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1. DEDICATORIA
A mis Guerreros Incansables:

Quiero dedicar este trabajo a unas personitas muy especiales que han sido para mi un
ejemplo de como se debe de enfrentar la vida con valentia y entusiasmo, de no dejarse
vencer a la primera, a la segunda o incluso a la tercera. Va también para aquellas
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es cierto eso de que la grandeza en los hombres se mide de la cabeza al cielo. Para
aquellos que me han ensefiado que en la vida todo es un sacrificio, todo tiene un precio
que hay que pagar, no solo en lo econdémico, sino también en lo sentimental, en el
tiempo invertido, el cual no detiene su curso, tiempo tan preciado que puede ser todo o
nada a la vez, tiempo que se puede convertir de acuerdo a las circunstancias en dolor,
sufrimiento y martirio; o en tiempo que se puede convertir en carifio, sonrisas y abrazos,
no importa sea mucho o poco, tiempo en el que se pueden pasar momentos inolvidables
al lado de la gente que te ama, que dejan recuerdos plasmados como cicatrices en la
piel.

Me refiero a mis pacientes que ademas de darme tantos conocimientos, me han dejado
entrar en su vida y en su corazon, de los que agradezco tantas ensefianzas, va dedicado
también a sus ejemplares padres que viven en carne propia los padecimientos de sus
hijos y estan con ellos hasta el final.

Con carifio muy especial para La Guerrera mas grande que he conocido, de la que se
surge mi inquietud por la medicina y por la oncologia, que fue una luchadora incansable
y a la que le debo la mitad de mis pares cromosomas, asi como mi esencia.

A mi familia que siempre ha sido mi motor y mi fuerza, con especial carifio a mi méas
inseparable compariera de residencia, mi pequefia hija Valentyna y mi esposo que me ha
acompafado en esta gran aventura. Asi como también a mis hermanos que han estado
ahi siempre para apoyarme, sin ustedes mi rumbo seria diferente. A todas las personas
que directa e indirectamente me han apoyado y han contribuido a ser lo que soy gracias.



2. AGRADECIMIENTOS

Quiero agradecer a todos los implicados con la elaboracion de esta tesis, principalmente
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3. RESUMEN ESTRUCTURADO

Introduccion: Los tumores cerebrales son la principal causa de mortalidad y morbilidad
relacionada con el cancer en nifios. El Glioma Pontino Intrinseco Difuso (DIPG), es un
glioma de alto grado originado en el puente. De acuerdo con las OMS se clasifica como
glioma de la linea media difuso con H3 K27M mutado Grado IV. Los nifios con DIPG
tienen tasas de supervivencia sin progresion de 1 afio en menos del 25% y supervivencia
global promedio de 9 a 10 meses con los tratamientos actuales.

Objetivos: General: Comparar la supervivencia de pacientes pediatricos con diagnostico de
glioma pontino intrinseco difuso con y sin la mutacion de histona H3K27M. Especifico:
Describir el porcentaje de caracteristicas clinicas encontradas al momento del diagnostico,
asi como el porcentaje de tratamiento que predominé en los pacientes.

Metodologia: Estudio retrospectivo, longitudinal, analitico, en el que se realiz6 ampliacion
de la muestra previa, del estudio realizado de junio 2010 a junio 2017, se incluyeron nuevas
muestras de pacientes con diagnostico de Glioma de Tallo, ingresados en el Hospital de
Pediatria “Dr. Silvestre Frenk Freund”, Unidad Médica de Alta Especialidad, Siglo XXI, de
0-17 afios que cumplieron con los criterios de inclusion establecidos, hasta mayo de 2019.
Se revisaron las determinaciones de la mutacion H3K27M, por inmuhistoquimica.

Analisis estadistico: Se emplearon en las variables cualitativas frecuencias y porcentajes.
Se realiz6 el andlisis descriptivo de los pacientes con diagnostico de DIGP. Para el calculo
de la supervivencia se realizaron curvas de Kaplan Meier y para ver diferencia estadistica
se realiz6 log Rank test.

Resultados: Los pacientes pediatricos con diagnostico de DIPG, que expresaron la
mutacién histona H3K27M tuvieron una mediana de supervivencia 3.6 meses (n=8) y
mediana de supervivencia de 4.2 meses para los pacientes con mutacion H3K27M negativa
(n=3), p= 0.369. Dentro de los hallazgos clinicos reportados, mas del 50% de los pacientes
con DIPG debuté con alteracion de alguno de los pares craneales (63.6%).

Conclusiones: por el tamafio pequefio de la muestra no se pudo establecer asociacién de la
mutacion de H3K27M positiva con el tiempo de supervivencia de los pacientes con DIPG,
la manifestacion clinica inicial que predomind en nifios con diagndstico de DIPG es alguna
alteracion de los pares craneales.

Palabras clave: Glioma Pontino Intrinseco Difuso, H3K27M, inmunohistoquimica,
supervivencia.



4. MARCO TEORICO

Los tumores cerebrales son la principal causa de mortalidad y morbilidad relacionada con
los tumores solidos en nifios. (1)

En conjunto, los gliomas son, sin embargo, los tumores cerebrales malignos mas comunes
en los nifios y representan la mayor causa de muerte relacionada con el cancer antes de los
19 afios en los Estados Unidos. La tasa de incidencia anual global promedio ajustada por
edad segun Ostronm et al, entre 2008-2012 para todos los tumores primarios del cerebro y
del SNC fue de 21.97 por 100,000 habitantes. La tasa de incidencia general fue de 5.57 por
100,000 habitantes para nifios y adolescentes de 0 a 19 afos, 5.37 por 100,000 habitantes
para nifios de 0 a 14 afios y 28.57 por 100,000 habitantes para adultos mayores de 20 afos.
Especificamente los tumores del tronco encefalico representan el 3.6% de todos
los tumores cerebrales malignos. La edad media al diagndstico es de los 6 a 7 afios edad; la
relacion hombre mujer es 1:1. (2)

Los gliomas de alto grado (HGG) de la infancia son un espectro devastador de enfermedad
sin cura efectiva. Las caracteristicas histoldgicas frecuentes de los Gliomas de Alto Grado
son hipercelularidad, atipia celular, mitosis, necrosis y proliferacion vascular con
hiperplasia endotelial. Con respecto a los gliomas difusamente infiltrantes, se conoce que la
mayoria surgen en el puente de Varolio y causan un agrandamiento difuso de esa
estructura. La infiltracion neoplasica se extiende hasta el mesencéfalo, el pedunculo
cerebral, el cerebelo o la médula. Estos tumores pueden ser de acuerdo con su clasificacion
histopatolégica pilocitico, difuso, o con mayor frecuencia anaplasico o glioblastoma
multiforme. Con el paso del tiempo la clasificacion histopatoldgica fue insuficiente, por lo
que se afiade a la nueva clasificacion de la OMS de 2016 elementos moleculares que
denotan alto grado de malignidad en este tipo de tumores. Especificamente el glioma
pontino intrinseco difuso (DIPG), es un glioma de alto grado, que de acuerdo con la
clasificacion de la OMS se agrupa como glioma de la linea media difuso con H3 K27M
mutado. (1, 3)

Los sintomas de presentacion dependen de los siguientes aspectos: ubicacidn en el SNC,
tamafio del tumor, tasa de crecimiento tumoral, edad cronoldgica y de desarrollo del nifio.
En los lactantes y nifios pequefios, los astrocitomas de grado bajo que surgen en el
hipotdlamo en ocasiones producen sindrome diencefélico, que se manifiesta por un retraso
en el desarrollo de un nifio demacrado, aparentemente eufdrico. Es posible que estos nifios
no presenten otras manifestaciones neurologicas, pero pueden tener macrocefalia, letargo
intermitente y deficiencia visual. Algunos sintomas representativos a nivel de tronco
encefalicos son la incapacidad para la mirada conjugada (paralisis de la mirada) o la
incapacidad para aducir un ojo adecuadamente en la mirada lateral. Hasta el 50% de los
pacientes presenta déficit nervioso (diplopia y asimetria facial), signos del tracto largo
(Hiperreflexia, Babinski y disminucién de la fuerza), entre otros. La paralisis del VI par
craneal es de los primeros signos clinicos. La hipertension intracraneal se presenta en
menos del 10% de los casos y es secundaria a hidrocefalia obstructiva. (1, 4)



El diagndstico se basa en los cambios caracteristicos de la resonancia magnética de
expansion difusa, con una imagen ponderada T2 hiperintensa del tronco encefélico. La
resonancia magnética de perfusion potenciada con contraste T2 refleja indirectamente la
densidad y la proliferacion vascular dentro del tumor a partir de la medicion del rCBV
(volumen sanguineo cerebral relativo). EI rCBV se correlaciona con el grado de tumor glial
en adultos, los tumores de alto grado tienen un rCBV mas alto que los tumores de bajo
grado. La confirmacion diagndstica por biopsia se consideraba un riesgo innecesario, sin
embargo, ha permitido conocer parte del comportamiento de estos tumores. (1, 3)

