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3DCRT Radioterapia conformal en tercera dimension
ADN Acido desoxirribonucleico
ARN Acido ribonucleico
CL Control local tumoral
DMG Glioma de linea media
EGFR Receptor del factor de crecimiento epidérmico
Gy Gray = Dosis de radiacién ionizante absorbida en un
volumen de materia.
IDH Isocitrato deshidrogenasa
THQ Inmunohistoquimica
IMRT Radioterapia de intensidad modulada.
IRM Imagen por resonancia magnética.
MGMT Metilguanina metiltransferasa
NC Nervios Craneales
OMS Organizacion mundial de la salud
OR Razon de momios
PCR Reaccién en cadena de la polimerasa
PET Tomografia por emisién de positrones
PDGFR Receptor del factor de crecimiento plaquetario
QT Quimioterapia
RT Radioterapia
RTG Reseccion tumoral maxima
RTOG Radiation Therapy Oncology Group
SLP Supervivencia libre de progresion
SG Supervivencia global
SNC Sistema Nervioso Central
TC Tomograffa computarizada
TPS Sistema de planeacion de tratamiento.
TMZ Temozolamida
VMAT Arcoterapia volumétrica de intensidad modulada.
VPP Valor predictivo positivo
VPN Valor predictivo negativo
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3. Resumen.

Titulo: “Enmienda. Asociacion predictiva de la mutacion H3FK27M y la sobrevida global y
libre de enfermedad posterior al tratamiento con radioterapia en pacientes pedidtricos y

jovenes adultos con el diagnodstico de glioma de linea media™

Marco teorico: Los gliomas son los tumores del nervioso central mds frecuentes en
pacientes pedidtricos y adultos jovenes. Los gliomas de linea media difuso H3K27M son una
entidad clinico-patologica y molecular que se caracteriza por localizacion anatomica en sitios
de dificil acceso quirdrgico, siendo la radioterapia el tratamiento mds efectivo para esta
variedad de gliomas. Audn con los esfuerzos terapéuticos actuales, la mediana de
supervivencia global es de 12 meses. Las principales alteraciones moleculares encontradas
han sido relacionadas con la mutacién del gen que codifica a la histona 3 y su asociaciéon
como factor prondstico de muerte; sin embargo, su valor predictivo con los manejos

oncologicos aun se encuentra por definirse.

Objetivo: Identificar y comparar la diferencia en periodo libre de progresion y supervivencia
global posterior al tratamiento con radioterapia de acuerdo con la expresién proteica
H3F3AK27M vy por la mutacion del gen H3-3A de pacientes pedidtricos y jovenes adultos

con diagnostico de glioma de la linea media.

Materiales y métodos: El presente estudio retrospectivo, valoré el tejido tumoral de
pacientes con diagnéstico de glioma de linea media, tratados en el periodo de 2012 — 2020,
en el servicio de radioterapia del Hospital de Oncologia de Centro Médico Siglo XXI1. Se
identificé la presencia de la mutacién H3F3AK27M por la deteccion de la proteina mutante
por inmunohistoquimica con un anticuerpo especifico. asi como la asociacién con desenlaces

clinicos como supervivencia global y supervivencia libre de progresion.
Resultados: Los pacientes incluidos en este estudio, el 39.1% resulto positivo a la mutacion

H3G3K27M, con una media de SG de 28 meses para la poblacion independiente del estado

de la mutacion, y de 8 meses en presencia de la mutacion. Con respecto a la SLP, se encontré
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una mediana de 6 meses para los que no tuvieron la mutacién vs 1.5 meses para los que
fueron positivos (p < 0.0002) con una diferencia estadisticamente significativa. También se
encontraron resultados significativos cuando se comparo la SLP por grupos de edad, siendo
en los adultos donde mayor impacto negativo en la SLP mostré la presencia de la mutacion

(p < 0.0018).

Conclusion: El presente estudio retrospectivo confirmé que la presencia de la mutacién
H3F3AK27M es un factor de mal pronostico para la supervivencia global y libre de
enfermedad para la poblacién en general, independientemente del grupo etario, dosis de
radioterapia o esquema de radioterapia, por lo cual se hace énfasis en la importancia de la
toma de biopsia de los pacientes con diagnostico clinico de DMG, con la determinacion de
la mutacion. Estudios adicionales prospectivos son necesarios para poder validar los
resultados y generar informacion adicional para extender los diferentes esquemas de

radioterapia que puedan otorgar beneficio clinico.
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4. Introduccion.

Los tumores primarios del sistema nervioso central (SNC) son raros en pacientes pediatricos
(aproximadamente 3.2 casos por cada 100,000 nifios por aifio), representan la causa mas
comun de tumores sé6lidos en la nifiez, la tercera causa de incidencia en joévenes adultos, y,
en general, representan la primera causa de muerte por cdncer en este grupo etario (1). Los
gliomas difusos de linea media son el subgrupo mas agresivo de tumores el SNC, con una
incidencia menor a 1 caso por cada 100,000 habitantes en ninos. En México, la prevalencia
de los tumores del SNC ocupa aproximadamente el 12% del total de canceres del pais, siendo
los astrocitomas el subgrupo histolégico mas frecuente (2). A la fecha, se han identificado
caracteristicas histologicas y anatomicas asociadas a las alteraciones moleculares y clinicas
con impacto pronostico en el control tumoral, sobrevida libre de progresion y sobrevida
global. sin embargo, mucha de esta informacion epidemioldgica es desconocida en nuestra

poblacion.

5. Marco teorico.

Epidemiologia.

