmunohistoquimica de H3K27M:

Fecha de Cultivo primario:

Reporte Cultivo primario:
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