En los ultimos 30 afios no ha mejorado el prondstico de los pacientes con DIPG, se reporta
una supervivencia libre de enfermedad a 2 afios menor del 10%. Los pacientes que tienen
tumores con mutaciones de histona en K27M presentan el prondstico mas precario, con
tasas de supervivencia a 3 afos inferiores a 5 %. En un analisis multivariado con factores
moleculares y clinicos, se observaron amplificaciones génicas y mutaciones K27M que se
vincularon con un prondéstico mas precario, por lo que resulta fundamental estudiar mas a
fondo la biologia molecular de estos tumores. Es asi como en algunos centros del mundo se
realizan biopsias autorizadas por familiares para continuar el abordaje de los DIPG.
Estudios recientes de todo el genoma proporcionaron nuevas mutaciones oncogénicas que
conectan la génesis de los tumores y la regulacion de la cromatina, asi como las vias de
sefializacion del desarrollo. Estos nuevos hallazgos genéticos brindan informacion sobre la
patogénesis de la enfermedad y los desafios y oportunidades para mejorar la supervivencia
del paciente con este tipo de tumores cerebrales infantiles en su mayoria incurables. (1, 4,
5)

La mayoria de los gliomas de linea media difusos, que incluyen mas del 70% de los DIPG,
albergan una sustitucion de aminoacidos de lisina (K) a metionina (M) en la posicion 27 de
la variante 3y 1 de histona 3 (H3.3 y 3.1). Estas mutaciones provocan a su vez la inhibicion
del Complejo Represor Polycomb 2 (PRC2), lo que resulta en una pérdida de la
trimetilacion de la lisina 27 en todas las histonas H3 silvestres 0 mutadas, siendo esta la
base de la oncogénesis de DIPG. (6) La actividad residual de PRC2 es esencial para la
supervivencia de las células humanas que contienen oncohistonas, lo que ilustra que los
tumores dirigidos por K27M no sufren simplemente la pérdida de la actividad de PRC2,
sino que la tumorigénesis esta dirigida por patrones especificos de inhibicion de PRC2. La
actividad residual de la RPC2 es necesaria para mantener el potencial proliferativo de la
DIPG, al reprimir las neuronas en su diferenciacion y funcion. (7)

En 2016 Justin y colaboradores describieron que el complejo represor Polycomb 2 (PRC2)
silencia la expresion génica de la trimetilacion de K27 de histona H3 (H3K27me3) a través
de su dominio SET catalitico. El sustrato de PRC2, histona H3K27M, esta asociado con
ciertos tipos de cancer cerebral pediatrico, relacionado con una disminucion global de
H3K27me3 en las células afectadas que se cree estdn mediadas por inhibicion de la
actividad del PRC2. (8)

Las restricciones en la actividad de PRC2 impuestas por la incorporacion de oncohistonas
pueden prevenir los cambios dinamicos de H3K27me3 requeridos durante la diferenciacion
y activar programas transcripcionales que apoyan un estado indiferenciado y dan como
resultado de la génesis tumoral. (9)



Para hablar de las bases moleculares que rodean esta mutacion, es necesario decir que el
bloque de construccion de la cromatina es el nucleosoma, que consta de 146 pares de bases
de ADN envueltos alrededor de un octamero de histona compuesto por dos copias de
histona H2A, H2B, H3 y H4. El empaquetamiento del ADN en nucleosomas no solo ayuda
a almacenar informacion genética, sino que también crea diversos medios para regular los
procesos del ADN. La accesibilidad a la cromatina por medio de la maquinaria
transcripcional se regula a través del posicionamiento y la configuracion del nucleosoma,
muy influida por las variantes de histonas y por las modificaciones postranscripcionales de
las colas de histonas. Significativamente, las mutaciones somaticas de la variante de histona
H3 se asocian con tumores en la infancia y adultos jovenes, como los astrocitomas
peditricos de alto grado, asi como el condroblastoma y los tumores de células gigantes del
hueso. (10)

La arquitectura de la cromatina se puede alterar mediante distintos mecanismos, incluidos
los marcadores de histonas, la remodelacion de la cromatina y la incorporacion de variantes
de las histonas canénicas. H3.3 es una variante de H3 de particular interés debido a su
asociacion preferencial con la cromatina activa. H3.3 mantiene un estado de cromatina
descondensado y es esencial para la fidelidad de la segregacion de cromosomas durante la
mitosis. Esta y otras observaciones han llevado a la propuesta de una “hip6tesis de cddigo
de barras H3”. De acuerdo con esta hipdtesis, H3.3 marcaria las regiones eucromaticas del
genoma Yy contribuiria a mantener su actividad transcripcional durante el desarrollo. Sin
embargo, debe sefialarse que H3.3 también se encuentra localizado en promotores de genes
silenciosos y en algunas regiones heterocromaticas. (11)

Por otro lado, la metilacion de la lisina 27 en la histona H3 (H3K27me), una modificacion
asociada con la represion de genes desempefia un papel critico en la regulacion de la
expresion de genes que determinan el equilibrio entre la diferenciacion celular y la
proliferacion. Las alteraciones a nivel de esta modificacién de histonas han surgido como
un tema recurrente en muchos tipos de cancer, lo que demuestra que el exceso o la falta de
metilacién de H3K27 pueden tener efectos oncogénicos. (12)

Se conoce que la acetilacion y la metilacion regulan diferentes procesos celulares, que
también estan relacionados con los cambios en el ADN que posteriormente originan
cambios epigenéticos. H3K27 también puede ser mono, di y trimetilado (H3K27mel / me2
/ me3). H3K27me2 / me3, es catalizado por el complejo represivo PRC2, en promotores de
genes silenciados, que desempefia un papel importante en el silenciamiento de genes
regulados por el desarrollo durante la diferenciacion celular. No obstante, las vias por las
cuales H3K27M impulsa el desarrollo de HGG pediatrico siguen siendo poco conocidas.
(13,14,15)

Asi sabemos que ligeras alteraciones en la composicion de aminoacidos pueden tener
consecuencias dramaticas, sobre la estructura de la cromatina, afectando la expresion
génica e integridad del genoma. (16)

Mutaciones recurrentes especificas en los genes que codifican las variantes de histonas
H3.3 (H3F3A) y H3.1 (HIST1H3B, HIST1H3C) dan lugar a sustituciones de aminoacidos
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en 2 residuos clave en la cola de histona: lisina a metionina en la posicion 27 (K27M) y
glicina a arginina o -valina en la posicion 34 (G34R/V). Estas mutaciones reconfiguran el
epigenoma y proporcionan potentes y distintos insultos oncogénicos a grupos susceptibles
de ceélulas progenitoras, que probablemente se originan en las primeras etapas del
neurodesarrollo. Con respecto a lo anterior, méas del 85% de los DIPG, pueden presentar
caracteristicas histologicas que van desde el grado Il al grado 1V, albergan una mutacion
K27M en una u otra histona, mostrando una edad mas temprana, caracteristicas clinico-
patoldgicas y radioldgicas distinta. (17) Por lo que resulta interesante estudiar la
secuenciacion genomica de este tipo de tumores en busca de mutaciones puntuales que nos
permitan obtener mas informacion sobre la forma de presentacion, comportamiento clinico
y supervivencia, asi como continuar con el desarrollo de terapias que permitiran aumentar
la calidad de vida de los pacientes.

Con base a los planteamientos anteriores es acertado decir que se conoce parte de la
epigenética crucial para el entendimiento de los procesos moleculares, asi como parte de la
maquinaria de proteinas y enzimas necesarias para el proceso de almacenamiento,
replicacion y transcripcion de la informacion del genoma humano, sin embargo a su vez es
esencial seguir investigando puntos importantes adn desconocidos, y obtener la
informacidén necesaria para descubrir los enigmas que envuelven a este tipo de
padecimientos, en los que el ser humando aun no ha podido ganar la batalla contra el
cancer. Es asi como cientificos de muchas partes del mundo han dedicado gran parte de sus
esfuerzos a realizar estudios relacionados con este tipo de tumores, especificamente
mutaciones relacionadas con las histonas, como la ya mencionada mutacion H3K27M, la
cual se puede determinar por inmunohistoquimica y secuenciacion genémica.