Los gliomas de alto grado son la principal causa de muerte por cancer en niflos y jévenes
adultos, con una incidencia aproximada de 3.2 casos por 100,000 nifnos al ano, con una
sobrevida global media estimada menor a un afio, siendo los gliomas difusos de la linea media
(por sus siglas en inglés, DMG) el subgrupo de tumores mds agresivo. Los DMG pueden
desarrollarse en cualquiera de las siguientes estructuras, o una combinacion de ellas: tdlamo,
tallo cerebral, médula espinal, y regién pineal. La edad media al diagnéstico es de 7 afios, sin
embargo, pueden desarrollarse tanto en ninos como en adultos, siendo la localizacion en el
talamo la mds frecuente en adultos, y el tallo cerebral en nifios (3). La mediana de
supervivencia libre de progresion una vez otorgado el tratamiento oncoldgico es de 16 meses
en adultos, y de 10 meses en nifios. Una vez demostrada la progresion de la enfermedad tras
el tratamiento primario, en ambos grupos etarios el fallecimiento se ha reportado dentro de
los 2 a 4 meses, siendo en general una enfermedad fatal a pesar del tratamiento oncologico

tanto en nifios como en adultos.
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Etiopatogenia: alteraciones moleculares y epigenéticas

El avance tecnolégico reciente, especialmente con el uso de la secuenciacién de todo el
genoma al diagnostico histologico de tumores de SNC o postmortem, ha revelado la
complejidad de los gliomas de alto grado pediatricos a nivel gendmico y epigendmico,
mostrando que mutaciones recurrentes en la histona H3 y otras vias de senalizacion
interfieren en el crecimiento, proliferacion, supervivencia y la resistencia terapéutica de estos
tumores. Se han descrito tres subtipos moleculares, MYCN, silenciado y H3K27M, siendo
este ultimo el mas prevalente, caracterizado por la mutacion H3K27, hipometilacion global
y miltiples mutaciones adicionales concurrentes. Desde el 2016, la organizacion mundial de
la salud (OMS) reconoce a los gliomas con H3K27M mutado como una entidad clinico —
patoldgica distintiva, caracterizada por su localizacién predominante en estructuras de la
linea media del encéfalo (tdlamo, tallo cerebral, médula espinal, region pineal), y por su pobre

prondstico en cuanto a supervivencia global, por lo que se le caracterizé como grado IV.

Existen dos grupos de mutaciones somdticas recurrentes mutuamente excluyentes en el
extremo amino del gen de la histona H3: la sustitucién en la posicién 27 de una lisina por
metionina de la histona 3.1 6 3.3 (H3K27M), y la sustitucion de glicina por arginina en la
posicion 34 de la histona 3.3 (H3.3G34R/V). Las mutaciones H3K27M son encontradas en
la gran mayoria de gliomas de alto grado de la linea media, incluyendo cerca del 80% de
aquellos originados en el puente, y 60% en estructuras como tilamo y médula espinal, por lo
que las mutaciones H3K27M se han convertido en una caracteristica definitoria de los
gliomas de alto grado de la linea media, siendo la mutacion H3.1K27M restringida casi
exclusivamente al puente, en pacientes pediatricos jovenes (4). En adultos, también se han
descrito mutaciones en los genes de histonas, aunque de manera mas esporadica, siendo las
mutaciones en H3K27M las mds prevalentes, con una predileccién marcada hacia el tdlamo

y médula espinal.
Adicionalmente, los tumores con mutaciones especificas en el gen de histonas tienen

alteraciones adicionales concurrentes distintivas que pueden contribuir a su oncogenicidad.

Asi, las mutaciones en H3.3K27M muestran amplificacion de PDGFRA, mientras que
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H3.1K27M estan asociados con mutaciones en ACVRI1. Mutaciones en TP53 se encuentran

amplificadas tanto en H3.1 como en H3.3.

Estudios con espectrometria de masas han mostrado que la histona mutada H3, en la posicién
27, representa tnicamente del 3 al 17% del total de la proteina H3 en muestras de glioma
difuso de linea media en humanos. Estudios tempranos de la cromatina de estos tumores han
revelado que existe una pérdida global de la di y trimetilacion en H3K27. Estos marcadores
epigencticos, asociados al silenciamiento de genes, son catalizados por el complejo
Polycomb represivo 2 (PRC2), un grupo complejo de proteinas con varias subunidades:
EZH1, EZH2 y SUZ12. Las evaluaciones subsecuentes de los componentes de PCR2 en el
contexto de mutaciones H3.3K27M han guiado a la aparicién de varios mecanismos
hipotéticos por los cuales se pierde la metilacion en H3K27M, éstos son: a) inhibicion
enzimatica de PCR2, b) Secuestro de PRC2 y ¢) distribucion alterada de H3K27M metilado.
Finalmente, se ha visto que la presencia de H3.3K27M tiene su efecto oncogénico en la
regulacion negativa de la expresion de genes supresores de tumores, como pl6/INK4A, que
deriva en el silenciamiento epigenético de la cinasa inhibidora dependiente de ciclina 2A (por
sus siglas en inglés, CDKN2A ), una molécula clave en la regulacion de la transicion de la
fase G1 a S del ciclo celular, lo que resulta en incremento en la auto renovacién de células
madre neuroprogenitoras, incremento en la proliferacion celular y disminucion en la
diferenciacion. Otras moléculas asociadas sobreexpresadas que interfieren en la oncogénesis
de los DMG y que interfieren en la transicion de la fase G2 a M, son la Quinasa reguladora
Weel de G2 (Weel), la quinasa de cremallera de leucina embrionaria materna (MELK),

quinasa tipo polo | (PLK) y quinasa Aurora B (AURKB) (5, 6).
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Figura 1. A) Alteraciones moleculares de las lesiones neopldsicas de localizacién predominante en linea media
y su relacién con estructuras cerebrales: tomado del trabajo de Lula y cols, modificada con el propdsito de
esquematizar la distribucion ya referida enel texto (7). B) Estructura de la proteina histona 3 y su conformacion
de patrén de metilacién.
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Figura 2. Diferentes distribuciones de la localizacion de diferentes estructuras cerebrales y asociadas con
mutaciones de la histona 3 y su relacién con la supervivencia global.

16



Cuadro clinico.