Se realiz6 en estudio de cohorte de Gliomas de Alto Grado pediatricos (HGA), edad
promedio 11 afios, que incluyo tejido tumoral de 124 astrocitomas de grado 1V de la OMS
(glioblastoma, GBM), 14 recidivas de GBM y 11 astrocitomas de grado Ill de la OMS
(astrocitoma anaplasico, AA). En el que se encontrd una concordancia del 100% entre el
analisis del genotipo y el andlisis inmunohistoquimico del H3K27M en muestras de
tumores. Es importante destacar que el anticuerpo fue capaz de reconocer los tumores
mutantes H3.3 y H3.1 K27M, dado que el péptido contra el que se cred es idéntico en
ambas variantes mutantes H3. Tanto las mutaciones H3.1 como los H3.3K27M se
asociaron con resultados fatales rapidos y ocurrieran especificamente en la HGA de la linea
media en nifios y adultos jovenes. Esto incluye gliomas pontinos intrinsecos difusos (80 %)
y HGA taldmicos o espinales (>90 %), que son localizaciones quirdrgicamente dificiles con
material tumoral a menudo limitado. (18)

En el caso de los tumores difusos infiltrantes la reseccion no es posible en la mayoria de los
casos, debido a la infiltracion de células cancerosas en los tejidos sanos circundantes. Sin
en embargo gracias a la intervencién quirargica se encuentra la mayor disponibilidad de
tejido tumoral que ha permitido la identificacion de aberraciones de genes de histonas,
mutaciones impulsoras genéticas y cambios de metilacién, que han dado lugar a subgrupos
moleculares y fenotipicos. La radioterapia es el componente primordial en el manejo de los
gliomas difusos infiltrativos. La radiacién es el Unico tratamiento con eficacia probada
(aunque limitada) para prolongar la supervivencia libre de progresion (SLP). También
puede proporcionar una mejoria sintomatica transitoria y una mejor funcion neurolégica. La
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dosis de radioterapia actual en nifios con DIPG es tipicamente 54 Gy (54 / 1,8 Gy) durante
6 semanas. (1, 19, 20)

Dentro de la quimioterapia se utilizan regimenes para gliomas de alto grado a base
Lomustina / Vincristina/ Prednisona ( puede ser sustituida por Procarbazina, Cisplatino),
otros como Temozolamida / Methotrexate / Vincristina / Ciclofosfamida / Cisplatino /
Etoposido, en el territorio nacional y nuestros hospital una opcion es el esquema ICE
[Ifosfamida 2 gr.m2.dia (dia 1, 2 y 3 del ciclo) / Carboplatino 400 mg.m2.dia ( dia 1 del
ciclo) / Etoposido 100 mg.m2.dia (los dias 1, 2 y 3 del ciclo)] cada 28 dias, con resultados
aceptables. (1)

Los nifios con glioma pontino intrinseco difuso (DIPG) tienen tasas de supervivencia sin
progresion de 1 afio en menos del 25% y una supervivencia global promedio de 9 a 10
meses con los tratamientos actuales. Una publicacion realizada por Mathew en 2018 nos
dice que la mediana de supervivencia general para los nifios DIPG es inferior a un afio. La
mediana de supervivencia global (SG) estd entre 8 y 12 meses, y la SG es de
aproximadamente 30% al afio, 10% a los 2 afios y menos del 1% a los 5 afios desde el
diagnéstico (6, 19)

En 2015 se realizd un estudio observacional retrospectivo por Castel y colaboradores, con
el objetivo de determinar las caracteristicas clinicas y biologicas del DIPG, y las variables
que mas influyen en su pronostico. Los pacientes se sometieron a una biopsia
estereotactica. Las mutaciones fueron evaluadas por inmunohistoquimica y secuenciacion
de forma directa. Una descripcion completa de los hallazgos de la resonancia magnética, el
momento del diagnostico y en el momento de la recaida se evalué con el perfil molecular y
con los resultados clinicos. Todos los DIPG menos uno, fueron encontrados con una
mutacion somatica H3K27M y/o una pérdida de H3K27 trimetilacion. Pacientes con
tumores con mutacion K27M en H3.3 (H3F3A) no respondieron clinicamente a la
radioterapia, tuvieron una recaida significativamente mas temprana y exhibieron mas
recurrencias metastasicas que las mutaciones de H3.1. Las mutaciones K27M en las
mutaciones H3.3 y H3.1 impulsan dos vias oncogénicas distintas. (21)

Por tanto, entender los mecanismos subyacentes de cémo afecta la mutacion H3K27M, el
complejo represpresor PCR2 y el paisaje epigenético mundial es imprescindible para
comprender DIPG, y en ultima instancia, idear maneras estratégicas de superar el potencial
oncogenico del H3K27M mutado. (22)

Se realiz6 un estudio longitudinal, analitico, de la asociacion de la supervivencia con la
expresion de la Histona 3.3 mutada en pacientes con diagnostico de DIGP, en el periodo
comprendido entre el 1 de junio del 2010 al 30 de junio 2017, en el Hospital de Pediatria
CMN Siglo XXI. Se estudiaron 29 pacientes con diagnéstico de DIPG, se realizo6 biopsia a
11 pacientes (37%), solo 5 pacientes (17.2%) contaron con muestra para realizar
inmunohistoquimica para H3.3 mutado. Se obtuvieron los siguientes resultados, de los 29
pacientes estudiados 19 (65%) fueron mujeres y 10 (34%) hombres. En cuanto a la
supervivencia segun grupos de edad la mediana del grupo de 1 a 4 afios fue 3 meses; de 5 a
9 afios fue de 4 meses y 10 a 15 afios fue de 8 meses. Como conclusion se encontro que, no
todos los pacientes con diagnéstico de DIPG expresaron Histona 3.3 mutada. La histologia
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reportada para este caso fue Astrocitoma anaplasico. No se logré establecer una asociacion
entre la expresion de la Histona 3.3 mutada y la supervivencia, la mediana de supervivencia
general fue de 5 meses y la supervivencia para los pacientes que expresaron H 3.3 mutado
fue de 4 meses. Resultados sin duda importantes, aunque con un ndmero escaso de
pacientes, por lo que la autora plantea que es imposible establecer diferencias en la
supervivencia relacionada a la positividad de la mutacion, siendo de gran importancia la
ampliacion del estudio. (23)
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El glioma pontino intrinseco difuso, representa el 20% de los tumores del sistema nervioso
central, la supervivencia continla siendo baja, con tasas de supervivencia sin progresion a
un afio en menos del 25%, la supervivencia global de 9-10 meses. En diversos estudios se
ha encontrado que la mutacion de la Histona 3.3 se asocia a una presentacion mas agresiva
de la enfermedad y a peor prondstico, como referencia tenemos el estudio realizado en
nuestro hospital, en 2017 por la Dra. Ulloa y colaboradores, donde la mediana de
supervivencia general fue de 5 meses y la supervivencia para los pacientes que expresaron
H 3.3 mutado fue de 4 meses, sin poder realizar asociacion entre dicha mutacion y su
prondstico por el tamafo de la muestra. Es importante por lo tanto la continuidad de este
estudio, con la siguiente pregunta de investigacion:

¢Existe asociacion de la supervivencia con la expresion de la mutacion de H3K27M en
pacientes pediatricos con diagndstico de glioma pontino intrinseco difuso?
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6. OBJETIVOS

GENERAL:

e Comparar la supervivencia de pacientes pediatricos con diagnostico de glioma
pontino intrinseco difuso con y sin la mutacién de histona H3K27M.

ESPECIFICO:

e Describir el porcentaje de caracteristicas clinicas encontradas al momento del
diagndstico, asi como el porcentaje de tratamiento que predomind en los pacientes.

7. HIPOTESIS
En los pacientes pediatricos con diagndstico de glioma pontino intrinseco difuso:

- Quienes expresan la mutacion histona H3K27M tendran una mediana de
supervivencia menor de 5 meses contra una mediana de supervivencia igual o
mayor 10 meses de los pacientes que no lo expresan, con una supervivencia
global de 7 meses a un afio.

- El 50% de los pacientes con glioma pontino intrinseco difuso presenta

alteraciones en los pares craneales y menos del 10% debuta con datos de
hipertension intracraneal.
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8. JUSTIFICACION

En la actualidad existe mucha informacion sobre los tumores cerebrales, sin embargo, aun
quedan algunas preguntas por resolver sobre el comportamiento de los gliomas de tallo y su
componente de agresividad que implica fracaso al tratamiento a pesar de los esfuerzos para
mejorar la supervivencia en estos pacientes.

Los pacientes con DIPG (glioma pontino intrinseco difuso) tienen un mal prondstico a
pesar de que se han implementado nuevas estrategias para su tratamiento, por lo que el
conocimiento de parametros moleculares involucrados en la patogénesis nos permite
asociar factores pronosticos, asi como fortalecer las clasificaciones actuales, estadificando a
los pacientes de acuerdo con el riesgo.

La mutacién H3K27M es un factor ya estudiado en pacientes pediatricos con glioma de
tallo, dicha mutacion confiere peor pronéstico a los pacientes que la presentan. Esta
mutacion puede ser determinada por inmunohistoquimica y por secuenciacion genémica, en
nuestro hospital es determinada por la primera.

De ahi la importancia de dar continuidad a este proyecto, justificado en nuestro caso para
tener mayor experiencia acerca del tema.

Los pacientes pediatricos con DIPG, son una poblacion si bien no grande, pero si
importante, sobre todo teniendo en consideracion que se trata de una de las patologias méas
estudiadas, pero aun con mal prondstico en cuanto supervivencia, por lo que es de vital
importancia profundizar en el tema y contribuir con ello a mejorar la calidad de vida,
establecer pautas moleculares que ayuden a reclasificar esta patologia y ser probablemente
el pilar de nuevas terapias dirigidas y personalizadas que puedan aumentar supervivencia.
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9. PACIENTES, MATERIALES Y METODOS

A. LUGAR DONDE SE DESARROLLO EL ESTUDIO:

El estudio se desarroll6 en salas de hospitalizacion, localizadas en el Hospital de Pediatria
“Dr. Silvestre Frenk Freund”, Unidad de Médica de Alta Especialidad, Siglo XXI.

B. DISENO/TIPO DE ESTUDIO:

e De acuerdo con el numero de mediciones: Longitudinal

e De acuerdo con el numero de grupos en el estudio: Analitico
e Por la manera de recoleccion de los datos: Retrospectivo

e Tipo de disefio: serie de casos

C. UNIVERSO/POBLACION DE ESTUDIO

La poblacion de estudio incluyé muestras de pacientes del servicio de Patologia y
Laboratorio de Investigacion en Oncologia “Dr. Diego Julio Arenas Aranda”, del Hospital
de Pediatria, “Dr. Silvestre Frenk Freud”, de pacientes con diagnostico de tumores de tallo
cerebral a quienes se les realizO determinacion de la mutacion H3K27M por
inmunohistoquimica desde junio de 2010 hasta mayo de 2019, incluyendo muestras de
pacientes que ingresaron a las salas de hospitalizacion con diagnostico de DIPG, que
cumplieron con los criterios de inclusion descritos en el estudio, con un tiempo de
seguimiento de los pacientes de 9 afios.

D. CRITERIOS DE SELECCION:

1. INCLUSION
e Pacientes de ambos sexos con edad entre 1-17 afios, con expedientes
completos.
e Diagnostico de glioma de tallo realizado en el Hospital de Pediatria
CMN siglo XXI.

e Pacientes con determinacion de mutacion H3K27M por
inmunohistoquimica.

2. EXCLUSION
e Diagndstico e inicio de tratamiento en otro hospital.

3. ELIMINACION:
e Expediente clinico incompleto.
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10. TAMANO DE MUESTRA

No se calculo, se estudiaron todos los casos que se lograron recabar de muestras ya

resguardas desde junio de 2010 hasta mayo de 2019
Se estudiaron todos los casos de muestras ya resguardas desde junio de 2010 hasta mayo

de 2019.

MUESTREO: EI muestreo fue por conveniencia, de casos consecutivos.
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11. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Tipo
Edad
V. Universal

Sexo
V. Universal

Clinica de
presentacion
V. Dependiente

Resultado de la

determinacion de
mutacion H3K27M
por

inmunohistoquimica
V. Independiente

Meses de
supervivencia
V. Dependiente

Intervencion
quirudrgica
V. Confusion

Tipo de tratamiento
con quimioterapia
V. Confusién

Tratamiento
radioterapia
V. confusion

con

Definicién conceptual

Tiempo trascurrido a partir
del nacimiento del
individuo.

De  acuerdo con la
clasificacion por género al
momento de nacimiento.

Los sintomas y signos
reportados al momento del
diagnéstico del paciente.

El  resultado expresado
segun los criterios del
laboratorio como positivo o
negativo.

Lapso  determinado de
tiempo en el que los
pacientes afectados por una
enfermedad sobreviven.

Parte del manejo
hospitalario que involucra
alguna técnica quirlrgica
implementada.
Tratamiento que involucra
algin farmaco
antineoplasico
implementado.
Tratamiento que involucra
algin tipo de radioterapia
implementada.

Definicién operativa

La edad registrada en
afios al momento del
ingreso, basada en el
interrogatorio.

El registrado  al
momento del ingreso,

basado en las
caracteristicas
fenotipicas.

Los sintomas
registrados el

expediente durante el
interrogatorio 'y la
exploracion fisica de
primera vez.

Se tomo como
condicion positiva el
valor dado de acuerdo
con las
especificaciones  de
laboratorio.

Se tomo el tiempo en
meses  transcurrido
desde el momento del
diagndstico por
biopsia  hasta el
fallecimiento o por
completar vigilancia
de la enfermedad.

De acuerdo con el
manejo registrado en
el expediente.

De acuerdo con el
tratamiento registrado
en el expediente.

De acuerdo con el
tratamiento registrado
en el expediente.

Escala
medicion
Cuantitativa
Continua

Cualitativa
Nominal

Cualitativa
Nominal

Cualitativa
Nominal

Cuantitativa
Continua

Cualitativa
Nominal

Cualitativa
Nominal

Cualitativa
Nominal

de

Unidades de medicion

Afos

1.Femenino
2.Masculino

1.Afecccion de algin par

craneal y/o marcha
2.Cefalea
3.Datos de HTI

1.Positiva
2.Negativa

Tiempo (meses)

1.Si
2.No

1.Si
2.No

1.Si
2.No
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12. DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

El estudio incluyd muestras resguardas en el servicio de Patologia y Laboratorio de
Investigacion de Tumores Cerebrales “Dr. Diego Julio Arenas Aranda”, del Hospital de
Pediatria, “Dr. Silvestre Frenk Freud”, de pacientes con diagnostico en glioma pontino, a
quienes se les realiz6 determinacion de la mutacion H3K27M por inmunohistoquimica
desde junio de 2010 hasta mayo de 2019, que cumplieron con los criterios de inclusion
descritos en el estudio, con seguimiento de por lo menos afio.

Se revisaron los archivos de las muestras obtenidas, desde junio de 2010, de pacientes de
ambos sexos de 1 a 17 afios, con reporte de histopatologia de tumores de tallo, a las que se
les realizd determinacién de la mutacion H3K27M, incluyendo pacientes positivos y
negativos para la mutacion, hasta nuestra fecha de corte (mayo de 2019), con seguimiento
de 9 afios, se incluyé a pacientes que fallecieron durante el seguimiento.

Se considerd que las muestras obtenidas cursan con alguna mutacion de H3K27M bajo las
siguientes condiciones:
e Muestras y revision histopatolédgica: del banco de muestras y tejidos de Patologia
y del Laboratorio de Investigacion en Oncologia “Dr. Diego Julio Arenas Aranda”,
del Hospital de Pediatria, “Dr. Silvestre Frenk Freud”. Estas procedian de biopsias a
cielo abierto. Todas las muestras procedian de material fijado con formalina e
incrustado con parafina.

e Determinacién de la mutacion H3K27M por inmunohistoquimica: de las
muestras resguardadas se determind de acuerdo con los lineamientos del servicio de
Patologia del Hospital de Pediatria CMN siglo XXI.

Recoleccion de informacion: la informacion general del paciente: se recolect6 de la hoja de
trabajo social y expedientes fisicos y electronicos (edad, sexo, nimero de seguridad social).
La informacion acerca del diagnostico de cancer: del reporte de histopatologia, asi como de
la clasificacion del riesgo dada por el servicio de oncologia. La informacion sobre
evolucion clinica del expediente fisico y electrénico.

Se realizo el estudio con la siguiente estructuracion: se recolectd de la informacién por los
investigadores de acuerdo con los datos sefialados en el instrumento de recoleccion,
utilizando el registro de muestras de pacientes resguardadas en el laboratorio de oncologia
y servicio de patologia del hospital, que contaban con determinacién de la mutacién por
inmunohistoquimica, complementando la informacion con expediente electrénico y fisico.

Posteriormente se realiz6 la evaluacion de la supervivencia de los pacientes con DIPG que
expresaron y que no expresaron la mutacion H3K27M, para después determinar si existia
asociacion de dicha mutacidén con la supervivencia, ademas de describir el tratamiento
implementado en los pacientes con DIPG.

El seguimiento de las variables de desenlace: se dio por el comportamiento del tumor a lo
largo del estudio en cuanto a agresividad, y cuando se present6 el fallecimiento del
paciente, cuando fue el caso. Se establecio la causa de muerte, el tiempo de vida en meses y
se correlaciond de acuerdo con los hallazgos moleculares.
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La etapa final del estudio (determinar la mutacion por secuenciacion genomica) quedd
inconclusa ya que, se establecié contacto con un laboratorio altamente calificado, con el
cual se tienen colaboracion para el manejo de tumores cerebrales, el cual apoyaria en el
procesamiento de las muestras para la secuenciacion genética, sin embargo, no se lleva a
cabo dicho procedimiento por motivo de la contingencia sanitaria COVID-19.

ALGORITMO DE PROCEDIMIENTO:

Figura 1: Algoritmo de procedimiento.

PACIENTES
CONDIPG

PERIODO:
JUNIO 2010-MAYO 2019

A

DETERMINACION DE MUTACION
H3K27M POR
INMUNOHISTOQUIMICA

1
MUTACION MUTACION
H32TM off H32TM m=m

| |
[ —— 1

EVALUAR LA SUPERVIVENCIA DE
PACIENTES QUE EXPRESARON Y NO
EXPRESARON LA MUTACION

v

SECUENCIACION PENDIENTE
GENOMICA
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13. ASPECTOS ETICOS

Debido al caracter cientifico de este proyecto de investigacionn, se respeto la Ley General
de Salud de nuestro pais (publicada en el Diario Oficial de la Federacion el 7 de febrero de
1984), de acuerdo con el titulo quinto investigacion para la salud en base a los articulos 96,
97, 99, 100, 72, 73 de dicha Ley.