Los signos clinicos y sintomas de los pacientes con DMG son secuela directa de la
localizacion de la neoplasia y de su caracteristica infiltrativa hacia estructuras anatomicas
subyacentes. A diferencia de los gliomas localizados, los gliomas difusos tienen una
presentacion rdpida de los sintomas, en general de unos pocos meses (3 a 6 meses). En
pacientes menores de 3 aiios los sintomas pueden llegar a ser confusos por la presencia de
presentaciones atipicas, como cambios de humor espontaneos, de comportamiento y
torticolis adquirida. En adultos y nifos la clinica es compartida, con presencia de paralisis de

varios nervios craneales de manera simultdnea, asi como signos del tracto largo (8).

Los signos y sintomas bulbares, particularmente aquellos relacionados con niicleos del SNC
situados a nivel del puente, son muy sensibles, pero no especificos para esta patologia, siendo
los nervios craneales (NC) VI y VII los de mayor afectacion, lo que se puede manifestar
como diplopia, alteraciones en la motricidad ocular ipsilateral o parilisis facial. Conforme la
lesion progresa, es comun el involucro de otros NCs, como el 111, IV, IX y X. La invasion de
las uniones pontocerebelares y de las fibras del tracto largo pueden manifestarse por ataxia,
vértigo, lateralizacion de la marcha, hemiplejia, espasticidad y otros datos de sindrome de

motoneurona superior, siendo los sintomas sensitivos poco comunes.

En un estudio retrospectivo de 39 pacientes pedidtricos y adultos con DMG, los sintomas de
presentacion mas comunes fueron: 1) parilisis de NCs (90%), seguidos por ataxia (72%) y
signos del tracto largo (54%). La obstruccion al flujo del liquido cefalorraquideo e
hidrocefalia se ha descrito hasta en el 50% de pacientes, siendo mds comin en tumores

exofiticos del tallo cerebral (9).

Se ha descrito que los DMG en adultos podrian tener una presentacion clinica mas favorable,
con mejor supervivencia global y libre de progresion, independientemente del estado
funcional del paciente al diagnéstico, tal comao lo corrobora Shulte, et al (2020), en un estudio
de una cohorte de 60 pacientes adultos con DMG H3K27M (+). donde se observaron las
caracteristicas clinicas, patoldgicas, imagenoldgicas y pronosticas, encontrandose que en

adultos la localizacion mads frecuente de DMG es en el tdlamo, con una supervivencia global
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de 27.6 meses (10)'. Resultados similares fueron obtenidos por Jiang (2019), donde la
supervivencia global en adultos fue de 16 meses en comparacién con los 10 meses
observados en nifios (11)". Ademads, se ha visto que la mutacion H3K27M en nifos confiere

mal prondstico de manera independiente a la localizacién anatémica de estos tumores.

Caracteristicas imagenoldgicas.

La resonancia magnética (RM) multiparamétrica es el estindar de oro para el diagnostico por
imagen de estas neoplasias, descritas como masas infiltrativas, asimétricas, que ocupan
generalmente mas del 50% de las estructuras del puente. Se observan hipo o isointensas en
T1 (92% de casos) e hiperintensas en T2. En imdgenes FLAIR se puede observar un realce
homogéneo del tumor y del tejido circundante. Al contraste, se observa realce discreto y
heterogéneo en el 51% de los casos, en algunos casos en forma de anillo, siendo los tumores

localizados en el puente los que menor realce al contraste presentan (12).

La espectroscopia por resonancia magnética, con estimacion del radio colina — N acetil
aspartato (Cho:NAA), es otro método no invasivo diagnéstico y que podria proporcionar
informacion prondstica, ya que un indice Cho:NAA > 4.5 se ha asociado a una mediana de
supervivencia global de 22 semanas con respecto a un indice <4.5, con mediana de

supervivencia de 63 semanas.

Otras modalidades de imagen potencialmente ttiles pero atin en estudio son la difusion rdpida

por RM, el SPECT-CT con talio, y el PET-CT con analogos de somatostatina.

Diagnastico clinico

Una adecuada historia clinica con exploracion neurologica extensa, con sintomatologia
neurologica y déficits focales de rapida instauracion (<3 meses), asi como datos clinicos de
hipertension endocraneana, justificaria la solicitud de estudios paraclinicos complementarios,
siendo la tomografia simple y contrastada de craneo el primer estudio empleado por su amplia
disponibilidad en los centros hospitalarios y por su relativa rapidez en la toma de imédgenes,
con los cuales se puede evaluar si existen condiciones que ameriten intervencion

neuroquirtrgica urgente (hidrocefalia, hemorragia intracerebral). Posteriormente, el estudio
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recomendado para la certeza diagnostica es la resonancia magnética contrastada
multiparamétrica, ya que proporciona una adecuada caracterizacion morfolégica y funcional

de la lesion tumoral, asi como la evaluacion del crecimiento o progresion (13)

Finalmente, la informacion recopilada por estudios paraclinicos serd titil para el diagnostico
y plancacion del tratamiento oncoldgico, el cual consistird en términos generales en la
valoracion quirdrgica de la lesion y en la administracion de radioterapia adyuvante o

definitiva.

Reseccion quirtirgica y biopsia.

La naturaleza infiltrativa de los DMG en estructuras vitales como el puente o el tdlamo ha
sido una limitante importante en el transcurso de los anos para la adecuada reseccion maxima
posible, con resultados poco satisfactorios, por lo que se ha procedido a la bisqueda de
técnicas que permitan la toma de biopsia de la lesion para el adecuado diagnostico histologico
y molecular. La biopsia por estercoataxia es el procedimiento mds seguro en manos de
neurocirujanos expertos. Puede ser obtenida por abordaje trans-frontal o suboccipital
tanscerebelar, siendo ésta tltima la que menor porcentaje de déficits neuroldgicos ha
reportado. Es recomendable realizar una RM en secuencia T2 posterior al evento quirdrgico
para verificar la trayectoria de la aguja y confirmar el sitio de biopsia, asi como para verificar

complicaciones quirdrgicas potenciales (14)

Clasificacion histologica.