De acuerdo con los principios éticos para las investigaciones médicas en seres humanos
establecidos en la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial (592
Asamblea General, Seul, Corea, octubre 2008) el principal objetivo de este estudio fue
proteger la vida, la salud, la dignidad, la integridad, el derecho a la autodeterminacion, la
intimidad y la confidencialidad de la informacion de las personas que participaron en esta
investigacion.

Segun el Reglamento General de Salud en Materia de Salud, en su articulo 17, esta
investigacion se catalogd como sin riesgo, ya que se trabajo con muestras previamente
tomadas y resguardadas en el Laboratorio de Investigacion de Oncologia y servicio de
Patologia del hospital en el cual se llevd a cabo el estudio, de las cuales previamente se
habia solicitado consentimiento informado para la toma de las mismas, por lo que en el
presente estudio no se realizd directamente una intervencién o modificacion intencionada
en las variables fisioldgicas, psicoldgicas y sociales de los individuos que participaron en el
estudio.

Este estudio fue sometido a evaluacion por el Comité Local de Investigacion y Etica en
Investigacion, con la enmienda No. 3603.
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14. ANALISIS ESTADISTICO

A. ESTADISTICA DESCRIPTIVA

Las variables cualitativas se expresaron en frecuencias absolutas y porcentajes; las
variables cuantitativas dependiendo de la distribucion de los datos se expresaron en
medidas de tendencia central (mediana, media) y dispersion.

B. ESTADISTICA INFERENCIAL

Para realizar prueba de asociacion entre pacientes, segun las caracteristicas de las variables
se utilizaron las siguientes pruebas:
» Para el célculo de la supervivencia asociada a la mutacion de H3K27M se utiliz6
curvas de Kaplan Meier.
» El andlisis se realizo6 con el paquete estadistico SPSS version 25y se
considerd un nivel de significancia estadistico con un valor de p menor a 0.05.

C. FACTIBILIDAD
Este estudio se consider6 factible ya que conté con los recursos humanos dispuestos a
llevarlo a cabo y contribuir a la realizacion de este. Ademas de recursos econdémicos que
financiaron la determinacion de la mutacion por inmunohistoquimica proporcionados por el
propio hospital. Otro punto a favor es que nuestro Hospital es centro de referencia nacional
para los tumores cerebrales, con lo que tuvimos una poblacion aceptable para obtener las
muestras, contando con la infraestructura necesaria para llevar a cabo dicho proyecto.

15. ANALISIS DE RESULTADOS

La muestra se conformd por 11 casos, quienes contaban con muestras y determinacion de la
mutacién H3K27M por inmunohistoquimica, los cuales fueron divididos posteriormente en
2 grupos, con y sin expresion de la mutaciéon H3K27M (resultando 8 pacientes con
expresion de la mutacién y 3 pacientes que no expresaron la misma), a los que se les estimo
la supervivencia, asociando ésta con la mutacién H3K27M (ver Figura 2).

La edad los pacientes al momento del diagnostico tuvo una variacion de 2 a 14 afos, el
grupo que predominé fue el de los escolares de 6.1 a 11.9 afios (63.6%), con mediana de
7.6 afos. En la poblacion estudiada, no existié variacion significativa entre ambos sexos, el
diagndstico fue discretamente mayor en el sexo femenino (n=6, 54.5%), relacion M:H de
1.2:1,

Merece la pena mencionar las condiciones clinicas y por imagen con las que se diagnosticd
a los pacientes, de los 11 casos reportados el 63.6% debutd con alteraciones de algun par
craneal (endotropia, disartria o paralisis facial) y/o alteraciones de la marcha (ataxia), la
segunda alteracion clinica reportada fue datos de HTI (Hipertension Intracraneal) como
cefalea, vomito, y datos de ventriculomegalia y/o edema cerebral reportados por imagen, (
3 pacientes) que corresponde a un 27.3%, sin embargo de los 3 pacientes reportados solo
uno de ellos amerit6 intervencién quirdrgica de urgencia (colocacion de VDVP), el tercer
sintoma en frecuencia fue la cefalea universal sin datos de HTI con un porcentaje de 9.1%.
(Ver gréfica 1)
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El tratamiento inicial con algin farmaco antineoplésico se aplicé en 9 de 11 pacientes
(81.8%); 8 pacientes fueron tratados con esquema ICE/TMZ, considerado de primera linea,
y el més utilizado en nuestro hospital para pacientes con gliomas de alto grado, en un solo
paciente se utilizo el esquema PACKER, esto debido a que se reportd con histologia Grado
I (Astrocitoma pilocitico) y mutacion H3K27M negativa, por lo que inicialmente se
establece dicho esquema, posterior a 8 semanas de tratamiento se toma nuevo estudio de
imagen con evidente progresion de lesion tumoral, por lo que se decide cambio en el plan
de tratamiento a esquema ICE/TMZ, presentando al segundo ciclo de tratamiento datos de
hipersensibilidad a la Ifosfamida, se cambia nuevamente esquema a
Ciclofosfamida/Vincristina (1 ciclo) con posterior fallecimiento de paciente. Es importante
decir que 2 pacientes por la gravedad del estado clinico al diagnostico, con posterior
evolucion a desenlace fatal no recibieron tratamiento antineoplasico. Se beneficiaron del
tratamiento con radioterapia/quimioterapia 4 de 11 pacientes (36.3%), el esquema
planeado para todos fue de 54.8 Gy, para un total de 31 sesiones de 1.8 Gy por dia, sin
embargo, cabe sefialar que la variabilidad de dosis recibida fue desde 13-18 sesiones en 3
pacientes y solamente un paciente completé las 31 sesiones planeadas, esto debido al
retraso en el inicio o seguimiento de la misma, en espera de turno para la planeacion de la
radiacion o por complicaciones de paciente que no le permitian asistir a las terapias
establecidas.

En cuanto a la mutacion H3K27M por inmuhistoquimica, el estudio reporté el mayor
porcentaje de pacientes con expresion positiva para la misma, un total de 8 pacientes que
representan el 72.7%.
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Figura No. 2. Histologia/Inmunohistoquimica: Microfotografia en la que se identifica
astrocitomas de diferentes grados. En la parte superior un astrocitoma pilocitico con
H3NK27M negativo, parte central corresponde a un astrocitoma difuso, en la parte inferior
un glioblastoma multiforme en el que es evidente en ambos casos es positivo a la mutacion
H3NK27M, independientemente de la variedad histolégica.
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La frecuencia reportada con respecto a los meses de supervivencia para los 11 pacientes se
presentd como se describe a continuacion, 2 pacientes tuvieron 1 mes de supervivencia
(18,2%), 1 caso con 2, 5 Y 19 meses de supervivencia, predominando la supervivencia de 4
meses y 12 meses con 3 casos para cada uno, con el 27.3%. Cabe mencionar que los 11
pacientes se encuentran fallecidos, las cusas de muerte fueron 1 por choque hipovolémico,
1 por hemorragia pulmonar, 2 por sepsis y 7 por progresion tumoral. (Ver tabla 1)

Con respecto al diagndstico por imagen, fue realizado de acuerdo con los recursos
disponibles, asi tenemos que se realizd Tomografia Axial Computarizada (TAC) en 5
pacientes y Resonancia Magnética (RM) en 6 pacientes. Los hallazgos encontrados fueron
lesiones ocupativas en fosa posterior, que afectaban estructuras del puente, y en su gran
mayoria a estructuras vecinas, de caracteristicas difusas, heterogéneas, de gran tamafio,
desde 3 a 7 mm aproximadamente, hiperintensas ponderadas en T2, que reforzaban con el
medio de contraste. (Ver tabla 2)

Figura 3: Resultados
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Grafica 1: Porcentaje de Sintomas y Signos Reportados por Paciente.

Tabla 1: Frecuencias y Porcentajes para la descripcion de variables.

Variables Frecuencias Porcentajes
Edad 1-2 afios 1 0.1%
2.1-5.9 afios 2 18.2%
6.1-11.9 afios 7 63.6%
12.1-17 afios 1 0.1%
Sexo Femenino 6 54.5%
Masculino 3 45.5%
Clinica de presentacion Afeccion de algin par 7 63.6%
al diagnéstico Craneal v/o 1a marcha.
Cefalea 1 9.1%
Datos de HTI 3 27.3%
Mutacion HIK27M / Negativa 3 27.3%
Inmunchistoquimica Positiva 8 12.7%
Meses de Supervivencia 1 mes 2 18.2%
2 meses 1 9.1%
4 meses 3 27.3%
5 meses 1 9.1%
12 meses 3 27.3%
19 meses 1 9.1%
Tratamiento con 81 9 81.8%
guimioterapia No 2 18.2%
Tratamiento con S1 4 36.4%
radioterapia No 7 63.6%




TABLA 2. Descripcion Detallada por Nimero de Caso.

CASO EDAD SEXO DIAGNOSTICO DIAGNOSIICO DIAGNOSTICO MUL. TRATAMIENIO | SUPERVIVENCIA
(ANOS) HISTOPATOLOGICO CLINICO POR IMAGEN H3K2TM (MESES)
1. 4 ANOS M GLIOBLASTOMA CEFALEA TAC050415 | POSITIVA QT: ICE/TMZ 5
LGRA VOMITO (4 CICLOS)
RT: 548 GY
. (18 SESIONES)
2. 11 ARNOS F GLIOBLASTOMA | CUADRIPARESIA | RM:070515 | POSITIVA | QT:ICE/TMZ (10 12
MSIM MARCHA CICLOS)
ATAXICA
3. 8 ANOS 2 M ASTROCITOMA ALTERACIONES | TAC:0809.15 | POSITIVA QT: ICE/TMZ 12
RSG MESES DIFUSO DELA (6 CICLOS)
CONDUCTA RT: 54.8GY
RETRASO DPM (13 SESIONES)
DISARTRIA
4. 2 ANOS M ASTROCITOMA CEFALEA TAC:19.0616 | POSITIVA QT: ICE/TMZ 4
JGID DIFUSO VOMITO (4 CICLOS)
RT: 54.8GY
(13 SESIONES)
5. 6 ANOS M ASTROCITOMA CEFALEA NEGATIVA | QT: PACKER 19
DCVF PILOCITICO DOLOR (8 SEMANAS)
CERVICAL ICE/TMZ
(2 CICLOS)
CFA/NCR
(1 CICLO)
6. 7ANOS 8 F ASTROCITOMA CUADRIPARESIA | RM:20.10.17 POSITIVA QT: ICE/TMZ 12
SMM MESES DIFUSO E (6 CICLOS)
7. 14 ANOS F ASTROCITOMA PARALISIS TAC:2009.17 | NEGATIVA QT: ICE/TMZ 2
MSAP DIFUSO FACIAL (1 CICLO)
HEMIPARESTA RT: 548 GY
(31 SESIONES)
s. 9 ANOS F ASTROCITOMA PARALISIS TAC: 090219 | NEGATIVA QT: ICE/TMZ 1
LCYP DIFUSO FACIAL (2 CICLOS)
MARCHA TTO AMB: INF.
ATAXICA HERIDA QX.
9. 11 ANOS 4 F ASTROCITOMA PARALISIS POSITIVA QT: ICE/TMZ 4
LMKD | MESES DIFUSO FACIAL (1 CICLO)
DIPLOPIA TTO AMB: IVU
ATAXIA
HTI
10. 1ANOS 6 M GLIOMA DIFUSO ENDOTROPIA POSITIVA SIN QT 1
FCIF | MESES PARALISIS
FACIAL
1L 7ANOS 6 F GLIOMA MARCHA POSITIVA SIN QT 1
VIV MESES ANAPLASICO ATAXICA
PARASISI FACIAL
CUADRIPARESIA
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En cuanto a la estimacidn de la supervivencia por nimero de caso, se observé que el tiempo
de supervivencia global tuvo una mediana de 4.2 meses (IC95% 2.1 -6.3 meses), el tiempo
menor de supervivencia de 1 mes y el tiempo mayor de supervivencia de 19 meses. (Ver
Gréfica 2).

Con respecto a la prueba de supervivencia para los pacientes con y sin mutacion H3K27M
expresada por inmunohistoquimica, se reportd una mediana de supervivencia 4.2 meses
para los pacientes con mutacion H3K27M negativa (n=3) y mediana de supervivencia de
3.6 meses para los pacientes con mutacion H3K27M positiva (n=8), p= 0.369. (Ver Grafica
3).

Se realizé ademas prueba supervivencia en los pacientes con y sin mutacién de H3K27M,
para los distintos tipos de tratamiento implementados, encontrando que los pacientes con
mutacién H3K27M positiva y sin tratamiento (n=2), tuvieron el menor tiempo de
supervivencia (mediana 1 mes). Los 5 pacientes que se beneficiaron de recibir tratamiento
con quimioterapia (2 con mutacion H3K27M negativa y 3 con mutacion H3K27M positiva)
presentaron la mayor supervivencia, mediana de 12 meses (IC95% 0-29.1 mes). Los 4
pacientes que recibieron tratamiento con quimioterapia/radioterapia (1 negativo y 3
positivos a la mutaciéon H3K27M), tuvieron mediana de supervivencia de 3.5 meses,
(1C95% 0.4-6.7 meses). (Ver grafica 4)
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16. DISCUSION

Dando continuidad al estudio previo realizado en el Hospital de Pediatria CMN Siglo XXI,
y presentado en 2017, se logro el objetivo de ampliar la muestra de 5 pacientes (4 positivos
a mutacion H3K27M y 1 negativo) a un total de 11 pacientes, donde 8 de 11 pacientes
fueron positivos a la mutacion H3K27M, para un 72.6% de casos con expresion positiva a
dicha mutacion, lo cual concuerda con la literatura mundial en las que se reporta esta
mutacion heterocigota en el 70-80% de los casos de DIPG (24), corroborando con ello que
no todos los tumores son de alta malignidad por histologia como antes se habia pensado,
los son por la localizacion, aunado a la expresion de la biologia molecular de la nueva
clasificacion de la OMS 2016 (8 de nuestros pacientes se incluian en bajo grado previo a
determinar la mutacion por inmunohistoquimica), armando de esta manera el rompecabezas
diagndstico que nos lleva a establecer pautas para el manejo de estos pacientes.

Al comparar nuestros grupos de estudio, los pacientes con expresion de H3K27M positiva
y negativa, se puede decir que a pesar de que la mediana de supervivencia resulto ser mayor
en los pacientes con ausencia de la mutacion H3K27M con respecto a los que la expresaron
(mediana de 4.2 meses Vs mediana de 3.6 meses, supervivencia global de 4.2 meses), no
podemos asegurar que no existe asociacién entre mutacion y mal pronéstico de los
pacientes, ya que el tamafio de muestra es pequefio aun, por lo que no es posible realizar
esta comparacion, ademas de que el prondstico en esta enfermedad no esta asociado a
factores independientes, mas bien es la suma de factores inherentes al tipo de tumor que
tienen que ver principalmente con la localizacion, y el grado histologico, la edad de
presentacion, la respuesta a la terapia, aunado a los hallazgos en biologia molecular, que en
este caso vienen a pintar un panorama aun mas desfavorable para los pacientes.

Salomon y colaboradores en 2018 reportan serie de 47 gliomas difusos de la linea media
con mutacién de la histona H3K27M que incluy6 paciente pediatricos y adultos, con
mediana de supervivencia entre 9-15 meses (25).

Se realizo en el 2019 la busqueda en siete bases de datos electronicas, de acuerdo con las
directrices sobre los elementos de informacion preferidos para los examenes sistematicos y
los metaanalisis (PRISMA), seis estudios observacionales cumplieron los criterios de
seleccidn para su inclusion, que informaron de los resultados de supervivencia de un grupo
de 474 pacientes con 258 (54%) y 216 (46%) positivos y negativos respectivamente, para la
Mutacion H3K27M. De los cuales 4 reportaron supervivencia global, de acuerdo con la
fecha de publicacion se obtuvieron los siguientes resultados de supervivencia de acuerdo a
la presencia o ausencia de mutacion H3K27M: Khuong-Quang et al; en 2012 reportd
supervivencia 8.7 meses Vs 55 meses, Buczkowicz et al., en 2014 reporta supervivencia de
7.5 meses Vs 22 meses respectivamente, Korshunov et al., en 2015 reporta supervivencia
de 12.4 meses Vs 26.4 meses, y Karremann et al., en 2018 reporta supervivencia de 10.4
meses Vs 54.8 meses en los pacientes con y sin mutacion H3K27M. Por lo que se concluye
que la presencia de la mutacion se asocié de forma independiente y significativa con un
peor prondstico (p < 0.001). La supervivencia global fue significativamente mas corta (en
2.3 afios; p = 0.008) cuando la mutacion H3K27M estaba presente. Los valores agrupados
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en las cohortes H3K27M positiva y H3K27M negativa fueron de 10.9 meses y 52.2 meses.
Con un riesgo mayor a 3 veces de desenlace fatal en los pacientes con la mutacion. (26)

En nuestro estudio la supervivencia fue igual que la reportada en el estudio de base, donde
la supervivencia de los pacientes con mutacion H3K27M (4 meses), con una supervivencia
global de 4.2 meses, y ligeramente menor a las reportadas en otras fuentes, sin embargo,
existe una gran brecha entre la supervivencia reportada en la literatura mundial para los
pacientes con mutacion H3K27M negativo, asi como en la supervivencia global. A nuestro
favor podemos decir que algunos de estos estudios incluyen pacientes pediatricos y de
adultos por lo que la supervivencia puede variar. Otro punto muy importante que resaltar es
que, debido a las condiciones propias de nuestro pais, como lo son las grandes zonas
marginadas con dificil acceso a los servicios de salud, muchos de los pacientes llegan en
condiciones de gravedad por la evolucion natural de la enfermedad sin un diagnostico y/o
tratamiento oportuno, lo que hace que se aun reto todavia mayor el abordaje de esta
patologia tan compleja.