En 2007, la OMS establecio una clasificacion mediante las caracteristicas histoldgicas como
la atipia nuclear, actividad mitotica, proliferacion endotelial y necrosis; agrupando a los
tumores en 4 grupos (I — IV), dentro de los cuales los tumores de la categorica I y II
pertenecian a tumores de comportamiento menos agresivo o de bajo grado y los tumores
pertenecientes a la categoria 111 y IV, de comportamiento agresivo o alto grado con peor
pronoéstico (Astrocitoma anapldsico con o sin componente oligodendroglial y glioblastoma

multiforme) (15)
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En 2016 la OMS ante la evidencia de diferentes biomarcadores prondésticos, generd una
nueva clasificacién de los tumores del sistema nervioso central con importantes
modificaciones para el grupo de tumores tipo gliomas y tumores astrociticos, de acuerdo con
caracteristicas moleculares, cromosémicas y mutaciones genéticas con impacto en
supervivencia global. En esta clasificacion se establece que la presencia de la mutacion del
gen que codifica para la histona 3, y para la expresion de la proteina mutada H3K27M en
gliomas de localizacion de linea media (tdlamo, hipotdlamo, tallo, mesencéfalo, médula
oblonga, médula espinal), es un marcador diagnostico y de mal pronostico en supervivencia
global y libre de enfermedad en este subgrupo de pacientes a diferencia de quienes no

presentan la mutacion.

En relacion con la evaluacion de la expresion de la proteina mutada H3K27M, ésta puede ser
determinada por IHQ debido a que se han realizado estudios en el que se ha validado que
dicha técnica tiene un VPP y de VPN muy cercano al 100%, confirmada por la deteccion de

la mutacion del gen H3-3A mediante secuenciacion (16)

Recientemente se publicé la nueva clasificacion de la OMS 2021 sobre tumores cerebrales
en donde se establecen algunos enfoques diferentes para la nomenclatura y clasificacion de
los tumores del SNC y enfatiza la importancia de los diagnésticos integrados y los informes
estratificados. Se introducen nuevos tipos y subtipos de tumores, algunos basados en
tecnologias de diagnostico novedosas, como el perfil del metiloma del ADN. En cuanto a los
gliomas difusos, ésta nueva clasificacion reconoce las diferencias clinicas y moleculares
entre los que ocurren predominantemente en adultos y entre los que ocurren en nifios. Con
respecto a los tumores difusos de alto grado en edad pedidtrica, la nueva clasificacion
reconoce 4 variedades diferentes: 1) Glioma difuso de linea media, H3K27 alterado, 2)
glioma difuso hemisférico H3G34 mutado, 3) glioma difuso pedidtrico de alto grado H3

salvaje e IDH salvaje y 4) glioma hemisférico tipo infantil (17).
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Tabla 1. Tumores astrociticos difusos y oligodendrogliales de acuerdo a la
clasificaciéon de la OMS 2016

Astrocitoma Difuso IDH mutado
Oligodendroglioma IDH mutado con del. 1p-19q
Astrocitoma anaplasico IDH mut.
Oligodendroglioma anaplasico, IDH mut. y 1p-19q
Oligodendroglioma anaplasico, IDH mut. y Ip-19q
Glioblastoma, IDH mut.

Glioblastoma, IDH silvestre

Glioma difuso de linea media H3K27M pediatrico
Otros tumores astrociticos

Astrocitoma pilocitico

Astrocitoma de células gigantes subependimarias.
Xantoastrocitoma pleomarfico

Xantoastrocitoma plemoérfico anaplasico

Grado II
Grado 11
Grado III
Grado 111
Grado IT1
Grado IV
Grado IV
Grado IV

Grado |

Grado 1

Grado 11
Grado III

Tabla 2. Tumores astrociticos difusos y oligodendrogliales de acuerdo a la
clasificacion de la OMS 2021

Tipo de tumor

Astrocitoma, IDH mutado

Oligodendroglioma IDH mutado con del. 1p-19q
Glioblastoma, IDH- salvaje

Astrocitoma difuso MYB- MYBL]1-alterado
Glioma angiocéntrico

Tumor neuroepitelial de la juventud polimérfico de
bajo grado

Glioma difuso de bajo grado, MAPK alterado
Glioma difuso de linea media H3K27M alterado
Glioma difuso de linea media H3G34 mutado
Glioma difuso pedidtrico de alto grado H3 salvaje e
IDH salvaje

Glioma hemisférico tipo infantil

Astrocitoma pilocitico

Astrocitoma de alto grado con caracteristicas
pilosas

Xantoastrocitoma pleomarfico

Astrocitoma de células gigantes subependimarias.
Astrocitoma cordoide

Perfiles moleculares alterados

IDHI1, IDH2, ATRX, TP53,
IDHI, IDH2, 1p19q, TERT
IDH salvaje, promotor TERT,
MYB. MYBLI
MYB
BRAF, familia de FGFR

FGFR1, BRAF
H3K27, TP53. ACVRI, PDGFRA,
H3G34, TP53, ATRX
IDH salvaje, H3 salvaje, PDGFRA,
MYCN, EGFR
Familia NTRK. ALK, ROS. MET
KIAA1549-BRAF, BRAF, NF1
BRAF, NF1, ATRX, CDKN2A/B

BRAF, CDKN2A/B

TSCI1, TSC2
PRKCA
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Tratamiento sistémico.

En general, la quimioterapia ha sido poco eficiente en el tratamiento de nifios y adultos con
DMG. A pesar de que la temozolamida (TMZ) es el estandar de tratamiento para pacientes
adultos con gliomas de alto grado, su combinacion con radioterapia en DMG no ha mostrado
ventaja con respecto a radioterapia (RT) sola e incluso, se asocia a un riesgo incrementado
de efectos adversos y toxicidad, sin embargo, en pacientes con mutaciones concomitantes de

la isocitrato deshidrogenasa (IDH) pudieran beneficiarse del tratamiento con TMZ.