En cuanto a las manifestaciones clinicas, de los 11 casos reportados el 63.6% debut6é con
alteraciones de algun par craneal y/o alteraciones de la marcha, la segunda alteracion
clinica reportada fue datos de HTI (Hipertension Intracraneal) como cefalea, vomito, y
datos de ventriculomegalia y/o edema cerebral reportados por imagen, (3 pacientes que
corresponde a un 27.3%).

En 2018 M. Hoffman realiz6 un estudio en que incluy6 a 1130 pacientes con DIPG
confirmados radiograficamente y diagnosticados entre 1990 y 2015, con pacientes entre 0 y
27 afios, que procedian de los Estados Unidos, Canada y Australia. De los pacientes con
datos disponibles, 755 (82%) de 917, 468 (51%) de 915 y 567 (62%) de 920 pacientes
presentaron paralisis de uno o mas pares craneales, tracto piramidal o signo cerebeloso,
respectivamente, (27) lo cual concuerda con los resultados obtenidos en nuestro estudio.

El tratamiento que predomind en fue el sistémico (9 pacientes 81.8%); de los cuales 8
pacientes fueron tratados con esquema ICE/TMZ para gliomas de alto grado, en un solo
paciente se utilizo el esquema PACKER, por ser reportado de bajo grado, (histologia Grado
I-Astrocitoma pilocitico y mutacion H3K27M negativa), 4 de 11 pacientes tuvieron
tratamiento con radioterapia/quimioterapia (36.3%), y al comparar la supervivencia de los
pacientes con y sin mutacion de H3K27M asociado al tipo de tratamiento, a pesar de que la
supervivencia se reporta con mediana de 12 meses en los pacientes que recibieron
quimioterapia como Unico tratamiento (superior a los que no recibieron tratamiento y a los
que recibieron tratamiento con quimioterapia/radioterapia), del mismo modo no se pude
determinar que este tratamiento se asoci0 a mayor supervivencia por la reducido tamafio de
la muestra.

En cuento a la terapia M. Hoffman reconocié el estado de la radioterapia (RT) y la terapia
sistemica de 968 pacientes; 721 pacientes (74%) recibieron RT y terapia sistémica, 231
pacientes (24%) recibieron RT sola, y 16 pacientes (2%) recibieron terapia sistémica
sola. Posteriormente compararon por grupos pacientes con Supervivencia a corto plazo
(STS) y supervivencia a largo plazo (LTS), encontrando en un analisis univariado y
multivariado que los pacientes que tuvieron supervivencia a largo plazo recibieron con
mayor frecuencia terapia sistémica en el momento del diagndstico (88% versus 75% para
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los STS; p = 0,005); Se conocio el tipo de terapia sistémica de 702 pacientes (70%); 350
pacientes (50%) recibieron solo terapia citotoxica, 193 pacientes (27%) recibieron solo
terapia dirigida y 159 pacientes (23%) recibieron tanto citotoxico como dirigido. En el
andlisis univariado, del tipo de terapia dirigida no produjo diferencias en la
supervivencia. Sin embargo, la regresion logistica multivariable ajustada por edad y
duracion de los sintomas demostré mayores probabilidades de supervivencia a largo plazo
con el uso de un inhibidor del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) (P =
0,03) o bevacizumab, un anticuerpo antifactor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
en el momento del diagnostico. La tasa de progresion registrada dentro de 1 afio del
diagndstico fue inferior significativamente en los pacientes que se sometieron a
reirradiacion comparacion con los pacientes que no lo hicieron (74% v 88%,
respectivamente; P = 0,007). (27) A diferencia de nuestros pacientes estos fueron tratados
mayormente con radioterapia en combinacidn con quimioterapia, a nuestro favor se debe de
decir que con base a su analisis univariado tuvieron supervivencia largo plazo los pacientes
que recibieron algun tipo de guimioterapia sistémica, vale la pena mencionar que nosotros
aun no contamos con terapia dirigida como la mencionada en el estudio, sin embargo,
nuestra supervivencia también fue mayor utilizando algdn tipo de terapia sistémica.

Recapitulando todo lo anterior es importante conocer y profundizar en los factores clinicos,
radioldgicos y comportamiento bioldgico de los tumores que se correlacionan con la
supervivencia en los nifios con DIPG, que son la clave para la estratificacion del riesgo, y el
desarrollo de terapias para un tratamiento personalizado.

El presente estudio trato de reunir el mayor nimero de pacientes con diagndstico de DIGP,
lo cual representa un trabajo arduo, en el que se tratd de plasmar la experiencia de 9 afios de
seguimiento de pacientes con dicho diagndstico, que fue posible gracias al trabajo de
colaboracion y multidisciplinario de los diferentes servicios implicados, como Oncologia,
Neurocirugia, Patologia, y Laboratorio de Oncologia, asi como a la conviccién y confianza
de los pacientes para aceptar el tratamiento implementado, por lo que a pesar de que los
datos obtenidos no tuvieran la significancia estadistica esperada son muy buenos para
sumar experiencia para el manejo de estos pacientes.

Las fortalezas de este estudio consisten en que al continuar con el estudio de los pacientes
con DIGP a pesar de los resultados no tan alentadores sumamos experiencia y
conocimiento para el tratamiento y manejo de estos pacientes. ES importante decir que
gracias a que en nuestro hospital se cuenta con la determinacion de la mutacion H3K27M
se han podido tratar a pacientes reportados por histologia en bajo grado (8 de nuestra
muestra) con esquema de quimioterapia para tumores de alto grado propiciando asi un
mayor tiempo de supervivencia de los pacientes.

Dentro de las debilidades tenemos que por tratarse de un estudio retrospectivo con
seguimiento de 9 afios y ante la letalidad de esta patologia todos nuestros pacientes se
encontraban fallecidos, a pesar de que se tratd de reunir la mayor cantidad de pacientes no
todos los pacientes ingresados en este periodo aceptaron tomas de biopsia por lo que la
muestra se redujo, siendo al final la muestra pequefia, por lo que no se logra nuevamente
establecer una asociacion estadistica efectiva.
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17. CONCLUSIONES

1. Los pacientes pediatricos con diagndstico de DIPG, que expresaron la mutacion
H3K27M tuvieron mediana de supervivencia de 3.6 meses, versus 4.2 meses de
mediana de supervivencia de los pacientes que no la expresaron, siendo
ligeramente mayor la supervivencia de los pacientes que no expresaron la mutacion,
sin embargo, es importante resaltar que por la pequefia cantidad de casos estudiados
no es posible comprobar que existe asociacion entre la supervivencia y la mutacion
de H3K27M, por lo que se requiere ampliar aun mas el tamafio de la muestra, para
poder obtener conclusiones de con mayor solidez. Teniendo en cuenta siempre que
como ya se explicé anteriormente el prondstico en estos pacientes no obedece a
factores independientes sino a la suma de factores propios de esta patologia.

2. Dentro de los hallazgos clinicos al momento del diagnostico predomind en mas
del 50% de los pacientes con DIPG alteracién de alguno de los pares craneales
(63.6%) sin embargo méas del 10% debut6 con datos de hipertension intracraneal
(27.3%), lo cual pude estar relacionado a las caracteristicas propias de nuestros
pacientes.
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ANEXOS

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

Nombre
Afiliacion

Edad

Género:M__ F

F. de toma de Biopsia

Sintomas

Diagnostico

Clasificacion del Glioma de Tallo por grado de malignidad:
Bajo Alto

Determinacion de la mutacion H3K27M por inmunohistoquimica:
Positiva Negativa

Determinacion de la mutacion H3K27M por secuenciacién gendmica de H3K27M:
Positiva Negativa