El uso de radiosensibilizadores como platinos, motexafino—gadolineo, nitrosureas, etop6sido

y topotecan tampoco ha mostrado eficacia con respecto al tratamiento con RT.

Actualmente se encuentran en investigacion varias lineas de farmacos contra blancos
especificos que al momento han mostrado resultados preliminares alentadores. Tal es el caso
de los inhibidores de las deacetilasas de histonas (por sus siglas en inglés, HDACs), siendo
el Panobinostat uno de los mas prometedores. El Dasatinib y el crenolanib son inhibidores
del factor derivado de plaquetas (por sus siglas en inglés PDGFR) que también se encuentran
en estudio. Por mencionar otros farmacos también se encuentra el erlotinib, inhibidor del

factor de crecimiento epidérmico, asi como ¢l everolimus, inhibidor del m-TOR (18).

Tratamiento con radioterapia y radiorresistencia.

Actualmente la RT es el tnico tratamiento que ha mostrado alterar el curso clinico de los
DMG. A pesar de multiples ensayos que han estudiado el escalamiento de dosis,
fraccionamiento alterado, asi como el uso de radiosensibilizadores; ninguno de ellos ha
demostrado mayor eficacia que el fraccionamiento convencional. El estindar de tratamiento
con RT es con dosis de 54 a 59.4 Gy, en fracciones de 1.8 Gy a 2 Gy, durante 5 dias a la
semana. La respuesta de la sintomatologia posterior al tratamiento con RT incluso puede ser
bastante rapida y significativa (hasta en el 60 — 70% de casos), sin embargo, siempre es de

indole transitoria y la progresion de la enfermedad es la regla.

Debido al pobre prondstico de estos pacientes, el tratamiento hipofraccionado ha sido

evaluado para minimizar el tiempo que el paciente puede tardarse durante el tratamiento con
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RT, y se ha observado que dosis de 39 Gy en 13 fracciones (3 Gy por fraccién), es bien

tolerado, con resultados oncoldgicos no inferiores al fraccionamiento convencional.

Una vez determinada la progresion clinica de la enfermedad tras el primer régimen de
radioterapia, se ha visto que incluso la reirradiacién con fraccionamiento convencional puede
ser efectiva para la paliacion de sintomas, con efectos téxicos minimos, con dosis bajas de

hasta 24 Gy en 12 fracciones (19).

Recientemente se ha propuesto que la presencia de la mutacion del gen de histonas H3.3 y la
expresion de la proteina mutada H3F3AK27M es un factor de radiorresistencia por
modificacion del microambiente tumoral, con una pobre expresion de los antigenos de
histocompatibilidad en las células tumorales. Ademds, mutaciones adicionales en los
sistemas de respuesta al dafio del DNA (por sus siglas en inglés, DDR) también se han
descrito como los responsables de la resistencia al tratamiento con RT y QT. Algunas de
estas mutaciones encontradas como amplificaciones en la ciclina D2 (CCND2) y de TOP3A
en tumores que expresaban la mutacién H3.3K27M. También la disminucién de la metilacion
y trimetilacion de H3K27M incrementa la reparacion de las hebras del ADN. Otras
mutaciones como ATM en el 10.7% de casos, asi como TP53, presente hasta en el 42-77%
de DMG, siendo las responsables de que la célula tumoral entre en arresto celular,
senescencia 0 autofagia cada vez que su ADN sufre rupturas de una o doble hélice de manera
secundaria a la radioterapia. Actualmente existen varios farmacos dirigidos contra blancos
moleculares constituyentes de las diferentes vias de reparacion del DNA de estas células

(algunos ya mencionados previamente) (20).
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6. Justificacion

Los pacientes pediatricos y adultos jévenes con diagnéstico de glioma difuso de la linea
media presentan un pobre prondstico con una mediana de supervivencia menor a 12 meses,
siendo la presencia de mutaciones en el gen que codifica la histona H3 el factor prondstico
molecular mds relevante en la etiopatogenia de esta neoplasia, con la mutacion H3F3AK27M

la de mayor prevalencia, con una frecuencia de hasta el 40 a 80% de los casos reportados.

A pesar de los esfuerzos a nivel mundial, el tratamiento paliativo con radioterapia ha sido el
manejo que hasta la fecha ha podido mostrar beneficio en supervivencia global y en mejoria
de la sintomatologia, con fraccionamientos convencionales e hipofraccionados. Aun es
desconocida la proporcion de pacientes afectados con la mutacion H3FK27M y diagndstico

de DMG en poblacion latinoamericana (21).

7. Planteamiento del problema.

En los dltimos anos, existen hallazgos con respecto a la expresion de la proteina mutante
H3K27M como factor pronéstico de sobrevida global. Es por ello que surgié el interés de
valorar si la presencia de la proteina mutante H3F3AK27M se relaciona con la respuesta
clinica a radioterapia en pacientes de nuestro centro hospitalario, evaluada mediante la

sobrevida libre de progresion, por lo que nos cuestionamos:

8. Pregunta de investigacion,

(Cudl es la diferencia en el periodo libre de progresion después del tratamiento con
radioterapia entre los que presentan la expresién proteica tumoral de H3F3K27M vy entre los
que no la presentan, en pacientes pedidtricos y jovenes adultos con diagnostico de glioma

difuso de linea media?

9. Objetivo general.
Determinar si la presencia de la mutacién H3K27M en nifios y adultos jovenes tratados con
radioterapia en este Centro se asocia a menor periodo libre de enfermedad con respecto a

quienes no la tienen.
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10. Objetivos particulares.

e Determinar, a través de inmunohistoquimica y reporte oficial de histopatologia, si los
pacientes con diagnéstico de glioma difuso de linea media tratados en esta unidad
tienen o no la mutacion H3K27M.

e Determinar la mediana de supervivencia global de los pacientes con el diagndstico de
glioma difuso de linea media tratados en esta unidad con y sin la mutacion H3K27M.

e Determinar la mediana de supervivencia libre de enfermedad de los pacientes con el
diagnostico de glioma difuso de linea media tratados en esta unidad con y sin la

mutacion H3IK27M.