Tratamiento

Fecha de defuncién o de ultima consulta

Meses de sobrevida

Causa de la defuncién
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NSS = BLOOUE P
MAF;%';%E EN NOMBRE ° DNA Dg ?
PARAFINA
LOPEZ GARCIA 8305 83 0660 2015-0363
1 LGRA | £ AMSES ALEXANDER | 3M20100RD | POS | X GLIOBLASTOMA
0215 85 3031 2015-433
MARTINEZ SANCHEZ 2F20040RD GLIOBLASTOMA,
2 MSIM JOHANNA MELINA POS TALLO CEREBRAL
X X CON EXTENSION A
MESENCEFALO
3901 81 1513 15-1045
3M20040RD ASTROCITOMA
5 RSG RAMIREZ SALAS POS X DIFUSO
GABRIEL X TALLO CEREBRAL
PUENTE
7203 83 1539 2016-725-1
3M20140RD ASTROCITOMA
A . JIMENEZ GOMEZ POS DIFUSO
JUAN DIEGO X X TALLO CEREBRAL
PUENTE
DE LA CRUZ 7290 72 1186 2016-0592
5 DCVF VICTORIANO 3M100RD NEG | v ASTROCITOMA
FRANCISCO PILOCITICO
0901 83 3058 2017-0608
5 svM | SANCHEZ MARTINEZ 3F20090RD ASTROCITOMA
MARIEL POS | X DIFUSO DE ALTO
GRADO
— 9098 75 1205 2017-1310
7 Msap | MEJIASANCHEZ ANA 3F030RD NEG v ASTROCITOMA
PAOLA v
DIFUSO
3398 79 6142 2019-0201
3FO90RD TALLO:
6 Lcyp | LOPEZCASTILLEJOS NEG | v ASTROCITOMA
YANSIS PAOLA GRADO I DE LA OMS
INDICE PROLIF, KI67
MENOR AL 5%
1212 88 2368 2019-125
3FO070RD TALLO RESEC: GDLM
o | Lo LICEA MARTINEZ CON MUTACION DE
KAREN DENISSE H3K27M, GRADO IV
v v v DE LA OMS NECROSIS
DEL 90%
6104 95 0011 1 2019-1394
3M150RD TALLO RESEC:
10 | FCIF F%%%TFESR?\IOAT\I%'\(')A v v v GLIOMA DIFUSO DE
LA LINEA MEDIA
POSITIVO A H3K27
IBIV ILLESCAS BENEQUE 6705 88 1110 GLIOMA ANAPLASICO
11 INGRID VANESSA 3F120RD
v X X
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No. NOMBRE/NSS EDAD PQ DIAGNOSTICO
(ANOS) HISTOPATOLOGI
CcO
1. LOPEZ GARCIA RAMSES 4 ANOS 2015-354-1 GLIOBLASTOMA
ALEXANDER
8305 83 0660 3M20100RD
2. MARTINEZ SANCHEZ JOHANNA | 11 ANOS 2015-433 GLIOBLASTOMA
MELINA
0215 85 3031 2F20040RD
3. RAMIREZ SALAS GABRIEL 8 ANOS 2 2015-1045 ASTROCITOMA
3901 81 1513 3M20040RD MESES DIFUSO
4, JIMENEZ GOMEZ JUAN DIEGO 2 ANOS 2016-725-1 ASTROCITOMA
7203 83 1539 3M20140RD DIFUSO
5. DE LA CRUZ VICTORIANO 6 ANOS 2016-0592 ASTROCITOMA
FRANCISCO PILOCITICO
7290 72 1186 3M 10 ORD
6. SANCHEZ MARTINEZ MARIEL | 7 ANOS 8 2017-608 ASTROCITOMA
0901 83 3058 3F20090RD MESES DIFUSO
7. MEJIA SANCHEZ ANA PAOLA 14 ANOS 2017-1310 ASTROCITOMA
9098 75 1205 3F 030RD DIFUSO
8. LOPEZ CASTILLEJOS YANSIS 9 ANOS 2019-0201 ASTROCITOMA
PAOLA DIFUSO
3398 79 6142 3F 09 ORD
9. LICEA MARTINEZ KAREN 11 ANOS 4 2019-125 GLIOPMA DIFUSO
DENISSE MESES
1212 88 2368 3F 07 ORD
10. FUENTES CORONA JOSE 4 ANOS 6 2019-1394 GLIOMA DIFUSO
FERNANDO MESES
6104 95 0011 1 3M 15 ORD
11. ILLESCAS VENEQUEN INGRID | 7 ANOS 6 2020-11 GLIOMA
VANESA MESES ANAPLASICO
6705 88 1110 3F 12 ORD
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NO. NOMBRE/NSS DIAGNOSTICO TRATAMIENTO | SUPERVIVENCIA MOTIVO DE
HISTOPATOLOGICO (MESES) DEFUNCION
1. LOPEZ GARCIA RAMSES GLIOBLASTOMA QT: ICE/TMZ 5 PROGRESION
ALEXANDER (4 CICLOS) TUMORAL
8305 83 0660 3M20100RD RT: 54,8 GY
(COMPLETO: 18
SESIONES)
2. MARTINEZ SANCHEZ GLIOBLASTOMA QT: ICE/TMZ (10 12 CHOQUE
JOHANNA MELINA CICLOS) SEPTICO
0215 85 3031 2F20040RD
3. RAMIREZ SALAS GABRIEL ASTROCITOMA QT: ICE/TMZ 12 CHOQUE
3901 81 1513 3M20040RD DIFUSO (6 CICLOS) SEPTICO
RT: 54.8 GY
(INCOMPLETO:1
3 SESIONES)
4. JIMENEZ GOMEZ JUAN ASTROCITOMA QT: ICE/TMZ 4 PROGRESION
DIEGO DIFUSO (4 CICLOS) TUMORAL
7203 83 1539 3M20140RD RT: 54.8 GY
(INCOMPLETO)
5. DE LA CRUZ VICTORIANO ASTROCITOMA QT: PACKER 19 CHOQUE
FRANCISCO PILOCITICO (8 SEMANAS) HIPOVOLEMICO
7290 72 1186 3M 10 ORD ICE/TMZ
(2 CICLOS)
CFA/VCR
(1 CICLO)
6. SANCHEZ MARTINEZ ASTROCITOMA QT: ICE/TMZ 12 PROGRESION
MARIEL DIFUSO (6 CICLOS) TUMORAL
0901 83 3058 3F20090RD
7. | MEJIA SANCHEZ ANA PAOLA ASTROCITOMA QT: ICE/TMZ 2 PROGRESION
9098 75 1205 3F 030RD DIFUSO (1 CICLO) TUMORAL
RT: 55.8 GY
(INCOMPLETO
31 SESIONES)
8. | LOPEZ CASTILLEJOS YANSIS ASTROCITOMA QT: ICE/TMZ 4 PROGRESION
PAOLA DIFUSO (2 CICLOS) TUMORAL
3398 79 6142 3F 09 ORD TTO AMB: INF.
HERIDA QX.
9. LICEA MARTINEZ KAREN ASTROCITOMA QT: ICE/TMZ 4 PROGRESION
DENISSE DIFUSO (1 CICLO) TUMORAL
1212 88 2368 3F 07 ORD TTO AMB: IVU
10. FUENTES CORONA JOSE GLIOMA DIFUSO SINQT 1 PROGRESION
FERNANDO TUMORAL / AP
6104 95 0011 1 3M 15 ORD
11. ILLESCAS VENEQUEN GLIOMA SINQT 1 HEMORRAGIA
INGRID VANESA ANAPLASICO PULMONAR
6705 88 1110 3F 12 ORD
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Nombre del Paciente

-~ INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
"-ﬁ DIRECCION DE PRESTACIONES MEDICAS
h) UMAE HOSPITAL DE PEDIATRIA CM.N. 5. XXI

Numero de Seguridad Social

CARTA DE CONSENTIMIENTO BAJO INFORMACION

SEGURIDAD ¥ 50LIDARIDAD S0CIAL

COM FUNDARENTD EM EL REGLAMENTO DE LA LEY GENERAL DE S4LUD, EN MATERLA DE Edad Sexo

PRESTACKIN DE SERVICIOS DE ATEMNCION M EDICA, ART. BD,EL1,82, 83, ¥ 4 LA NORMAE OFICIAL
PAEXICANA NOMM-D04-S545-2012, DEL EXPEDIENTE CLINICO, ¥ NOM-00E-55A3-2011, PARA LA

PRACTICA DE LA ANESTESIOLOGIA Lugar v fecha

Servicio CAMA

Ciudad de Meéxico a

He recibide informacién completa y suficiente, en lenguaje clare ¥ sencillo, sobre:

La enfermedad v estado de salud de mi paciente, mi médico tratante, el procedimiento o tratamiento propuesto v el
persomal autorizado a realizarlo. Posibles alternativas de tratamiento, riesgos, inconvenientes potenciales,
complicaciones, problemas relacionados con la recuperaciom, secuelas, resultados de no someterse al
tratamiento, riesgos v altermativas del nso de sangre ¥y hemoderivados. Beneficios y probabilidad de éxito.

Este consentimiento es revocable miemtras mno inicie el procedimiento o intervencion y no excluye la
necesidad de recabar el correspondiente a cada procedimiemto con riesgo alto. Hay probabilidad de
participacién de Médicos Residentes en adistramiento en el proceso de atencion. Entiendo mi compromise de gue
la informacién proporcionada es completa ¥ veraz, asi como a seguir las indicaciones meédicas.

Por lo gue ACEPTO Y AUTORTIZO el procedimiento o intervenciéon quirdrgica sefialada en este documento ¥

al personal de salud para la atencion de contingencias y urgencias derivadas del acto médico senalado.

Diagnostico previo al procedimiento e intervencion quirirgica:

Procedimiento o intervencidon quinirgica proyectada: Electiva (X ) Urgente { )
Diagndstico | ) Terapéutico (X ) Investigacion ( ) Eehabilitatorio [ ) Paliativo { )

Riesgos yv/'o complicaciones mas frecuentes inherentes al procedimiento o intervencion quirirgica ¥ a las condiciones
actuales del paciente.

Beneficios:
TESTIGO TESTIGO
Nombre v firma MNombre v firma

ELABORO

Nombre completo, matricula v firma
MEDICO TRATANTE Nombre completo v firma

ACEPTO INFORMADO Y AUTORIZO EL PROCEDIMIENTO O
INTERVENCION QUIRURGICA
IDENTIFICACION EN CASO DE TERCEROS:
Nombre completo, matricula v firmaa

2660-009-073
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