11. Hipétesis de trabajo.

Los pacientes pedidtricos y adultos jovenes con diagndstico de glioma difuso de linea media
que presenten la expresién proteica de H3K27M tendrdan menor sobrevida global y libre de
progresion posterior al tratamiento con radioterapia. con respecto con aquellos que no la

prSBIl[CIl.

12. Materiales y métodos.

Diseno de investigacion.

El estudio presentado fue longitudinal, retrospectivo y analitico, en donde se valord la
asociacion de la mutacion H3FAK27M con el periodo libre de progresion después del
tratamiento con radioterapia, estableciendo el tiempo cero posterior a la ultima fraccion de

tratamiento.

Universo de trabajo.
Todos los pacientes pedidtricos y jovenes adultos con diagndstico clinico de glioma de linea
media, con punto cero posterior a su valoracion y referencia de los servicios de neurocirugia

y neurocirugia pedidtrica al servicio de radioterapia, segiin sea el caso de cada paciente.

25



Poblacion de estudio.

Se revisaron los datos clinicos y paraclinicos de pacientes con diagndstico de patologia de
glioma de linea media del servicio de radioterapia del Hospital de Oncologia del Centro
Médico Nacional Siglo XXI, en un periodo del 01 de enero de 2012 al 01 de diciembre de
2020.

Fuente de informacion.
Expedientes clinicos, radiolégicos y de patologia con THQ de los pacientes que cumplieron

los siguientes criterios:

Criterios de inclusion:

e Pacientes con edad de 01 a 39 afios de edad, con el diagnéstico de glioma difuso de
linea media reportado por el servicio de patologia institucional, basados en los
criterios diagnosticos histologicos de la OMS de 2007, 2016 y 2021, tratados en el
servicio de radioterapia del Hospital de Oncologia del Centro Médico Nacional Siglo
XXI, en la Ciudad de México.

e Pacientes que ademds cuenten con los bloques de tejido embebidos en parafina que
cumplan con una muestra biologica de tejido parafinado con al menos del 70% de

tejido tumoral, evaluado por patélogos oncélogos.

Criterios de exclusidn:

o Pacientes con tumores concomitantes o antecedentes de diagnéstico de cancer 5 afios

previos.

Criterios de eliminacion:

* Pacientes quienes no cumplan con un 70% del tejido tumoral en la muestra parafinada
para determinacion por IHQ de la proteina mutada H3K27M. determinado por el

patdlogo experto.
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Tamaiio de muestra (formula de diferencia de proporciones).

En la literatura, se ha demostrado que los pacientes con la presencia de la mutacién

H3F3AK27M presentan respuesta tumoral (sin reporte de SLP) con manejo paliativo (con y

sin radioterapia) en el 55% de casos con respecto al 85% de quienes no presentan la mutacién

(Castel, et al, 2015)

El cilculo de tamano de muestra fue mediante la férmula de diferencia de proporciones, y se

obtuvo un tamafo de muestra de 30 pacientes para cada grupo para un total de 60, de acuerdo

a la plataftorma G*Power-2.

El tipo de muestreo utilizado fue el muestreo no aleatorizado por conveniencia.

Definicion de variables del estudio

descriptora

el nacimiento de

un paciente hasta
la fecha de la
tltima nota o
seguimiento

paciente dice tener
al momento de ser
recabada la
informacién para
el expediente
clinico.

Variable Definicion Definicion Tipo de Escala de
conceptual operacional variable medicion y
definicién
Proteina Proteina mutada en | Determinacion por Cualitativa
H3F3AK27M el residuo de lisina reporte de THQ dicotémica Presente.
mutada. y sustituida por como un patron Ausente.
Variable metionina en la difuso en el
independiente posicién 27, con niicleo.
resultado
H3F3AK27M
Periodo libre de | Ticmpo o periodo | Determinacién en Cuantitativa Meses.
progresion. sin evidencia de meses del control discreta.
Variable crecimiento o tumoral de la
dependiente presencia de una resultante del
nueva lesién por control de imagen
estudio de IRM del tratamiento con
por criterios RT.
EANO posterior al
tratamiento con
RT.
Edad Tiempo Nimero de afios de Cuantitativa Afos.
Variable transcurrido desde vida que el discreta
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Sexo Constitucién Constitucidn Cualitativa
Variable orgdnica que orgdnica que es nominal. Femenino
descriptora distingue al recabada de lo Masculino.
paciente. consignado en
expediente clinico.
Tratamiento Mangjo de Porcentaje de Cualitativa ordinal. Reseccion
quirdrgico reseccion del reseccion del méxima.
Variable confusora tumor. tumor: 1) Médxima Reseccion
de desenlace 100-80%, 2) subtotal.
Subtotal 30 — 80% Biopsia.
y 3) Biopsia.
Dosis total de Dosis absorbida Determinacion de Cuantitativa Gy
tratamiento con total prescrita de la dosis total en continua.
radioterapia radiacién ionizante acuerdo a gufas
expresada en internacionales y
unidad de fuerza criterio médico,
por kg de peso del reportados en el
material u TPS.
organismo
Técnica de Planeacion y Determinacion en Cualitativa 3DCRT
tratamiento con | aplicacién de dosis acuerdo a lo nominal. IMRT
radioterapia de radiacién contorneado para VMAT
ionizante para su cada blanco
distribucién tumoral en acuerdo
dirigida a un a guias
blanco de internacionales y
tratamiento. criterio médico.
Fraccionamiento | Dosis por fraccion

Determinacion de

Cualitativa

Fraccionamiento
de radioterapia del manejo dosis total en nominal, convencional
mediante acuerdo a guias Fraccionamiento
radiaciones internacionales y alterado
ionizantes criterio médico, hipofraccionado
expresadas en reportadas en el
unidad de fuerza TPS.
por kg de material.
Tratamiento de Esquema de ldentificacion del Cualitativa TMZ.
quimioterapia tratamiento de QT esquema de nominal. Esquema hibrido
por via intravenosa | medicamentos de Ninguno.
o0 via oral como quimioterapia
manejo administrado al
oncoldgico. paciente.
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Técnicas y procedimientos.

Descripcion general del estudio.

Para realizar la recopilacion de caracteristicas clinicas y demograficas se revisaron los
expedientes clinicos de los pacientes que cumplieron los criterios de inclusion, asi como la

recopilacion de las variables ya comentadas de los casos identificados.

Posteriormente, se realizé un andlisis descriptivo para valorar la distribucion de las variables,
asi como un andlisis posterior inferencial para valorar la asociacion de los datos clinico —

patolégicos con el desenlace oncoldgico.

Aquellos pacientes con el diagnéstico de DGM con la expresion por ITHQ de la proteina
mutada H3F3AK27M se compararon con aquellos que no tenfan la presencia de la mutacion.
Dentro del andlisis inferencial se realizaron curvas de supervivencia global, libre de
enfermedad y de control tumoral local, asi como su asociacién con la presencia o no de la

proteina mutada.

Pacientes con la determinacion
de la expresion de la proteina
mutada H3F3K27M (micro
arreglo de t. de parafina),

Pacientes con Dx de 4l ! —_] ,
glioma de Linea - ' Analisis inferencias,

media (2012-2020) | ot ot 2l 2044 curvas de sluple'rvivencia
KM y asociacion con el
desenlace.

Figura 3. Esquema general del estudio.
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Resultados.
Se analizaron los expedientes de 126 pacientes registrados con el diagnostico de tumor de

linea media, de los cuales 91 fueron pedidtricos y 35 fueron adultos. De ellos, 71 pacientes
contaban con expediente completo y biopsia, siendo 57 pacientes pedidtricos y 14 adultos.
Finalmente, fueron 46 los pacientes que contaron con el tejido suficiente para realizar el

estudio de THQ y molecular (figura 4).

Las principales caracteristicas de la poblacién se muestran en la Tabla 1, en donde se
encuentra que la mayoria de la poblacion en un 73.91% correspondia a pacientes pedidtricos,
ademds de una relacion mujer: hombre de 1.3:1. El 100% de los pacientes contaba
tinicamente con biopsia como manejo quirdrgico. Con respecto al manejo con radioterapia,
se observo que el 61.7% de pacientes recibio tratamiento con modalidad 3DCRT, con un
fraccionamiento convencional en el 89.1% de los casos. Por tdltimo, dnicamente el 73.9% de
los pacientes recibid manejo con quimioterapia, siendo en su mayoria un esquema hibrido

con TMZ.

120 pacientes registrados con diagndstico de tumor
de linea media

v v

Pedidtricos Adultos
n= g1 n=3§
L J

!

71 pacientes con expediente con diagndstico de
glioma de linea media con biopsia

|

v i
Pedidrricos Adultos
n-= 57 =14
1 T |

46 pacientes com muestra suficiente para
realizar el adecuado analisis de IHQ y molecular

Figura 4. En el esquema se observa la pérdida de evaluacion de muchos casos de pacientes en relacion con la
falta de toma de biopsia diagndstica, la obtencion de tejido adecuado, y preservacién que permitiese cumplir
con los criterios para el andlisis del estudio.
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‘Caracteristicas ilalos

pacientes
Edad

Sexo

Femenino

Masculino

Relacion F:M

Grupo etario

Nifios

Adultos

Intervencion quirirgica
Biopsia

Reseccion subtotal
Radioterapia

Conformal

Intensidad modulada
Dosis de radioterapia
Esquema de radioterapia
Convencional
Hipofraccionado
Quimioterapia

Esquema hibrido +/- TMZ
Sin QT

a absoluta (n=46)

Mediana =9
(Rango 1 — 39aiios)

26
20
1.3:1

34
12

46
0

29
18
Mediana de 55Gy (54-55gy)

41
5

34
12

(100%)

56.52%
43.47%

73.91%
26.1%

100%
0%

61.7%
38.3%
89.1%
10.9%

73.9%
25.1%

Tabla 1. Principales caracteristicas de los pacientes.
Abreviaturas: F=femenino, M=masculino, QT=quimioterapia, TMZ=temozolamida.

En lo correspondiente a las caracteristicas demograficas, se observo que los lugares de

residencia de los pacientes con mayor frecuencia, en orden descendiente, fueron el Estado

de México con |1 pacientes, seguido de la Ciudad de México con 10 y Veracruz, con §

(Tabla 2).

Entidad

Estado de México
Ciudad de México
Veracruz

Morelos
Guanajuato
Tlaxcala

Tabasco
Guerrero
Quintana roo
Michoacdn
Tamaulipas
Aguascalientes
Baja california
Puebla

Queretaro

Total general

Frecuencia absoluta

11
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=

Tabla 2. Lugares de origen de los pacientes estudiados con DMG

Abreviaturas: DMG= Glioma difuso de linea media.
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Distribucidn de pacientes por entidad federativa
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Grafica 1. Lugares de origen de los pacientes estudiados con DMG.,

Efecto de la mutaciéon H3F3K27M en la supervivencia global.
Del total de pacientes incluidos en este estudio, el 39.1% resulté positivo a la mutacion
H3F3K27M. Con relacién al andlisis de supervivencia, sélo se analizaron 44 pacientes por

la ausencia de seguimiento del expediente, en donde se observé una mediana de

supervivencia global de 28 meses, como se observa en la grafica 2.

100
® 50 - . - -
0 T T T 1
0 20 40 60 80

Grifica 2: Curva de supervivencia global.
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En el andlisis por grupos de edades, en el grupo pedidtrico se encontré una mediana de
supervivencia global de 15 meses y en el grupo de adultos no se alcanzé mediana, como se

observa en la grafica 3.

1004+ - Pediatricos
[N —— Adultos
= 50 p= 0.02
0 T T T 1
0 20 40 60 80
meses
Grifica 3: Curva de SG por grupo de edad, con diferencia significativa
p<0.02 (anilisis de Gehan-Breslow-Wilcoxon).

La mediana de supervivencia global fue de 8§ meses por la presencia de la mutacion H3F3A
K27M y en la ausencia de esta no se alcanzé la mediana de supervivencia global, la
proporcion de supervivencia en 270 % fue mayor de 30 meses, por lo cual presento diferencia

estadistica (p< 0.002), como se muestra en la grafica 4.

—— Ausencia
+~ Mutacién H3F3A K27M

p<0.002

0-1

T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
meses

Grifica 4: Curva de SG por presencia de la mutacion, con diferencia
significativa p<0.002 (analisis de Gehan-Breslow-Wilcoxon).
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Asociacion de la mutacion H3F3K27M con la progresion.
En la comparacion de la supervivencia libre de progresion por grupos de edades, no se

encontrd diferencia estadisticamente significativa. Sin embargo, en la comparacién de la
poblacion de cualquier edad, por la presencia o ausencia de la mutacion. se encontré una
diferencia en la mediana de supervivencia libre de progresion de 1.5 meses vs 6 meses (con

una p < (0.0002), estadisticamente significativa, como se muestra en la grafica 5.

—— Ausencia
*~ Mutacion H3F3A K27M

100

p<0.0002

0,
(2]
[~

0+ T T 1 1
40 60 80 100
meses
Grafica 5: Curva de SLP por presencia de la mutacion, con diferencia

significativa p<0.0002 (andlisis de Gehan-Breslow-Wilcoxon).

También se encontro, que, en la presencia o ausencia de la mutacion por grupos de edad,
existe una diferencia estadisticamente significativa en la SLP en adultos (con una p = 0.0018)

(Gréfica 6) y en nifios (p = 0.22) (grafica 7).
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Adultos/ PFS por H3F3AK27M
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Grifica 6: Curva de SLP en Adultos por presencia de la mutacién, con
diferencia  significativa p<0.0018 (anilisis de Gehan-Breslow-
Wilcoxon).
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Grafica 7: Curva de SLP en Pedidtricos por presencia de la
mutacion, sin diferencia estadistica p=0.22 (andlisis de Gehan-
Breslow-Wilcoxon).
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Discusion.
Nuestro estudio encontré que la mayoria de los pacientes analizados fueron originarios del

drea metropolitana de nuestro pais por la cercania a los centros de tercer nivel de atencién
institucional. La mediana de edad por la localizacion de gliomas de linea media en el global
de los pacientes fue 9 afios, similar a los reportado por Mackay y colaboradores (21); pero a
la subdivision por subgrupos de edades, en los pacientes pediatricos la mediana fue igual,
probablemente en relacion a que la mayoria de los pacientes de este estudio fueron pacientes
pedidtricos (22); y fue semejante a lo reportado en la literatura por el grupo de Kleinschmidt-
DeMasters con mediana de edad reportada de 8 anos. Por el contrario, en el subgrupo de
jovenes adultos del presente trabajo se report6é una mediana de edad de 24 afios, dicha cifra

inferior a lo reportado en por Kleinschmidt-DeMasters (23).

En nuestro estudio encontramos como principales limitaciones: la naturaleza retrospectiva,
el nimero de sujetos analizados en relacion con la baja toma de biopsia estereotdxica
relacionada a la falta de recurso al diagndstico extenso, y la falta de un banco histolégico

para el adecuado resguardo de tejido tumoral.

La presencia de la mutacién en el 39.1 % de los casos es semejante a lo reportado en la
literatura. La presencia de la misma se asocié con una mediana de supervivencia global de 8
meses en todas las edades, y en la valoracién por grupos de edades se encontrd también
empobrecimiento del pronostico de supervivencia libre de progresion para el subgrupo de los
pacientes pedidtricos, aunque sin significancia estadistica (1.5 vs 3 meses, p <0.22). Sin
embargo, en los pacientes adultos si existié significancia estadistica de 1.5 vs 54 meses
(p=0.0018), correspondiente; cobrando relevancia la presencia de la mutacion en el
prondstico del paciente en nuestro estudio, comparado con lo reportado por Jiang en los
pacientes adultos y pedidtricos de 16 y 10 meses, respectivamente (24); lo cual genero el
cuestionarnos la posible implicacion del estado funcional al debut en la SLP,
independientemente de la presencia de la mutacion, en relacion a que los pacientes acudieron
de manera inicial con enfermedad clinica avanzada; pero dicha propuesta debera ser

explorada y confirmada en un estudio prospectivo.
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La informacién generada en el presente trabajo nos sugiere que en nuestra Institucion se
deberi buscar diferentes vias para lograr el diagnéstico molecular como ha sido remarcado
en los recientes criterios solicitados por la OMS 2021, lo cual es factible en funcion de los

resultados logrados en el presente trabajo.

Conclusién.

El presente estudio retrospectivo confirmdé que la presencia de la mutacion H3F3AK27M es
un factor de mal pronostico para la supervivencia global y libre de enfermedad en la
poblacion en general; ademds apoy6 la importancia de la toma de biopsia por estereotaxia de
las lesiones con diagnoéstico clinico de DMG, asi como de la determinacién de la presencia
de la mutacion. Ademas, nos reveld importante informacién y las dreas de oportunidad por
valorar en este grupo de pacientes, con lo que se generaron bases de datos para el desarrollo
de estudios prospectivos que puedan validar los resultados y generar informacién adicional
para extender diferentes esquemas de radioterapia que puedan ofrecer algiin beneficio clinico

en estos pacientes.
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